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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

COK-ILACA-DIRENCLI Klebsiella pneumoniae ve Acinetobacter baumannii’ye OZGU
BAKTERIYOFAJ iZOLASYONU ve BU FAJLARIN BiYOFIiLME ETKIiSi

Yelda ISLEK

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah

Mikrobiyoloji Programi
Damisman : Prof. Dr. Fatma KOKSAL CAKIRLAR

Acinetobacter baumannii ve Klebsiella pneumoniae, yogun bakim {initeleri basta olmak iizere
saglik hizmeti iliskili enfeksiyonlarda rol oynayan 6nemli patojenlerdir. Bu patojenlerin, zorlu
cevresel kosullarda uzun siire hayatta kalabilmeleri, kullanimda olan neredeyse tiim
antimikrobiyallere karsi gelisen direncin hizla artmasi ve biyofilm olusturabilme yetenekleri
nedeniyle tedavileri giigtiir. Biyofilm igerisindeki bakteriler, dezenfektan ve antimikrobiyallere
daha direncli hale gelirler. Bu nedenle bu bakterilerin biyofilmlerini ortadan kaldirmak ¢ok
daha gii¢ hale gelmektedir. Bakteriyofajlar, direncli mikroorganizmalari ortadan kaldirabilme
yetenekleriyle, biyofilmlere karst umut vadeden segenek olarak One ¢ikmaktadir.
Calismamizda, ¢ok-ilaca-direngli ~ A.baumannii ve K.pneumoniae suslarina etkili
bakteriyofajlarin atik sulardan izole edilmesi ve bu fajlarin biyofilm olusumuna inhibisyon ve
eradikasyon etkinliklerinin in vitro arastirilmasi amag¢lanmastir.

Bu kapsamda, 1.U.Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na yogun bakim
ve servislerden gelen kan kiiltiirii 6rneklerinden izole edilen g¢ok-ilaca-direngli 10 A.baumannii
ve 10 K.pneumoniae susu calismaya dahil edilmis ve bu suslara 6zgii bakteriyofajlar atik su
orneklerinden izole edilmistir. Bakterilerin, 96 kuyucuklu plaklarda in vitro biyofilmleri
olusturulmus ve bakteriyofajlarin farkli konsantrasyonlarda bu biyofilmler iizerine etkileri
kristal viyole yontemiyle tespit edilmistir.

Calismamizda, atik sulardan 12 farkli A.baumannii faji(ABF) izole ve 12 farkli K.pneumoniae
faji(KPF) izole edildi. En etkili secilen toplam 5 ABF’nin, A.baumannii biyofilmlerine, en
yiiksek %96-83.8; en diisliik %66,9-41,4 oranlarinda inhibisyon, en yliksek %95,4-80,4; en
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diisiik %70,5-28,3 oranlarinda eradikasyon etkisi saptandi. Ayrica en etkili secilen toplam 3
KPF’nin, K.pneumoniae susu biyofilmlerine, en yiiksek %87,4-79,2; en disik %61,1-38,5
oranlarinda inhibisyon etkisi, en yiiksek %94,4-80,1; en diisik %73-46,8 oranlarinda
eradikasyon gosterdi.

ABF2 faj1 kolistin direngli A.baumannii biyofilmlerini %94-88,3 oranlarinda inhibe; %94,5-
80,4 oranlarinda eradike etti. KPF6, KPF9, KPF10 kolistin direngli K.pneumoniae
biyofilmlerini %87,4-83 oranlarinda inhibe %94,4-86 oranlarinda eradike etti.

Bu sonuglar, bakteriyofajlarin test edilen en diisiik konsantrasyonda bile, ¢ok-ilaca-direngli
A.baumannii ve K.pneumoniae suslariin olusturduklari biyofilmi inhibe ve eradike etme
giiclerinin oldukga yiiksek oldugunu gostermektedir. Bakteriyofajlarin, tedavi alternatifi olarak
kullanimlari tizerine genis kapsamli ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Aralik 2022, 95 sayfa.

Anahtar kelimeler: Bakteriyofaj, Biyofilm, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae,
Cok-ilaca-Direnc |
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

SPECIFIC BACTERIOPHAGE ISOLATION TO MULTI-DRUG-RESISTANT
Klebsiella pneumoniae and Acinetobacter baumannii and EFFECT OF THIS PHAGES
ON BIOFILM

Yelda iISLEK

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Microbiology

Microbiology Programme

Supervisor : Prof. Dr. Fatma KOKSAL CAKIRLAR

Acinetobacter baumannii and Klebsiella pneumoniae are pathogens that play a significant role
in healthcare-associated infections. Treatment is challenging wherefore long-term survival in
harsh environment, fast becoming resistant to almost all antimicrobials in use, and the ability
to form biofilms. Since bacteria in the biofilm are more resistant to disinfectants and
antimicrobials, it is much more difficult to remove the biofilms of these bacteria.
Bacteriophages stand out as a new treatment option against biofilm producing resistant bacteria.
In our study, it was aimed to investigate in vitro biofilm formation inhibition and eradication
activities of bacteriophages effective against multi-drug-resistant A. baumannii and K.
pneumoniae strains.

Thus, 10 of each multi-drug-resistant A.baumannii and K.pneumoniae strains isolated from
blood cultures of intensive care and service patients, were included in the study and
bacteriophages specific to these strains were isolated from wastewater samples. Biofilms of
bacteria were formed in 96-well plates in vitro and the effects of bacteriophages at different
concentrations on these biofilms were determined by crystal violet method.

In our study, 12 of each A.baumannii phages(ABF) and K.pneumoniae phages(KPF) were
isolated from wastewater and selected 5 most effective ABFs. Inhibition rates were maximum
96%-83.8%; minimum 66.9%-41.4% and eradication rates were maximum 95.4%-80.4%;
minimum 70.5%-28.3%. In addition, 3 KPFs selected the most effective. Inhibition rates of
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K.pneumoniae biofilms were maximum 87.4%-79.2%; minimum 61.1%-38.5% and eradication
rates were maximum 94.4%-80.1%; minimum 73%-46.8%.

ABF2 inhibited biofilms of colistin-resistant A.baumannii strains by 94%-88.3% and eradicated
by 94.5%-80.4%. KPF6,KPF9,KPF10 inhibited biofilms of colistin-resistant K.pneumoniae
strains by 87.4%-83% and eradicated by 94.4%-86%.

These results show that, even at the lowest concentration tested, bacteriophages have a very
high ability to inhibit and eradicate the biofilm formed by multi-drug-resistant A. baumannii
and K.pneumoniae strains. However, the use of bacteriophages as therapeutic alternatives
require further study.

December 2022, 95 pages.

Keywords: Bacteriophage, Biofilm, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Multi-

Drug-Resistance
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) niin 2017 yilinda yayinlamis oldugu ‘éncelikli patojenler’
listesinde, yiiksek diizeyde antibiyotik direnci bulunan ve ayni zamanda tedavilere cevap
vermeme 6zelligi olan 6 patojen bakteri vardir. Bunlar ilk defa Rice tarafindan, kisaca ESKAPE
olarak adlandirilmistir ve bu bakteriler; Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter
spp. ’dir [1][2]. Hastane enfeksiyonlarinda 6nemli rol oynayan bu patojenler, 6zellikle yogun

bakim iinitesinde yatmakta olan hastalarin %40’tan fazlasin1 enfekte etmektedir [3].

Moraxellaceae ailesinden olan Acinetobacter baumannii zorunlu aerobik, kokobasil
seklinde, hareketsiz bir Gram-negatif bakteridir. Enterobacteriaceae ailesinden olan Klebsiella
pneumoniae ise kapsiillii, basil seklinde hareketsiz bir Gram negatif bakteridir. K. pneumoniae
ve A. baumannii ozellikle yogun bakim iinitelerinde yatmakta olan hastalarda ciddi
enfeksiyonlara neden olan patojenlerdendir ve mortaliteleri yiiksektir. Patojenlerin antibiyotik
direncinin hizla artmasi diinya ¢apinda bir sorun haline gelmistir [4]. Ulkemizde de ¢ok-ilaca-
direnci bulunan Gram negatif patojenler ile olugsan enfeksiyonlarin yiiksek maddi kayiplara da
yol agtigini bildirmektedir. Ayrica en sik izole edilen ve ¢ok-ilaca-direngli patojenler arasinda

Acinetobacter ve Klebsiella tiirleri gelmektedir [5].

Hastanemizde 2006 ile 2007 yillar1 arasinda yapilan kan kiiltiirlerinden en sik izole
edilen patojenleri arastiran ¢alismada, %18,8 oranla Klebsiella cinsi ikinci; %15,5 oranla ise
Acinetobacter cinsi dordiincii sirada tespit edilmistir [6]. 2011 ile 2014 yillarini kapsayan diger
bir ¢aligmada ise servislerde ve yogun bakim iinitelerinde yatmakta olan hastalarin kan
kiiltiirlerinden Gram negatif bakterilerde siklikla Escherichia coli, Klebsiella spp. ve
Acinetobacter spp. izole edildigini bildirilmistir. Ayrica Klebsiella ve Acinetobacter cinslerinin

cok-ilaca-direncli bakteriler olduklarini belirtilmistir [7].

Direng sorununun en &nemli nedenlerinden biri de mikroorganizmalarin biyofilm
olusturabilmesidir. Ulusal Saglik Enstitiileri(National Institutes of Health-NIH) nin bilgilerine
gore tlim mikrobiyal enfeksiyonlarin %651, kronik enfeksiyonlarin ise %801 biyofilm olusumu

ile baglantilidir [8]. Biyofilm, mikroorganizmalarin kendilerini ¢evresel faktorlerden,



antibiyotik ve dezenfektanlarin etkisinden, besin yoklugundan koruyabilmek amaciyla
olusturduklari ekosistemlerdir. Bu olusum, antimikrobiyallerin penetrasyonunu azaltarak ve
bakterilerin bagisiklik sistemi tarafindan taninmasini Onleyerek tedaviyi zorlastirir [9].
Biyofilm igerisindeki bakteriler ile serbest planktonik formlar1 kiyaslandiginda;
antimikrobiyallere 10 ile 1000 kat arasinda daha direngli olduklar1 bilinmektedir. Tek basina
antibiyotiklerin, biyofilm enfeksiyonlarinin tedavisinde yetersiz oldugu, klinik gézlemler ve
deneysel ¢alismalarca ortaya konmustur [10]. Halihazirda kullanimda olan antimikrobiyallere
direng gelisimine ek olarak bu direngli suslarin biyofilm olusturmasi tedaviyi ¢ok daha
zorlastirmaktadir. Bu nedenle biyofilm olusturan bakterilere etkili yeni tedavi alternatiflerinin

gelistirilmesine ihtiya¢ vardir.

Hedef bakteriyi enfekte ederek yok eden viriisler bakteriyofaj olarak adlandirilmaktadir
ve Ozellikle son zamanlarda iizerinde calisilan, g¢ok-ilaca-direngli bakteriler ile olusan
enfeksiyonlarda umut vadeden tedavi alternatiflerindendir. Bakteriler tizerinde litik etkisi
oldugu bilinen fajlarin biyofilm inhibisyonu ve eradikasyonu mekanizmasi ile de tedaviye

katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir [11].

Calismamizda bakteriyofajlarin, gok-ilaca-direngli bakterilerin biyofilminin {izerine
etkisinin incelenmesi amaclanmistir. Bu kapsamda, artan antimikrobiyal direnci ile insan
sagligina tehdidi her gecen giin artmakta olan ESKAPE grubu bakterilerden, A. baumannii ve
K. pneumoniae suslari ¢alismamiza dahil edilmistir. Bu etkenlerin enfeksiyonlarina karsi,
alternatif bir tedavi olabilecegi diisiiniilen bakteriyofajlar atik su 6rneklerinden izole edilerek,
bu bakterilerin biyofilmlerine olan etkinliklerinin arastirilmasi amaclanmistir. Bu kapsamda,
cok-ilaca-direngli ve biyofilm olusturan 10 A. baumannii ve 10 K. pneumoniae suslarina 6zgii
bakteriyofajlar atik sulardan izole edilmistir. Izole edilen bakteriyofajlardan en etkilileri
secilerek, bu suslarin olusturduklar1  biyofilmler iizerine bakteriyofajlarin  farkl

konsantrasyonlarinin inhibisyon ve eradikasyon yetenekleri in vitro arastirilmastir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. ACINETOBACTER BAUMANNII

2.1.1. Tarihce
Acinetobacter tiirleri; dogada, toprakta ve suda bulunabilen; fermentatif-olmayan,
hareketsiz, katalaz-pozitif, oksidatif-negatif, zorunlu aerobik Gram-negatif kokobasillerdir.

Taksonomik siniflandirmast;

Alem: Bacteria

Sube: Proteobacteria

Sinif: Gammaproteobacteria
Takim: Pseudomonales
Aile: Moraxellaceae

Cins: Acinetobacter

1911 yilinda topraktan izole edilmis, Beijerinck tarafindan Micrococcus calcoacetius
olarak adlandirilmigtir. Yillar igerisinde Diplococcus mucosus, Moraxella Iwoffi, Alcaligenes
haemolysans, Achromobacter anitratus ve Achromobacter mucosus gibi isimler de verilmistir
[12]. DeBord, 1939 wyilinda iretral numuneden kokobasilleri iiretip tanimlamistir.
Acinetobacter cinsinin ismi Yunanca’da ‘hareketsiz ¢ubuk’ anlamina gelen °Akinetos’
sozclgiinden gelmektedir [13]. A. baumannii ise tiir adin1 bakteriyolog Paul Baumann’dan
almastir [14].

1968 yilinda Baumann ve arkadaslari, Acinetobacter cinsinin biyokimyasal ve
morfolojik  6zellikleri  tanimlanmistir, 1971 yilinda ise Moraxellaceae ailesinde

simiflandirilmistir. A. calcoaceticus, Acinetobacter cinsinin tanimlanan ilk tiirtidiir [15].

DNA dizi analizi ile yapilan ¢aligmalarda 17 genotip ve 7 farkl: tiir belirlenmistir. Bu
Acinetobacter tiirleri arasinda, A. haemolyticus, A. junii, A. radiorezistens, A. johnsonii, A,

Iwoffii, A. calcoaceticus ve A. baumannii bulunur. Son dénemlerde tanimlanan yeni tiirler ile



bu say1 20’yi gegmistir [16]. Bu tiirlerden dordii (A. calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii ve A.
nosocomialis) birbirine yakin olduklarindan dolay1 A. calcoaceticus-A.baumannii kompleksi
olarak kabul edilmektedir [17].

2.1.2. Mikrobiyolojik Ozellikleri

35-37°C’de lireyebilen Acinetobacter cinsi indol-negatif, DNase-negatif, katalaz-pozitif
Gram negatif bakterilerdir. DNA’larinda %39 ile %47 arasinda G+C igerigine sahiptirler [18].
Gram boyamada 1.0 x 0.7 um boyutlarinda kok veya kokobasil seklinde gériiliirler. Ureme
fazinda c¢omak, stabil donemde ise diplokok morfolojisinde goriinmektedirler. Laktozu
fermente edemediklerinde MacConkey agarda, kolonileri soluk bir pembe tonundadir.
Uretilebilmeleri igin secici-ayirt edici besiyerleri olarak Leeds Acinetobacter Medium ve
Herellea agar kullanilmaktadir [19]. A. baumannii glukozu okside ederken; A. Iwoffii ve A,
haemolyticus glukozu okside etmemektedir. A. baumannii 44°C’de iireyebilmekte ve bu
ozelligi diger Acinetobacter tiirlerinden ayriminda kullanilmaktadir. A. haemolyticus koyun

kanl1 agarda hemoliz olusturur ve bu 6zelligiyle diger tiirlerden ayrilmaktadir.

Besin yoklugu, kuruluk ve antimikrobiyal ilaglar gibi olumsuz kosullar da bile
canliligini siirdiirebilen A. baumannii, polistiren ve cam gibi abiyotik yiizeylerde; epitel

hiicreleri, mantar filamentleri gibi biyotik yiizeylerde biyofilm olusturabilmektedir.

Sekil 2.1: A. baumannii’nin Chrom Agar (Sol), MacConkey Agardaki (Orta) iiremesi ve koloni
yapisi (Sag). (Calismamizdan)

2.1.3. Viriilans Faktorleri
Acinetobacter tiirleri arasinda en yiiksek viriilansa sahip mikroorganizma A.
baumannii’dir ve gesitli viriilans faktorleri vardir. Hedef hiicreyle etkilesimin ilk asamasi olan

hiicreye tutunmada Tip | pili ile Lipopolisakkarit(LPS) tabakanin antijenik O-polisakkariti



birlikte gorev almaktadir [20]. Tip | Pili Gram negatif bakterilerin hedef hiicreye yapismasinda
onemli bir rol almaktadir. A. baumannii’de bu pili, ayn1 zamanda biyofilm olusumuna da
katkida bulunan bir yapidir. Tip IV Pili hem i¢ hem de dis zarlarda yapisal bilesenlere sahip
olan biiyiik protein kompleksleridir ve bu pilinin motiliteyle iliskili oldugu gosterilmistir. A.
baumannii hareketsiz bir bakteri olmasina karsin Tip IV Pili sayesinde kendisini itme ve ¢ekme

hareketlerini yapabilmektedir [21]. Ayrica bu pililer gen transferinden de sorumludur.

Gram negatif bakterilerin ¢gogunda oldugu gibi A. baumannii’de de protein sekresyon
sistemi bulunmaktadir. Bu sistem sayesinde mikroorganizmanin konaga ve gevreye olan

adaptasyonu kolaylasmaktadir.

Di1s Membran Bilesenlerinden (Outer Membran Protein - OMP) OmpA, konak hiicre
tizerinde sitotoksik etki gdstermekle beraber, biyofilm olusumuna katkida bulunmaktadir.

Ayrica hiicrenin istila edilmesi, penetrayon ve apopotazdaki rolii gok 6nemlidir [22].

A. baumannii’nin sahip oldugu fosfolipaz enzimleri, hidrolitik enzimlerdir. Bu
enzimler; insan hiicresinin zarinda bulunan fosfolipidlerin gecirgenligini arttirarak hiicre
yapilarin1 bozmaktadir. Fosfolipaz C insan epitel hiicrelerine toksik etkilidir. Proteaz enzimi

olan cpaA kan pihtilagmasini dnlemekte ve bakterinin yayilmasina katkida bulunmaktadir [23].

A. baumannii’nin zorlu ortam sartlarinda yasamii devam ettirebilmesine katkida
bulunan 6nemli bir diger viriilans faktorii ise mikrobesin toplama sistemleridir. Bu sistem
sayesinde ortamda bulunan magnezyum, ¢inko ve demir gibi besin molekiillerini
yakalayabilmektedir. A. baumanni’de bu sistemin ana mekanizmasi siderofor olarak bilinen
demir selatlama molekiiliine sahip olmasidir, en yaygin olarak bilinen ise “acinetobactin”dir.

Acinetobactin konak hiicrede hasara yol agarak viriilansi arttirir.

Quorum Sensing mekanizmasi ‘otomatik indiikleyici’ denilen sinyal ileten molekiiller
aracilifiyla bakteriler arasi iletisim saglanmakta ve ¢ogunluk algilanmaktadir. Oto-
indiikleyiciler bakteriler tarafindan biiylimeleri siiresince iretilmekte, bakteri sayisi
yiikseldik¢e oto-indiikleyici konsantrasyonu da yiikselmektedir. Bu mekanizma bakterinin
biyofilm olusturmasii saglamaktadir. Biyofilm {iretebilen A. baumannii’ler, biyofilm
tiretemeyenler ile kiyaslandiginda kuruluga karsi daha direnglidir [24]. Bu sayede hastane

ortaminda daha uzun siire kalabilmektedirler.



2.1.4. Neden Oldugu Enfeksiyonlar

Acinetobacter cinsi bakteriler genel olarak yiiksek viriilansa sahip olmamalarina karsin
immiin sistemi baskilanmis hastalarda enfeksiyona neden olabilmektedir. Diisiik viriilansa
sahip olmalari, diisiik invazyon ve adhezyon yetenekleri ile iliskilidir. A. baumannii’nin hiicre
adhezyon yetenegi Helicobacter pylori, Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter gibi
bakterilere kiyasla diistiktiir [25]. Hiicre adhezyon yeteneginin diisiik olmasina karsin; kateter
gibi plastik yabanci maddelere hidrofobik yetenegi sayesinde iyi tutunabilmektedir.
Hastalardan izole edilen suslar ile mikrobiyotadan izole edilen suslar karsilastirildiginda; hasta

suslarinin yiizey hidrofobisitesi ve adhezyon yetenegi ¢ok daha yiiksek orandadir [18].

1999 yilinda iilkemizde meydana gelen Marmara depremi sonrasinda yaralanan
kazazedelerin yara enfeksiyonlarindan en fazla izole edilen mikroorganizma A. baumannii
olmustur [26]. 2003-2005 yillarinda Irak ve Afganistan savasinda yaralanan ABD’li askerlerde
yara enfeksiyonlar1 ve osteomiyelit gelismistir; bu enfeksiyonlardan A. baumannii izole
edilmistir ve bu nedenle A. baumannii ‘Iragibakter’ olarak anilmaktadir. Yarali askerler
tilkelerine dondiiklerinde, gapraz bulas ile ¢oklu ilag direnci bulunan A. baumannii suslarini

sivil hastanelere tagimiglardir [27].

Acinetobacter tiirleri arasinda Acinetobacter baumannii diinya ¢apinda hastane kaynakli
enfeksiyonlarla (HKE) iliskili en 6nemli firsat¢i patojenlerden biridir. 1970°li yillarda
hastanelerin yogun bakim iinitelerinde (YBU) siklikla karsilagilmis ve sonrasinda klinik dnem
kazanmigtir. Bu aerobik Gram-negatif kokobasil, diisiik viriilansli bir patojen olarak kabul
edilmesine ragmen cilt, yara, sekonder menenjit, kan dolasimi, idrar yolu ve diger yumusak
dokularin firsatgr enfeksiyonlarindan sorumlu olabilmektedir. Cevrede uzun siire canli
kalabilme ve gevresel streslere uyum saglama yetenegi ile hastanelerde kolayca bulasabilmekte

ve rutin dezenfeksiyon islemlerine ragmen canli kalabilmektedir [12].

A. baumannii enfeksiyonlarinin ¢ogu, YBU ortamindaki kritik durumdaki hastalarda
meydana gelmekte ve diinya capindaki YBU’deki enfeksiyonlarm %20'sini olusturmaktadir.
Amerika Enfeksiyon Hastaliklari Dernegi (Infectious Diseases Society of America), A.
baumannii’yi hastanelerdeki en énemli ¢oklu ilag direnci bulunan mikroorganizmalardan biri
olarak smiflandirmistir [28]. YBU’lerde antibiyotik kullaniminin yogun olmasindan dolay1 ¢ok
direngli suslar izole edilmektedir [29]. HKE’lere yol acan A. baumannii’nin en sik neden

oldugu enfeksiyonlar; ventilator iligkili pnomoni, yara enfeksiyonlari, kan dolasimi



enfeksiyonlari, sekonder menenjit, idrar yolu enfeksiyonudur [30]. Hastane kaynakli kan
dolagimi ve ventilator iligkili pndmoni enfeksiyonlarinda mortalite %5 ile %54 arasindadir [20].

Nadir olarak osteomiyelit, konjunktivit ve peritonite neden olmaktadir.

Enfeksiyon olusumundaki risk faktorleri; hemodiyaliz, mekanik ventilasyon, venoz
kateter kullanimi, uzun zamanli antibiyotik kullanimi ve YBU’de yatis siiresinin uzun
olmasidir. Hastanede en sik bulunabilecegi yerler arasinda; mekanik ventilator cihazlari, nemli

yatak bolgeleri, arteriyel 6l¢lim cihazlari, aspirasyon kateterleri vardir.

Direngli A. baumannii suslar1 ile enfekte olan hastalarda %70’e varan mortalite orani
bildirilmistir [31]. Morbidite ve mortalite oranlar1 bagisiklik sistemi baskilanmis, ¢oklu organ
yetmezligi olan hastalarda yiiksektir. Ayrica, toplum kokenli A. baumannii enfeksiyonlarinin
sikligi giderek artmaktadir ve pndmonilerde mortalite orani yaklasik %40-60’tir [30]. Toplum
kokenli A. baumannii pnémonileri, hastane kaynakli olanlardan daha agir seyretmektedir [32].
Toplum kaynakli A. baumannii enfeksiyonlarinda Kronik obstriiktif akciger hastaligi(KOAH),

diyabet, alkolizm ve kanser gibi altta yatan hastaliklar risk faktorleri arasindadir.

2.1.5. Diren¢ Durumu

A. lwoffii disindaki Acinetobacter tiirleri ¢ogu antibiyotige direng gelistirmislerdir. A,
Iwoffii en duyarli tiir iken A. baumannii en direngli tiirdiir. A. baumannii’nin dogal direngli
oldugu antibiyotikler Amoksisilin/Klavulanat, Ampisilin, Seftriakson, Sefotaksim, Aztreonam,

Trimetoprim, Ertapenem, Fosfomisin ve Kloramfenikoldiir [33].

A. baumannii’de beta-laktam grubu antibiyotiklere kars1 gesitli direng mekanizmalari
vardir. Bunlardan en Onemlisi beta-laktamaz enzimi ile antibiyotiklerin parcalanmasidir.
Ambler Smiflanmasina gore karbapenemazlar A, B, C ve D olmak {lizere 4 fakli gruba

ayrilmaktadir.

Genislemis Spektrumlu Beta-laktamazlar (GSBL) A sinifinda bulunmaktadirlar. A
smifi beta-laktamazlar, Sefamisin disindaki biitiin penisilin ve sefalosporinleri hidrolize
edebilirler. A. baumannii’de bulunan GES, PER, TEM, VEB SHV, SCO ve CTX-M enzimleri
bu sinifa aittir. Sefalosporin ve penisilinlere yiiksek diizeyde direngli, PER-1’e sahip olan A.

baumannii suslar1 Tiirkiye’de siklikla izole edilmektedir [34].

B sinifi beta-laktamazlar i¢inde metalo-beta-laktamazlar (MBL) bulunmaktadir ve bu

enzimler aztreonam disindaki tim beta-laktam grubu antibiyotikleri  hidrolize



edebilmektedirler. A. baumannii’den iki MBL ailesi bildirilmistir, bunlar; IMP ve VIM’dir [34].
B sinifinda en ¢ok endise verici olan NDM-1"dir ve Cin’de 2011 yilinda izole edilmistir [20].

C simifi beta-laktamazlar; Acinetobacter tiirevi sefalosporinazlardir (Acinetobacter
Derive Cephalosporinase - ADC). bla genleri tarafindan kromozomal olarak kodlanan C sinifi
sefalosporinazlar; penisilinler, dar ve genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize ettiklerinden
A. baumannii, birinci ve ikinci kusak sefalosporinler, ertapenem ve aminopenisilinler
antibiyotik gruplarmma dogal olarak direnc¢lidir. Karboksipenisilinler ve 3. kusak
sefalosporinlere karsi kazanilmis direng, AmpC tipi sefalosporinazlarin asir1 {iretimi ile

iliskilendirilmistir [35].

En yaygin karbapenemazlar olan D sinifi beta-laktamazlar, oksasilinaz (OXA) olarak
bilinmektedirler [30]. A. baumannii’de bulunan karbapenem hidrolize eden enzimlerden;
kromozomal OXA-51 ve kazanilmig OXA-24, OXA-23 ve OXA-58 6ne ¢ikmaktadirlar [36].
OXA-58 plazmid araciligi ile aktarilan bir enzim olup; llkemizde, Ingiltere, Yunanistan,
Fransa, Romanya, Ispanya ve Iskogya gibi Avrupa iilkelerinden bildirilmistir [37].
A.baumannii’de ilk Imipenem direnci 1985 yilinda Edinburg Universitesi’nden bildirilmistir.
Kan kiiltiiriinden izole edilen bu susta karbapenem hidrolize eden enzim saptanmisg, bu enzim
biyokimyasal ve genetik incelemelerin sonucunda OXA-23 olarak isimlendirilmistir [38].
Dogal olarak A. baumannii’nin kromozomunda bulunan OXA-51"in asir1 iiretimi sonucunda da

kazanilmis karbapenem direnci gelisebilmektedir [39].

Beta-laktam antibiyotiklere diren¢ durumunun bagka bir mekanizmasi ise porinlerin
yapisindaki ve sayisindaki degisikliklerden kaynaklidir. Porin kanallar1 antimikrobiyallerin
bakteri hiicresine girmesine olanak saglayan yapilardir. Bu yapilarin kaybi dis membranin
antibiyotiklere kars1 gegirgenliginin azalmasina neden olur. Sefalosporin ve penisilin direncine
sebep olmaktadir [20].

Efluks pompalari, sitoplazmik membrana zarar verme ihtimali olan antibiyotik gibi
maddeleri uzaklastirmakta ve dirence yol agmaktadir. En 6nemli efluks pompalarindan biri
“AdeABC”dir. ¢oklu ila¢ direncine yol agar. Efluks pompasi, tetrasiklin direncinden

sorumludur. tet(A) ve tet(B) genleri tetrasiklin direncinde 6nemli bir rol oynar [18].

Penisilin Baglayici Proteinler (PBP)’deki degisiklikler, beta-laktam antibiyotiklere karsi

direncin bir diger mekanizmasidir. PBP’ler beta-laktam grubu antibiyotiklere baglanabilme



yeteneklerinden dolay1 sekilde adlandirilmislardir. A. baumannii’de ‘la, Ic, 2, 3, 4, 4b ve 5’
olmak tizere 7 farkli PBP vardir. PBP’ler, bakterinin hiicre duvarindaki peptidoglikanin
olusumunu Kkatalizleyen enzimlerdir. Karboksipeptidaz ve transpeptidaz enzimlerindeki
degisiklikler, antibiyotiklerin baglanmasini azaltir ve beta-laktamaz aktivitesi gostererek direng

saglamaktadir.

Direngli bakterilere kars1 son ¢are olarak kullanilan kolistin ve tigesikline de kars1 direng
gelismektedir. 11k kolistin direngli A. baumannii 1999 yilinda Cek Cumhuriyeti’nde yiiriitiilen
bir calismadan bildirilmistir [40]. 1k tigesiklin direncli A. baumannii ise 2007 yilinda Israil,

Tel Aviv Universitesi’nde yapilan ¢alismada rapor edilmistir [41].

1947 yilinda kesfedilen ve 1959’dan beri Gram negatif bakterilerin tedavisinde
kullanilmakta olan polimiksinler; polipeptit yapida antibiyotiklerdir. Polimiksinlerin 5 farkl
grubu bulunur ancak Kklinik uygulamalarda sadece polimiksin B ve polimiksin E (kolistin)
kullanilir. Kolistin; Acinetobacter spp., Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
spp., Escherichia coli, Shigella spp. ve Enterobacter spp. gibi Gram negatif bakterilere etkilidir
[42]. Kolistin dig membrandaki lipid A ile etkilesime girer ve membran gecirgenliginde artiga
neden olur; bu artis nedeni ile hiicresel icerik hiicre disina ¢ikar ve bakteri hiicresi 6liir [43]. A.
baumannii’de bulunan IpxC, IpxC veya IpxA genleri, lipid A’nin biyosentezinden sorumludur.
Bu genlerde gelisen nokta mutasyonu ile liposakkariti eksik veya lipid A’s1 kaybolmus bir dis
membran olusur. Kolistin direncinin en Onemli nedenlerinden biri bu spontan nokta
mutasyonudur [44]. Kolistin direng geni olan mcr-1, 2015 yilinda Cin’de tanimlanmustir. Bu
gen, dis membrandaki lipid A’nin fosfoetanolamin ile degismesine sebep olmakta ve kolistinin

baglanmasini azaltmaktadir.

2.2. KLEBSIELLA PNEUMONIAE

2.2.1. Tarihge

Enterobacteriaceae ailesinden olan Klebsiella pneumoniae ilk olarak 1882'de Carl
Friedlander tarafindan pndmoniden 6len hastalarin akcigerlerinden izole edilen bir bakteri
olarak tanimlanmistir. Bu sebeple uzun yillar boyunca ‘Friendlander basili’ olarak
isimlendirilmistir. 1887 yilinda ise Trevisan tarafindan, Edward Klebs’in onuruna bu bakteri
Klebsiella pneumoniae olarak isimlendirilmistir. K. pneumoniae; fermenter, hareketsiz,

kapsiilli, iireaz-pozitif, indol-negatif ve oksidaz-negatif bir Gram negatif ¢omaktir.
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Taksonomik siniflandirmast;

Alem: Bacteria

Sube: Proteobacteria

Sinif: Gammaproteobacteria
Takim: Enterobacteriales
Familya: Enterobacteriaceae

Cins: Klebsiella

K. pneumoniae klasik ve hiperviriilan olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir. Tayvan’da
1980’lerin sonlarinda hiperviriilan K. pneumoniae (hvKp) suslar1 tanimlanmustir. Klasik suslar,
asir1 kapsiil Giretmemekte ve saglikli kisilerde nadiren enfeksiyon yapmaktadir [45]. Ancak hem
saglikli hem de immiinsuprese kisilerde enfeksiyon yapabilmekte olan hiperviriilan sus, idrar
yolu enfeksiyonu, karaciger apseleri, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari, géz ve akciger
enfeksiyonlarina neden olmaktadir. hvKp suslari polisakkarit kapsiiliin asir1 tiretimi ile kalin

kapsiile sahiplerdir ve bu nedenle hipermukoviskoz koloniler olusturmaktadirlar [46].

Klebsiella cinsi bakterilerde tanimlanmus 11 tiir bulunmaktadir. Bunlar; K. pneumoniae,
K. oxytoca, K. ornithinolytica, K. planticola, K. terrigena, K. veriicola, K. granulommatis, K.
grimonti, K. aerogenes, K. africanensis, K. quasipneumoniae’dir. Insan saglig1 agisindan tehdit

olusturan tiirler ise K. pneumoniae, K. granulomatis ve K. oxytoca’dir.

2.2.2. Mikrobiyolojik Ozellikleri

K. pneumoniae’nin non-fermentatif alt tiirleri arasinda K. ozaenae ve K. rhinscleromatis
bulunmaktadir. Bu istisna bakteriler hari¢ geri kalanlar laktozu fermente eder ve hareketsizdir.
K. pneumoniae subsp. pneumoniae metil kirmizisi negatif ve 44,5 °C’de laktozdan gaz olusturur
iken; K. pneumoniae subsp. ozanae ve subsp. rhinoscleromatis metil kirmizisi pozitif ve 44,5

°C’de laktozdan gaz olusturmaz [47].

Klebsiella tiirleri yiizey sulari, toprak, kanalizasyon ve hayvanlarin mukozal yiizeyleri
dahil olmak tizere dogada her yerde bulunmaktadir [47]. Enterobacteriaceae ailesinden olan
Klebsiella cinsi; saglikli hayvan ve insanlarin gastrointestinal sistemlerinde ve
nazofarenkslerinde bulunan bir mikrobiyota iiyesidir. Ayrica insanlarin gastrointestinal
sisteminde en ¢ok bulunan ikinci enterik cinstir. Bazi ¢alismalar Klebsiella cinsi bakterilerin,

Escherichia coli’nin asidik metabolitlerini tiiketerek duodenal sistemin pH dengesini korudugu
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One siiriilmiistiir [48]. Bir bebegin bagirsak mikrobiyotasinda zarar vermeden bulunabilen K.

pneumoniae, yaslilik doneminde akcigerlere yayilarak 6liimciil olabilmektedir [49].

Sekil 2.2: K. pneumniae’nin Chrom agar (Sol), MacConkey agardaki (Orta) iiremesi ve Mukoid
koloni yapisi (Sag). (Calismamizdan)

2.2.3. Viriilans Faktorleri
Klebsiella pneumoniae’de lipopolisakkarit, kapsiil, sideroforlar, salgilama sistemi ve

pili gibi viriilans faktorleri bulunmaktadir [47].

K. pneumoniae’nin kapsiilii, kapsiiler polisakkarit sentezi (cps) boliimii tarafindan
tretilir ve bakteri hiicresinin dig zarina baghdir. Kapsiillii suslar ile kapsiilsiiz suslar
kiyaslandiginda, kapsiillii suslarin daha yiiksek mortaliteye sahip olduklar1 bilinmektedir.
Kapsiil sayesinde bakteri fagositozdan, antimikrobiyallerden, spesifik antikorlardan ve

kompleman sisteminden kagmaktadir.

Sahip olduklar1 fimbria sayesinde hedef hiicreye baglanmaktadirlar. Bu fimbria aym
zamanda biyofilm olusumu, makrofajlar ile etkilesim, bakteri agregasyonu gibi islevleri de
vardir. Tip 1 Fimbria ¢ogu Enterobacteriacea iiyesinde ve K. pneumoniae’nin yaklasik
%90’1inda bulunmaktadir [45]. Bu fimbrianin yapisma yetenegi FimH adhezin sayesindedir. Bu
adhezin, mannoz igeren glikoproteinlere yapisarak insan triner sisteminde, epitelyal ve
mukozal yiizeylere yapisabilmektedir [50]. Tip 3 fimbrialar ise hiicre disinda bulunan matris
proteinlerine baglanmay1 saglamaktadir, bu nedenle biyofilm olusumunu desteklemektedir.
Endotrakeal tiip ve aspirasyon aletlerinde kolonize olabilmesinden dolayr akciger

enfeksiyonlarina sebep olmaktadir [45].

Lipopolisakkarit (LPS); oligosakkarit ¢ekirdek, O-antijeni ve Lipid A’dan olugsmaktadir.
Tanimlanmis 9 farkli O-antijeni vardir, en yaygin olan1 O1’dir. Endotoksin olarak da

isimlendirilir, bakterilerin sebep oldugu toksik sokun nedenidirler [50]. Humoral savunma
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mekanizmalarina, komplemana kars1 ilk koruma aracidir. O antijeni, Kompleman bilesenlerinin

hiicre membranina baglanmasina imkan vermemekte ve bakteriyi lizisten korumaktadir [51].

Diger bir viriilans faktorii ise demir alim sistemleridir, bakteri biiyiimek ve ¢ogalmak
i¢cin dis ortamdaki demiri almak zorundadir. Demir, metabolik siireclerde gerekli olan kritik bir
elementtir. Bu amagla sideroforlar ortamdaki demiri baglayip spesifik reseptorler ile
mikroorganizma hiicresine sokabilen molekiillerdir. Aerobaktin, enterobaktin, salmoselin ve

yersiniabaktin olmak tizere dort farkli demir tasiyict molekiil vardir [45].

2.2.4. Neden Oldugu Enfeksiyonlar

K. pneumoniae’nin neden oldugu enfeksiyonlar arasinda; bronsit, pnémoni, otitis
media, siniizit, beyin ve diger dokularda apseler, safra yolu iltihaplari, menenjit, idrar yolu
enfeksiyonlart ve septisemi vardir. Gram negatif enfeksiyonlarin yaklagik olarak iigte birini
olusturmaktadir [52]. Diinyadaki en yaygin hastane kaynakli patojenler sirasinda ikinci olarak
gelmektedir. Bakteriyel pnomonilerin %2’sinden sorumlu olup Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’nde ise hastane kaynakli pndmonilerden en sik izole edilen bakteridir [53]. Klasik K.
pneumoniae 'nin aksine, hiperviriilan K. pneumoniae toplum koékenli enfeksiyonlara neden
olmaktadir. KOAH, kanser, diyabet ve alkolizm gibi faktorler, toplum kaynakli pndmoni riskini
arttiran faktorlerdendir [54]. K. pneumoniae pnémonisi olan kisilerde bulanti, tasikardi, ates
gibi belirtilerin yani sira kanli balgam goriilmektedir. Bu patojen hastalarin bogazlarinda
kommensal olarak yerlesir ve bu sekilde hastalar arasi yayilarak salginlara neden olmaktadir.
Hastanede yatmakta olan hastalarda, hastane kaynakli pndmonide Streptococcus pneumoniae
sonrasi en sik izole edilen ikinci etken bakteridir. K. pneumoniae, gesitli hastaliklara neden olan
ve giderek antibiyotiklere daha sik direng kazanan firsat¢1 bir patojendir [55]. K. pneumoniae
enfeksiyonlari, hastane kaynakli enfeksiyonlar haricinde diinya ¢apinda 6nemli sayida toplum

kokenli enfeksiyondan da sorumludur.

Uriner sistem enfeksiyonlar: (sistit, bobrek ve perirenal apse, piyelonefrit) ise K.
pneumoniae ile kontamine olmus iriner kateterler ile iliskilendirilmistir [50]. Menenjit, kan
dolasimi enfeksiyonlari, karaciger apsesi ve pndmoni gibi enfeksiyonlarda ise kontamine saglik
tiriinleri ve saglik c¢alisanlarinin elleri bulas kaynagi olarak belirtilmistir. Kateter, entiibasyon
tiipli ve implant gibi tibbi aletler patojenin hasta viicuduna giris kapisidir. Ozellikle solunum
destek cihazlari, yenidogan cihazlari, kateterler ve sonda gibi tibbi aletleri kullanan hastalarda

enfeksiyon gelisme riski daha yiiksektir.
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K. pneumoniae ayrica piyojenik karaciger apselerine neden olmaktadir, karaciger
yaglanmasi, bozulmus aglik sekeri ve diyabet risk faktorlerindendir. En sik izole edilen etken

E. coli, ikinci olarak K. pneumoniae 'dir [56].

K. pneumoniae iliskili enfeksiyonlarda risk faktorleri arasinda cinsiyet, yas, hastanede
yatis durumu ve siiresi, yetersiz beslenme, kronik hastaliklar ve immiin yetmezlikler

bulunmaktadir.

2.2.5. Diren¢ Durumu

K. pneumoniae SHV-1 enzimi sayesinde Ampisilin, Amoksisilin/Klavulanat,
Karbenisillin ve Tikarsillin antibiyotiklerine dogal direnglidir [50]. 1980’lerde 3. kusak
sefalosporinlerin sik kullanimi sonrasinda, 1983 yilinda Almanya’da plazmid kaynakli yeni bir
beta-laktamaz (SHV-2) bulunmustur. SHV-2 enzimi, SHV-1 beta-laktamazinin mutasyonu ile

olusmustur. SHV-3 beta-laktamazi i¢eren sus ise 1986 yilinda Fransa’da izole edilmistir [57].

K. pneumoniae’deki  karbapenem direncinden, beta-laktamaz adi verilen
karbapenemleri hidrolize eden enzimler sorumludur. Karbapenemaz iireten suslar penisilinleri,
monoaktamlart ve sefalosporinlerin ¢ogunu hidrolize etmekte ve bir¢ok antimikrobiyale

direncli olmaktadir.

A smifi’nda bulunan KPC (Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase) klinik agidan en
onemlisidir. Aztreonami, sefalosporinleri, karbapenemleri ve penisilinleri hidrolize etme
yetenekleri ile bakteriye diren¢ saglamaktadir [58]. KPC-1 ilk olarak 1996 yilinda Kuzey
Carolina’da (biitiin beta-laktamlara direngli), KPC-2 ise 1998 yilinda Maryland’de
kesfedilmistir [59]. TEM-1 tanimlanmis olan ilk GSBL’dir ve bu enzime karsi sefotaksim,
seftazidim gibi sefalosporinler gelistirilmistir. TEM-3 ilk kez 1985°te Fransa’da hastane

salginina neden olan K. pneumoniae suslarinda saptanmistir [60].

Aktif bolgelerinde Zn?* iyonlar1 igeren B smifi karbapenemazlar ‘metallo-beta-
laktamazlar’ olarak da isimlendirilmektedir. Bu smifta en sik karsilasilan beta-laktamazlar;
kromozomal kodlanan VIM , plazmid kaynakli NDM ve IMP "dir. Bu enzimler karbapenemlere
ek olarak penisilini ve ¢ogu sefalosporinleri hidrolize ederken, aztreonami hidrolize edemez.
[k kez Hindistan, Yeni Delhi’de bir hastadan izole edilen NDM enzimine sahip K. pneumoniae

susunun tespit edilmesiyle metallo-beta-laktamaz {ireten Enterobacteriaceae ailesi iiyeleri
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tehdit olusturmustur [61]. Hindistan’dan sonra Balkan iilkelerinde ve Ingiltere’de goriilen

NDM-1 K. pneumoniae susu iilkemizde ilk defa 2011 yilinda tanimlanmustir [62].

C smifi karbapenemazlarda bulunan sefalosporinazlar, ¢ogu Enterobacteriaceae
tiirlerinde ve bazi diger Gram negatif bakterilerde kromozomal olarak kodlanmaktadir.
Plazmidle aktarilan CMY, FOX, MIR, ACT ve DHA gibi enzimler de son yillarda

tanimlanmastir.

D smifi karbapenemazlarin aktif bélgelerinde serin bulunmaktadir ve oksasilini
hidrolize edebilmelerinden dolayi ‘oksasilinaz’ ya da ‘OXA-tipi’ olarak isimlendirilmektedirler
[63]. Kromozomda kodlanan OXA-48 bu gruptaki en 6nemli enzimdir, karbapenem ve
penisilinleri hidrolize ederken sefalosporinleri iyi hidrolize edememektedir. OXA-48 ilk olarak
2001 yilinda Tirkiye’de izole edilen bir K. pneumoniae’de bildirilmistir [64], bu enzimin

sadece Tiirkiye’de goriildiigii diisiiniilse de sonrasinda diger Akdeniz iilkelerine yayilmistir.

Kolistinin norotoksisite ve nefrotoksisitesinin yiiksek olmasi nedeni ile yillarca
kullanimi1 tercih edilmemis ancak c¢ok ilaca diren¢li Gram negatif bakterilerin hizli artisi
nedeniyle kolistin kritik hastaliklarin tedavisi i¢in yeniden degerlendirilmistir [65]. Ancak ¢ok
ilaca direngli Gram negatif bakterilerin ¢ok sik izole edilmesi ve tedavide kolistinin
kullanilmasiyla birlikte, kolistin direngli Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. bildirilmistir.
Kolistin direngli K. pneumoniae ise Kuzey Amerika, Asya, Avrupa ve Giiney Afrika dahil
bir¢ok bdlgeden bildirilmis olup, en sik izole edilen iilke Yunanistan olarak bildirilmistir [66].
mcr-1 geni, diilnyada en sik bildirilen ve rastlanan kolistin direng genidir. mcr-8 ve mcr-3 genleri

yalnizca K. pneumoniae’de bildirilmistir [63].

2.3. ULKEMIZDE ve DUNYADA ANTiMiKROBiYAL DIRENC

Amerika Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi (Centers for Disease Control and
Prevention — CDC) ve Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi (European Centre for
Disease Prevention and Control - ECDC) bakterilerin direng profilleri ile ilgili uluslararasi bir
terminoloji gelistirmistir. Bu terminolojiye gore bakterilerdeki kazanilmis direncleri; Coklu
ilag direnci (Multiple Drug Resistance-MDR), Asir1 ilag¢ direnci (Extreme Drug Resistance-
XDR) ve Tiim Ilaca Direngli (Pan-Drug Resistance-PDR) olarak diren¢ gruplarinda
toplamislardir. MDR, bir mikroorganizmanin 3 ve/veya daha fazla antimikrobiyal kategorideki,

en az bir antimikrobiyale direncli olmasi durumudur. XDR bakteriler iki ve/veya daha az
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antimikrobiyal grup disinda en az 1 ajana karsi direngli olmasidir. PDR bakteriler, var olan tiim
antimikrobiyal kategorilerdeki tiim ilaglara kars1 direnglidirler. Bu tanimlamalar1 yapmak i¢in

antimikrobiyal gruplardaki ajanlarin neredeyse hepsi test edilmelidir [67].

DSO antibiyotige direncli ‘dncelikli patojenler’ listesini 2017 yilinda yaymlamstir. Bu
liste, insan sagligina en biiyiik tehdidi olusturdugu diistiniilen 11 tiir ve bir bakteri grubundan
olusmaktadir. Bu patojenler Onceliklerine gore Kritik, Yiiksek ve Orta olarak 3 gruba
siniflandirilmistir. Listede yliksek diizeyde antibiyotik direnci bulunan ve ayni zamanda
tedavilere cevap vermeme 0zelligi olan 6 patojen bakteri vardir. Bu bakteriler kisaca ESKAPE
olarak adlandirilan; Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter spp. ’dir [1].
Antimikrobiyaller insanlarda ve diger hayvanlarda bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi etmekte
sikca kullanilmaktadir. Insan gogleri, ticaret ve seyahat bu mikroorganizmalarin yayilmasinda
biiylik etkiye sahiptir. 1940’lardan beri insanlarin bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi etmekte
kullandig1 antibiyotiklere olan diren¢ hizla artmakta, ¢esitlenmekte ve insan hayatini tehdit
etmektedir. Her y1l 700.000 kisi direngli bakteriler ile enfekte olmakta ve tedavi edilemedigi
i¢in hayatini kaybetmekedir. DSO, direngli mikroorganizmalar ile olusan enfeksiyonlarm, 2050

yilina kadar toplamda 350.000.000 kisinin 6liimiine yol agacagini tahmin etmektedir.

Tiirkiye Saglik Bakanliginin 2016 yilinda yayinladigi ‘Ulusal Antimikrobiyal Direng
Siirveyans Sistemi’ raporunda 59 ilden 105 merkez ¢alismaya dahil edilmistir. Beyin omurilik
stvilart (BOS) ve kan kiiltiiri 6rneklerinden izole edilen K. pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, A. baumannii, Enterococcus faecium, Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae,
Enterococcus faecalis ve Staphylococcus aureus suslarinin antimikrobiyal duyarliliklart kayit
altina alinmustir. Invaziv K. pneumoniae suslarmm %58’i GSBL pozitif ve iiciincii kusak
sefalosporinlere %68 diren¢ orani bildirilirken, Avrupa Birligi (AB) iilkelerinde bu oran
%72’lere kadar ¢ikmaktadir. Ulkemizde K. pneumoniae igin ¢oklu ila¢ direnci %46 iken AB
ortalamas1 %15,8 olarak bildirilmistir. Ulkemizde izole edilen A. baumannii suslarinda ¢oklu
ilag direnci %83,5; AB iilkelerinde ise ortalama %32 olarak bildirilmistir [68].

I¢lerinde Tiirkiye’nin de bulundugu 19 iilkenin iiye oldugu Orta Asya ve Dogu Avrupa
Antimikrobiyal Direng Siirveyans: Merkezi (Central Asian and Eastern European Surveillance

of Antimicrobial Resistance - CAESAR) nin sundugu veriler, Avrupa’da antibiyotik direncinin



16

yaygin oldugunu gostermektedir. K. pneumoniae’de yiiksek diizeyde karbapenem direnci,
Acinetobacter spp.’de ise yliksek oranda ¢ok-ilaca-direng gézlenmistir.

Cok-ilaca-direngli K. pneumoniae, Kuzey Avrupa’daki tilkelerde diisiik oranda, Giiney
ve Dogu Avrupa’daki iilkelerde daha yiiksek oranda; Bulgaristan, Sirbistan, Karadag ve
Polonya gibi iilkelerde ise %50’ nin iistiinde oranda bildirilmistir.

CAESAR’1in 2020 yilinda yaymladigi bildiride de K. pneumoniae’nin karbepenem
direnci Giiney ve Dogu Avrupa’da yiiksek iken, Iskandinav iilkelerinde %10’un altinda olarak
belirlenmistir. Direng oranlari; italya, Bulgaristan, Sirbistan, Romanya ve Tiirkiye’den %25 ile
%350 iken Ukrayna’da bu oran %50’nin dstiinde bildirilmistir. Acinetobacter spp.’nin
karbapenem direnci Belcika, Danimarka, Finlandiya gibi iilkelerde %1’in altinda iken, Giiney
ve Dogu Avrupa’daki bir¢ok iilkede %50’nin iistiinde bildirilmistir. 2019 yilinda iilkemizdeki
120 laboratuvarin verileri ile yapilan arastirmanin sonucunda en sik izole edilen 4 patojen
bakteri sirasiyla; E. coli, K. pneumoniae, S. aureus ve Acinetobacter spp. olarak tespit
edilmistir. K. pneumoniae’nin ¢oklu ilag direng oran1 %40, Acinetobacter spp.’de ise %80
olarak bildirilmistir [69].

Diinya genelinde antibiyotiklerin asir1 ve kontrolsiiz tiikketimi, ilaglara direng gelisimini
tetiklemis ve son yillarda tedavi edilemez enfeksiyonlarin hizla yayilmasina sebep olmustur.
Mevcut antimikrobiyal ajanlar etkinliklerini yitirmesinden ve yeni ilag gelistirme ¢alismalarinin
istenilen sonuclara ulasamamasindan dolayi, bakteriyel enfeksiyonlar insan hayatini tehdit
etmektedir. Bilim insanlar1 yeni ve gii¢lii bir antibiyotik iiretmeye c¢aligsa da son yillarda etkili
antibiyotiklerin kesfi neredeyse yok denecek kadar azdir. Ayrica yeni kesfedilen antibiyotiklere

hizla gelisen direng, umutlar1 tilketmektedir.

2.4. BIYOFILM

2.4.1. Tarihge

Van Leeuwenhoek, 17. yiizyilda kendi dis minesinden kazidigi plaklari mikroskop ile
incelemis ve gozlemledigi mikrobiyal kiimelerden bahsetmistir. Jones ve ark. Taramali elektron
mikroskobu ile su filtrelerinde olusan biyofilm tabakasini incelemis ve biyofilmin gesitli
mikroorganizmalardan olustugunu, biyofilmin ¢evresindeki yapinin polisakkarit Ozellikte
oldugunu saptamislardir [70]. 1970’11 yillarda 1s1k mikroskobundaki gelismeler ile biyofilmler
ile ilgili detayl bilgiler edinilmistir. Ancak biyofilm ilk olarak 1978’de ‘bir yiizeye tutunan ve
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hiicre dis1 polisakkarit bir matriks iireten mikroorganizmalar toplulugu’ olarak tanitilmistir [71].
1978 yilindan sonra biyofilmin yapist ve genel bilgileri ile ilgili bildiriler giderek artmustir.
Biyofilm canli veya cansiz ortamlarda olusabilen, mikroorganizmalarin bu ortamlara
baglanarak olusturduklari topluluklardir. T1bbi cihazlar, kateterler ve kontakt lenslerde biyofilm
olusabildigi gibi, kalp zar1 iltihabi, periodontit, orta kulak iltihabi gibi enfeksiyonlara da neden

olmaktadir.

2.4.2. Biyofilm Yapisi

%97’lik kismi sudan olusan biyofilmin 2 ana bileseni vardir; ekstraseliiler polimerik
madde (EPS) ve mikroorganizmalardir. EPS; bakterilerin bir arada olmasini ve birbirlerine
tutulmasini saglamaktadir. Biyofilm i¢eriginde magnezyum ve kalsiyum iyonlarinin var olmast
biyofilmi giiclendirmektedir. Ortamda karbon varliginin bol olmasi, potasyum, azot ve fosfat
varligr da EPS iretimini arttirmaktadir [72]. Heterojen yapiya sahip olan biyofilm, tek tiir
mikroorganizmadan olusabilecegi gibi birka¢ farkli tiir mikroorganizmadan da meydana
gelebilmektedir. Mikroorganizmalar mikrokoloniler seklinde bir araya gelir ve bu
mikrokoloniler arasinda su kanallar1 vardir; sivi akisi, oksijen, besin maddesi iletimi bu

kanallardan yapilmaktadir [73].

Biyofilmin; mikroorganizmalarin yiizeye tutunmasi, mikrokoloni olusumu, biyofilmin

olgunlagmasi ve dagilma olmak {izere 4 ana basamakta meydana geldigi diigiiniilmektedir.

1) Yiizeye Tutunma: 1lk basamak olan baglanma, geri déniisiimlii ve geri doniisiimsiiz
baglanma olmak tizere 2 tiirlii olabilir [74]. Geri doniistimli baglanmada planktonik haldeki
mikroorganizmalar yiizeye kendiliginden baglanmaktadirlar. Bu evrede hidrostatik giicler,
yercekimi kuvveti ve Brown hareketi 6nemli rol almaktadir [75]. Bakterinin sahip oldugu pili,
fimbria ve flagella yapilar yiizey ile etkilesime katki saglamaktadir. Yiizey ile temastan sonra
hiicre digina salgilanmaya baslanan polisakkaritler, proteinler, adhezinler ve niikleik asitler

baglanmay1 geri doniisiimsiiz olmasini saglamaktadir [75].

2) Mikrokoloni Olusumu: Mikroorganizmalar canli veya cansiz olan yiizeye kalici olarak
tutunduktan sonra EPS olusmaya baslamaktadir ve igindeki gesitli sinyal molekiilleri ile

hiicrelerin bdliinerek ¢cogalmasini ve mikrokolonilerinin olusumunu saglamaktadir [8].

3) Biyofilmin Olgunlasmasi: Bu asamada mikroorganizmalar otoindiikleyici sinyaller

yardimiyla iletisim kurmaktadirlar, bu iletisim gerekli hiicre yogunlugunun kazanildigi
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islemdir. Cevredeki planktonik hiicreler EPS’ye yapisarak kolonizasyonu arttirmaktadir.

Antibiyotiklere kars1 direng bu asamada en yiiksek seviyededir [76].

4) Dagilma/Kopma: olgun hale gelen biyofilm tabakasinin en iist yiizeyindeki bakteriler,

biyofilmden ayrilarak ayni yiizeydeki farkli noktalara giderek baska yerlerde biyofilm
olusumunu saglayabilmektedir. Asir1 niifus artigi, besin eksikligi gibi faktorler ve dis
kuvvetlerin etkisi gibi faktorler ile bu dagilma gergeklesebilmektedir.

INutunma - Kolonizasyon - Biyofilm geligimi = Yayilma — Sistem enfeksiyonu

Sekil 2.3: Biyofilm olusum basamaklar [77].

EPS bakterileri g¢evre kosullarindan, antibiyotiklerin etkisinden ve fagositozdan
korumaktadir. Cevredeki tehlikeyi fark eden bakteriler sahip olduklari genler sayesinde
biyofilm olusturarak kendilerini korumaya almaktadirlar. Biyofilm igerisindeki bakteriler,
planktonik bakterilere kiyasla besin yoksunlugu, pH degisiklikleri, antibiyotikler ve

dezenfektanlara karsi daha direnglidirler.

Biyofilm olusturan bakterilerin antimikrobiyallere olan direnci, planktonik bakterilere
kiyasla 10-1000 kat fazla olma durumu bildirilmistir [78]. Biyofilm, antimikrobiyallerin
penetrasyonunu azalttigi ve immiin sistem tarafindan taninmasini engelledigi icin tedaviyi
zorlagtirmaktadir [9]. Deneysel c¢aligmalar ve klinik gozlemler 1s18inda biyofilm
enfeksiyonlarinin  tedavisinde tek basina antibiyotik kullaniminin yetersiz oldugu

goriilmektedir [10].

Mikroorganizmalar implant, sonda, kateter gibi hastayla direkt temas eden tibbi
ekipmanlara tutunup biyofilm olusturabilmektedir. Enfekte olmus ekipmanlarin ¢ikarilmasi ve

biyofilm igerisindeki mikroorganizmalarin antimikrobiyallere direngli olmasi; saglik
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maaliyetlerini arttirmaktadir. Biyofilm enfeksiyonlar1 dugiik dereceli bagisik yanit
gosterdiginden hasta morbiditesine ciddi derecede katkida bulunur. Kiiltiir yontemleri ile

biyofilm enfeksiyonlarinin tespit edilmesi zordur ve tedavide zorluk ¢gikarmaktadir [79].

Biyofilm olusturabilen mikroorganizmalar endokardit, idrar yolu enfeksiyonlari,
osteomiyelit, periodontitis, siniizit, kistik fibrozis hastalarinda akciger enfeksiyonu ve tibbi
cihazlarla ilgili hastane enfeksiyonlarina neden olmaktadirlar. Cihazlardan sik olarak izole
edilen Gram negatif bakteriler arasinda K. pneumoniae, Escherichia coli ve Pseudomonas
aeruginosa, Gram pozitif bakteriler arasinda ise Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis
ve Staphylococcus epidermidis bulunmaktadir. Stentler, kontakt lensler, implantlar ve

kateterlerde biyofilm olusumuna sik rastlanmaktadir [79].

Kistik fibrozis hastalarinda goriilen kronik akciger enfeksiyonlari, kronik yara
enfeksiyonlari, tiiberkiiloz, endokardit, kronik siniizit ve otitis media, dis ¢liriikleri ve safra yolu

enfeksiyonlari, cihazla iliskili olmayan biyofilm enfeksiyonlar1 arasindadir [80].

2.4.3. Biyofilm Tan1 Yontemleri

Biyofilm varliginin gosterilmesi i¢in ¢esitli in vitro ve in vivo yontemler
kullanilmaktadir. Biyofilmlerin dinamigini ve karmasikligin1 anlayabilmek, yiizeye tutunmus
olan mikroorganizmalarin morfolojisini gézlemek ve miktarini (var-yok, bol) nicel olarak
gozlemleyebilmek amaciyla 151k mikroskopisi kullanilmaktadir. Ucuz, basit ve hizli bir
yontemdir. Transmisyon elektron mikroskopisi (TEM) ile mikroorganizmalarin yapisma
yapilar1  goriintilenmektedir, altin-igsaretli antikorlar ile birlestirilerek biyofilmdeki

mikroorganizmalarin sahip oldugu spesifik antijenik yapilar gézlemlenebilmektedir [81].

En sik kullanilan in vitro yontemler arasinda Modifiye Christensen yontemi (Modifiye
tiip aderans yontemi), Kongo kirmizili agar yontemi, Spektrofotometrik mikroplak yontemleri
vardir. Mikroorganizmalarin biyofilm {iretiminin saptanmasi icin kalitatif bir yontem olan
Modifiye tiip aderans yontemi uygulanmaktadir. Deney tiiptindeki Triptik Soya Buyyona (TSB)
biyofilm olusumu goézlenmek istenilen mikroorganizma inokiile ve 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmektedir. Inkiibasyon siiresi sonunda mikroorganizmali besiyeri deney tiipiinden
uzaklastirilmaktadir ve planktonik hiicrelerin uzaklastirilmasi amaciyla fosfat tamponlu tuzlu
suyla (PBS) tiip iki kez yikanmaktadir. 1 saat kristal viyole, safranin veya tripan mavisi ile
yapilan boyama isleminin ardindan tiip PBS ile iki kez daha yikanmakta ve oda sicaklifinda

kurumaya birakilmaktadir. Tiipin ¢evresindeki boyanan yapt biyofilm {iiretimini
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gostermektedir [82]. Boyanan tabakanin kalinligi ve olusan rengin koyuluguna gore
mikroorganizmanin biyofilm olusturabilme yetenegi zayif, giicli ve ¢ok giiclii olarak

degerlendirilebilmektedir. Renk degisimi gbézlenmez ise biyofilm olusumu negatif kabul

edilmektedir.

Sekil 2.4: Modifiye Christensen yontemi ile biyofilm olusumu tespiti (Calismamizdan).

Kongo kirmizili agar yontemi ile biyofilm olusumu saptanmasinda, ig¢erisinde Kongo kirmizisi,
beyin kalp infiizyon buyyonu, siikroz ve agar igeren besiyeri kullanilmaktadir. Bu besiyerine
biyofilm olusumu saptanmak istenilen mikroorganizmanim ekimi yapilarak 24 saat boyunca
37°C’de inkiibe edilmektedir. Inkiibasyon sonra besiyerindeki kolonilerin rengine gore
mikroorganizmanin biyofilm olusturup olusturamadigi saptanmaktadir. Siyah koloniler
biyofilm olusturan, pembe koloniler ise biyofilm olusturmayan mikroorganizmalar olarak

tanimlanmaktadir [83].

Sekil 2.5: Kongo Kirmiz1 Agar’da biyofilm olusumu tanimlanmasi
Biyofilm olusumu pozitif koloniler (solda), Biyofilm olusumu negatif koloniler (sagda)[84].

Kullanilan bir diger yontem ise Spektrofotometrik mikroplak yontemidir. Bu yontemde
96 kuyucuklu mikroplaklara, besiyerine inokiile edilmis mikroorganizmalar dagitiimakta ve

inkiibe edilmektedir. Inkiibasyon siiresi sonunda bosaltilan kuyucuklar PBS ile yikanarak
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planktonik hiicreler uzaklagtirlmaktadir. Daha sonra kuyucuklar boyanmakta ve

spektrofotometrede secilen dalga boyunda &lgiimii yapilmaktadir. Olgiimii yapilan degerler

kontrol kuyucuklarindaki degerler ile kiyaslanarak mikroorganizmanin biyofilm olusumu

degerlendirilmektedir [85].

Sekil 2.6: Spektrofotometrik mikroplak yontemi, kristal viyole boyasi ile biyofilm tespiti
(Calismamizdan).

2.5. BAKTERIYOFAJ

2.5.1. Tarihge
Bakteriyofajlar (fajlar); kendilerine 6zgii bakteriyi hedef alarak, o bakteriyi enfekte
ederek Oldiiren bakteri virlisleri olarak tanimlanmaktadir. Bakteriyofaj kelimesi Yunanca

kokenli olup (bacteria ve phagei) ‘bakteri yiyen’ anlamina gelmektedir [86].

Bakteriyofajlarin, bakterisidal etkinligi ilk olarak Ernest Hankin’in gézlemleriyle ortaya
konmustur. Hankin, 1896 yilinda Hindistan’in Ganj ve Jumna Nehri’nde yikanan kisilerin
kolera hastaligina yakalanmadiklarini gézlemlemistir. Bu nehirlerin sularinda Vibrio
cholerae’ya karsi antibakteriyel aktivite gosteren ve salginin yayilmasini Onleyecek
tanimlanamayan bir maddeden s6z etmistir [87]. 1898 yilinda ise benzer bir gézlem Nikolay
Gamaleya tarafindan yapilmistir [86]. Hankin ve Gamaleya tarafindan gozlemlenen
antibakteriyel ajana bir viriisiin eslik ettigi hipotezini ortaya atan ilk kisi ise Frederick Twort
olmustur [88]. 1915 yilinda Twort, The Lancet’te yaymlanan makalesinde ‘Staphylococcus

kolonilerinin yenilmis’ oldugundan ve ‘filtrelenebilen, bakterileri enfekte edip 6ldiiren’ bir
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etmenden bahsetmistir [88,89]. Ancak Twort maddi yetersizliklerden dolayr hipotezini

kanitlayamamastir.

1917°de Felix d’Herelle, Paris’te bulunan Pasteur Enstitlisii’nde yaptig1 ¢alismalar ile
bakteri viriislerini kesfetmis ve bakteriyofaj olarak adlandirmistir. Bu sekilde bakteriyofajlari

ve antimikrobiyal etkisini diinyaya tanitan ilk kisi olmustur.

20. yiizy1lin baglarinda bakteriyofajlarin temel yapisi heniiz kesfedilememisti, aktif veya
canli olmasiyla ilgili sorular yanitsiz kalmisti. Faj biyolojisi hakkindaki bilgiler yeterli ve
kapsamli degildi. 1933 yilinda Ernst Ruska’nin elektron mikroskobunu icat etmesinin ardindan
1940 yilinda kardesi Helmunt Ruska, bakteri membranina baglanan bakteriyofajlar
incelemistir. ‘Sperm sekilli’ olarak tanimladig1 pargaciklar, fajlarin yapist hakkindaki ilk bilgi
olmustur [90].

*
-
)

Sekil 2.7: Elektron mikroskobunda bakteriyofaj goriintiisii [91].

2.5.2. Bakteriyofaj Biyolojisi

Bakteriyofajlar diinyanin her yerinde, biyosferde ve 6zellikle okyanuslarda ¢ok sayida
bulunmaktadirlar. 200 litre deniz suyunda 5000 viral genotipin var oldugu tahmin edilmektedir
[92]. Bakteriyofajlar konagi olan bakterileri barindiran toprak, deniz ve tathi su ataklari,
kanalizasyon sulari gibi yerlerde bulunabilmektedirler [93,94]. Toprak, digki, goller, deniz, ¢6l,
hayvanlarin bagirsaklar1 ve lagim sularinda sik bulunduklart bildirilmektedir [95]. Fajlarin
diinyada en fazla bulunan organizmalar oldugu tahmin edilmektedir ve sayilarinin 10%! oldugu

diistiniilmektedir [92,96].

Aleksander Sulakvelidze, bakteriyofajlari  “diinyadaki mikrobiyal dengenin

stirekliliginde 6nemli rol oynayan, diinyada en bol ve yaygin bulunan organizmalar” olarak
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tanimlamistir [86]. Bakterilerin par¢alanmasi ile ortamda kalan bakteri artiklari besin kaynagi
olarak kullanilabilmektedirler, bu sayede; karbon, nitrojen ve fosfor dongiileri

zenginlesmektedirler. Bu nedenle bakteriyofajlar ¢evrede 6nemli bir rol oynamaktadirlar [94].

Bakterilerin bulundugu vajina, bagirsak, deri, agiz ve solunum yolu gibi viicut
bolgelerinde bakteriyofajlar da bulunmaktadirlar. Ayrica fajlar dogal ortamlar haricinde
insanlarin yasadig1 veya etkiledigi yapay ortamlarda da bulunabilmektedirler. Atiksu aritma

merkezleri, hastaneler ve hastanelerin kanalizasyonlar1 fajlarin zengince bulundugu

yerlerdendir [94,97].

2.5.3. Bakteriyofajlarin Yapisal Ozellikleri

Bir bakteriyofajin biiyiikligii 20-200 nm kadar olup; bas, boyun, kuyruk kisimlarindan
olugsmaktadir. Fajin genetik materyali bag kisminin i¢inde bulunur; niikleik asit molekiilleri (¢ift
veya tek iplikli RNA veya DNA) birleserek yumak seklini almaktadir. Bu yap1 kapsit ad1 verilen
protein bir kilif ile kaplidir, kapsitler genellikle altigen seklinde olup kapsomerlerin bir araya
gelmesi ile olusmaktadir. Kuyruk fibrilleri ile hedef bakterinin hiicre duvarindaki 6zgiil
reseptorlere baglanan fajlar, niikleik asitlerini kuyruk yardim ile bakteriye enjekte ederek hayat
dongiilerini tamamlamaktadirlar. Bakteriyofajlarin ¢ok biiyiik bir kismu (yaklasik olarak

%96’s1) kuyrukludur ve tiim kuyruklu fajlar ¢ift sarmalli DNA’ya sahiplerdir [86,98].
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Sekil 2.8: Bakteriyofaj Yapisi1 [99].
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2.5.4. Bakteriyofajlarin Simiflandirilmasi

Bakteriyofaj kKlasifikasyonunun Onciilerinden olan Avustralya’li mikrobiyolog
Macfarlane Burnet, 1937 yilinda fajlarin boyutsal ve fizikokimyasal ajanlara olan direng
durumlarma gore farkliliklara sahip olduklarini kanitlamistir [100]. 1943 yilinda, Holmes
Ruska fajlar1  elektron mikroskobunda inceleyerek morfolojik yapilarmma gore
smiflandirilmasini 6nermistir. 1948 yilinda ise Ruska, viriisleri 3 aileye bolmiistiir ve
bakteriyofajlar igin ‘Phagineae’ ailesini olusturmustur. 1962 yilinda Lwoff, Horne ve Tournier
viriis siniflandirmasinin niikleik asit ve virion 6zelliklerine dayanarak yapilmasi gerektigini

belirtmislerdir .

1967 yilinda David Bradley bakteriyofajlar1 morfolojik yapilarina (bas ve kuyruk
ozellikleri) gore 6 gruba (A-F) ayirmis ve siniflandirmistir. Sekil 2.9°da Bradley siniflandirmasi
gosterilmistir [91]. Alt1 temel morfolojik tipin niikleik asit igerikleri belirlenmistir. (Tablo 2.1)

0000

F

Sekil 2.9: Bradley’e gore Bakteriyofaj Simflandirmasi [91].

Tablo 2.1: Bakteriyofaj Simflar ve Niikleik Asit Ozellikleri.

Tip Fajin Morfolojik Ozelligi Niikleik Asit
A Polihedral bas, kasilabilen kuyruklu dsDNA, lineer
B Polihedral bas, uzun ve kasilamayan kuyruklu | dsDNA, lineer
C | Polihedral bas, kisa kuyruklu dsDNA, lineer
D | Ikozahedral bas, kuyruksuz, biyik ssDNA, sirkiiler
kapsomerli

E Ikozahedral bas, kuyruksuz, kiiciik ssRNA, lineer
kapsomerli

F | Flamentoz ssRNA, lineer

(dsDNA: ¢ift iplikli DNA, ssDNA: tek iplikli DNA, ssRNA: tek iplikli RNA)
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1971 yilinda Uluslararast Viriis Taksonomisi Komitesi (International Committee on
Taxonomy of Viruses - ICTV) bir rapor yayinlamis ve bu raporda ‘ribofaj, , lifli faj, T-¢ift
fajlar, A , f X grubu ve lipid faj1 PM2’ olmak {izere 6 bakteriyofaj cinsini, tip ve tiir 6zelliklerine
gore siiflandirmistir [101]. Bu siniflandirma, bakteriyofaj siniflandirmasinin baslangici olarak
kabul edilmektedir. Gliniimiizde kullanilan siniflandirma bakteriyofajlarin niikleik asit ve

morfolojik yapilar1 dikkate alinarak yapilmistir.

Kuyruklu, dsDNA, Cift zincirli, b o
buyik genom orta biyiiklikte genom, Tok iphich Yopsk pesom
l lipit zarls |
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Sekil 2.10: Bakteriyofaj Ailelerinin Genom Yapilar1 ve Morfolojileri [102].

2.5.5. Bakteriyofajlarin Yasam Dongiisii
Bakteriyofajlar zorunlu hiicre i¢i parazitleridir, yasamlarinin devami icin bakteri
hiicresine ihtiya¢ duymaktadirlar. Fajlar, konak bakteride enfeksiyon derecelerine gore litik,

lizojenik ve nonlitik olarak siniflandirilmaktadir.

Litik yasam dongiisiinde olan bakteriyofajlar viriilan, lizojenik yasam dongiisiinde olan
fajlar ise 1liml olarak tanimlanmaktadir. Litik yagam dongiisii 4 asamadan olusur. Bunlar sirasi
ile; adsorbsiyon, penetrasyon, latent donem ve lizis ile fajin disar1 ¢gikmasidir. Adsorbsiyon
evresinde: bakteriyofaj hedef bakteri ylizeyine baglanmaktadir. Bu baglanma kuyruklu olan
fajlarda kuyruk ile, digerlerinde (kuyruksuz veya filamentoz) ise faj yilizeyi ile saglanmaktadir.

Pilus, flagella, teikoik asit, lipopolisakkarit molekiilleri bakteri ylizeyindeki baglanma noktalar1
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arasindadir. Adsorbsiyonu takiben penetrasyon evresinde fajin genetik materyali bakteri
hiicresine aktarilmaktadir. Latent donemde fajin niikleik asitleri bakteri sitoplazmasina
girmekte ve olgun faj olusmaktadir. Son asama olan lizisde ise olgun fajlar bakteriyi

parcalamakta ve serbest kalmaktadir.

Nonlitik dongiide, bakteri i¢inde olgun infektif fajlar olustuktan sonra hiicre lizise
ugramamaktadir. Fajlar bakteri hiicre duvarindan disar1 ¢ikmaktadirlar ve bakteride herhangi

bir degisiklik meydana gelmemektedir.

Lizojenik dongiide ise fajin viral DNA’s1 ile bakteri DNA’s1 birlesmektedir. Boylece
bakteriyel DNA ne zaman replike olsa faj DNA’s1 da replike olup ¢cogalmaktadir. Bu yeni
hiicreye ‘profaj” denmektedir. Lizojenik dongiide olan bakteriyofajlar fiziksel veya kimyasal

etkenler ile bakteri hiicresinden disar1 ¢ikarilarak viriilan faj formuna doniisebilmektedirler.

Birlesme Lizojenik Faj
Penetrasyon
=) v
Litik Faj
r Litik Déngi ) Lizojenik Dongii
&% - — \.
;R;‘ W 0
;’\'—J indiiksiyon
Lizis Faj Biyosentezi

Sekil 2.11: Bakteriyofajlarin Yasam Dongiisii [103].

2.5.6. Bakteriyofaj Tedavisi
Bakteriyofaj tedavisi; enfeksiyona neden olan bakterilerin tedavisine yonelik fajlarin
kullanilmasidir. Tedavinin temeli, saflastirilan fajin hastaya verilmesini takiben enfeksiyon

etkeninin faj araciligi ile patojeni yok etmesine dayanmaktadir.

Bakteriyofa; tedavisinin kokeni, 1890’larin sonunda, daha wvarliklar1 tam olarak
kanitlanamadigi donemlere dayanmaktadir. Ernest Hankin, Ganj ve Jumna Nehirlerinin
yakinlarinda oturan kisilerin gastrointestinal enfeksiyonlara 6zellikle koleraya yakalanmadigini
gozlemlemistir. d’Herelle 1919°da Enfants-Malades Hastanesi’nde, siddetli bakteriyel

dizanterisi olan 12 yasindaki hastaya faj tedavisi uygulamis, basarili sonu¢ almistir. Ardindan
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3 hastaya da ayn1 tedaviyi uygulamis ve 24 saat i¢inde iyilesme rapor edilmistir [86,88]. Bu
sekilde faj tedavisi hayata gecirilmistir. 1921°de Fransa’da Stafilokokkal cilt lezyonlarinin
tedavisinde, lezyonlarin ig¢ine ve c¢evresine faj enjekte edilerek 24-48 saat igerisinde
enfeksiyonlarin geriledigi gozlemlenmistir. 1920’lerde faj tedavisi yayginlastiriimas,
Hindistan’da hiyarcikli veba ve kolera dahil olmak iizere enfeksiyon tedavileri i¢in fajlar
kullanilmustir [93]. Fajlar ile tedavi edilen hastaliklar arasinda deri enfeksiyonlari, konjonktivit,

dizanteri, kolera ve bubonik veba bulunmaktadir [104].

1928 yilinda Alexander Fleming kiiltlir ortaminda stafilokoklar ile ¢alisirken, kiif ireyen
yerde bakterilerin iiremediginin gézlemlemis ve penisilinin kesfi ile antibiyotikler insan
hayatina girmis, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaya baglanmistir. 1940 ve
1970 yillar1 aras1 ‘antibiyotiklerin altin ¢ag1’ olarak bilinmektedir. Antibiyotikler; daha kolay
elde edilebilir olmasi ve etki ettigi bakteri grubunun daha fazla olmasi sebebi ile faj tedavisini
geri planda birakmistir. T1p tarihindeki en basarili terapdtik miidahalelerden biri antibiyotikler
olarak kabul edilmektedir; ancak antibiyotiklerin yaygin ve kontrolsiiz kullanimi nedeni ile
gelisen ve giderek artan antibiyotik direnci donemimizin en biiyiik sorunlarindan biri haline
gelmistir. Mevcut direng gelisim orani, antibiyotik kesif ve gelistirme oraninmi fazlasiyla
asmakta ve bu durum kiiresel olarak insan sagligini tehdit etmektedir. Bu nedenle bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde alternatif yoOntemler gelistirilmelidir. Faj tedavisinin artan

antibiyotik direnciyle miicadelede ¢ekici bir ¢dziim olabilecegi diisiiniilmektedir [105].

Biyofilmin inhibe ve eradike edilmesinde bakteriyofajlarin 4 farkli etki mekanizmasi

olabilecegi disiiniilmektedir [11];

1. Bakteriyofajlar, biyofilmin EPS’sini bozan enzimlere sahip olabilir veya eksprese
edebilirler.

2. Bakteriyofajlar, bakteri genomunda EPS’yi bozan enzimleri indiikleyebilir.

3. Bakteriyofajlar, bakteri hiicrelerinin igerisinde ¢ogalarak sayilarini arttirabilir. Biyofilmin
yayilmasi ile EPS iireten bakterileri, bakteriyofajlar yok etmeye baslar ve biyofilm kademeli
olarak ortadan kaldirilabilir.

4. Bakteriyofajlar kalic1 hiicreleri de enfekte edebilirler. Inaktif hiicrelerin igerisinde
cogalamasalar da bakteriler yeniden aktiflesinceye kadar ve aktiflestikten sonrasinda zarar

verici bir enfeksiyon baslatabilirler.
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2.5.7. Antibiyotik ve Bakteriyofaj Tedavisinin Karsilagtirilmasi

Bakteriyofajlar, bakteri tiiriine 6zgiidiir ve sadece hedef bakteriyi yok etmektedirler.
Antibiyotiklerin etki spektrumunun genis olmasi nedeniyle patojen bakterilerle beraber

mikrobiyota bakterilerinin de yok olmasina neden olabilmektedir.

Bakteriyofajlarin etki mekanizmalar1 antibiyotiklerden farklidir. Bu nedenle ¢oklu

antibiyotik direnci bulunan bakterilerin tedavisinde fajlar kullanilabilmektedir.

Antibiyotiklerin aksine, bakteriyofajlarin insan saglig1 acisindan bildirilen istenmeyen

etkisinin olmamasindan dolay1; proflaktik tedavi amaciyla da kullanilabilmektedirler.

Antibiyotiklerin kontrolsliz kullanim1 nedeni ile bakteriler antibiyotiklere karst hizli bir
sekilde direng kazanmis ve gliniimiizde de direng kazanmaya devam etmektedirler. Ancak
giinimiizde litik bakteriyofajlarin  enfekte ettigi bakterilerin direng geligimi

kanitlanmamustir.

Yeni antibiyotikler kesfetmek zordur ancak bakteriyofajlar diinyanin her yerinde, bol

miktarda bulunduklarindan dolay1 yeni bakteriyofajlar bulmak nispeten daha kolaydir.

Antibiyotiklerin maliyeti bakteriyofajlarin maliyeti ile karsilastirildiginda oldukca
yiiksektir.

Antibiyotikler etki mekanizmalarma gore bakterileri 6ldiirmekte veya iiremelerini

durdurmaktadir ancak fajlar bakterileri enfekte ederek direkt 6ldiirmektedirler.

Hastaliklarin  tedavisinde; antibiyotikler belirli dozda ve wuzun siireli olarak
kullanilmaktadirlar fakat faj tedavisinde tekrar dozlarina ihtiya¢ duyulmamaktadir. Clinkii
fajlar hedef bakteri hiicresi icerisinde listel olarak ¢ogalmakta ve diger bakterileri enfekte

etmektedirler.

Genis spektrumlu antibiyotikler hastaliktan siiphelenildigi anda baslanabilmekte iken
bakteriyofaj tedavisine baslanmadan Once etkenin tam olarak dogru bir sekilde

tanimlanmasi ve fajin etkinliginin bilinmesi gerekmektedir.
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3. YONTEM

3.1. KULLANILAN ARAC ve GERECLER
e Steril plastik 6ze (Looplast,ltaly)
e -80 °C ve +4 °C buzdolab1 (Niive)
e Inkiibatdr (36+ 2°C) (Niive)
e Calkalamali etiiv
e Otoklav (Niive)
e Steril kabin (Niive)
e Pastor firim1 (Niive)
e Benmari (Niive)
e Spektrofotometre (ThermosScientific)
e Santrifiij (Hettich)
e Hassas terazi (KERN)
e Vorteks (Dlab Scientific)
e Mikropipet (Transferpette)
e Pipet uglar1 (10-200-1000 uL) (Isolab)
e Cam tiip
e Balon joje
e 96 kuyucuklu steril Mikroplak
e Petri kab1 (Isolab)
e 0.22 uym enjektor uglu filtre
e 50 ml steril Falkon tiipii (Greiner)

e Eppendorf tiipler (Laborant)
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e Steril bisturi ucu
e Steril 6ze (Tek kullanimlik)
e Steril ekiivyon (Tek kullanimlik)

e Antibiyotik Diskleri: Amikasin (AK,30 ug), Amoksilin/Klavulonat (AMC,
20/10 pg), Gentamisin (CN, 10 pg), imipenem (IPM, 10 pg), Meropenem
(MEM, 10 pg), Siprofloksasin (CIP, 5 ug), Seftazidim (CAZ, 10 ug),
Seftriakson (CRO, 30 ug), Piperasilin/Tazobaktam (TPZ, 30-6 ug),
Trimetoprimsulfametoksazol (SXT, 25), ngAmpisilin (AM, 10 nug),
Ertapenem (ETP, 10 ng), Sefepim (FEP, 30 ug), Sefuroksim (CXM, 30 ng),
Sefotaksim (CTX, 5 ug) (Bioanalyse-Tiirkiye)

e Kolistin E-test (0016-256 pg/ml) (Bioanalyse-Tiirkiye)

3.1.1. Kullamlan Besiyerleri

Triptik Soya Agar (Tryptic Soya Agar, TSA) (Condalab, Madrid)
Triptik Soya Buyyon (Tryptic Soy Broth, TSB) (Condalab, Madrid)
%0.4’1ik Yumusak TSA (Yari-kat1) (Condalab, Madrid)

Brucella Broth (Condalab, Madrid)

MacConkey Agar (Oxoid)

Mueller Hinton Agar (Biolab)

3.1.2. Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi
Hazir toz besiyerleri yonergelerde verilen grama gore, distile su kullanilarak

hazirlanmistir. 121°C’de 15 dakika, otoklavda sterilizasyon islemi uygulanmastir.

3.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler
Kristal viyole

Absolute Etanol
%99 Metanol

Kristal Viyole Hazirlanmasi

Kristal viyole; biyofilm olusumunu tespit etmek amaciyla 100 ml’de 1 gr olacak sekilde

distile su ile hazirlanmistir.
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3.2. CALISMADA KULLANILAN BAKTERI SUSLARININ SECILMESI

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
cesitli servis ve YBU’lerden gelen kan kiiltiirii 6rneklerinde ¢ok-ilaca-direnci bulunan 10 K.
pneumoniae ve 10 A. baumannii tiremeleri ¢alismaya dahil edilmistir. Tanimlamalar otomatize
sistem olan BD PhoenixTM ile yapilmistir. Suslarin antibiyotik duyarliliklar1 disk difiizyon
yontemi, kolistin duyarlilig1 ise gradiyent testi ile ¢alisilmistir. Zon ¢aplar1 ve Minimal inhibitor
Konsantrasyonu(MiK) sonuglar1 European Committee on Antimicrobial Susceptibillity Testing

(EUCAST) onerileri dogrultusunda duyarli (S), direngli (R) olarak belirlenmistir.

3.2.1. Bakteri Suslarimmin Saklanmasi

Calismaya dahil edilen ¢ok ilaca direngli K. pneumoniae ve A. baumannii suslarinin taze
kiltirti yapilmis , ekiivyon ile besiyerinden toplanarak %10 Gliserinli Brucella Broth sivi
besiyerinin i¢inde -80°C’lik buzdolabinda muhafaza edilmistir. Her ¢calisma 6ncesi besiyerine

pasaj1 alinmis ve tiim ¢alismalarda taze kiiltiir kullanilmistir.

3.2.2. Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Secilen ve -80°C’de saklanan bakteriler, ¢alisma oncesinde ¢ikarilip TSA besiyerine
azaltma metodu ile ekimi yapilmis 18-24 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Taze kiiltiirden tek
diisen koloniler kullanilmistir. Bakteriler 6ze yardimi ile steril tuzlu su igerisinde 0.5
McFarland bulaniklik standardima (1 x 108 kob/mL) uygun olacak sekilde siv1 bakteri
siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan sivi bakteri siispansiyonundan bir 6ze dolusu (10
uL) alinip igerisinde 5 ml TSB siv1 besiyeri olan tiipe aktarilmistir. Bu tiip 0.5 McFarland

bulaniklik standardina ulasincaya kadar ¢alkalamali etiivde 37°C’de inkiibe edilmistir.

3.3. CEVRESEL ORNEKLERDEN BAKTERIYOFAJ iZOLASYONU

Toplanan atik su 6rneklerinden bakteriyofaj izolasyonu i¢in Merabishvili ve dig. [106]
tarafindan kullanilan protokol IU-Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Ekrem Kadri UNAT
Laboratuvari’nin sartlarina uygun olarak modifiye edilmistir. Atik su 6rneginden 35 ml Falkon
tiipiine alinarak, tstiine 15 ml distile su eklenmistir. Karistmin homojenizasyonunu saglamak
i¢in vorteks islemi uygulanmustir. Iki sivinmn bulundugu falkon tiiplerindeki partikiillerin
uzaklastirilmas: amactyla 5000 rpm’de 15 dakika santrifiij islemi uygulanmis ve islem sonrasi
iist kisimdaki silipernatantin icinde bulunan mikroorganizmalarin (bakteri, mantar)

uzaklastirilmasi i¢in 0.22 um por capina sahip enjektor uclu filtreden gegirilip steril falkon



32

tiipline aktarilmistir. Filtrelenmis s1v1 siispansiyonun bulundugu falkon tiipiine indikator bakteri
(her K. pneumoniae ve A. baumannii suslari farkli tiiplere olacak sekilde) kiiltiiriinden 1 ml
(~108 kob/ml), sivi TSB besiyerinden 10 ml ilave edilmistir ve vorteks ile iyice karismalar
saglanmistir. Bu islem her bakteri susu i¢in ayr1 ayr1 uygulanmistir. Hazirlanan siispansiyon 18-
24 saat 120 rpm, 37°C’de ¢alkalamali etiivde inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda bu
siispansiyona tekrar santrifiij ve filtreleme islemi uygulanmstir. Icinde faj oldugu diisiiniilen

filtrelenmis s1vi sonraki adimlarda kullanilmak iizere +4°C’de saklanmustir.

3.3.1. Spot Test Yontemi ile Faj Etkinliklerinin Belirlenmesi

Filtrelenmis ve zenginlestirilmis siv1 kiiltiirlerde faj varliginin saptanabilmesi igin spot
test yontemi kullanilmigtir. Spot test igin ‘ikili agar kaplama metodu’ uygulanmustir. Iginde 5
ml yumusak TSA (%0,4 Agar) bulunan tiipler, 40-45°C’ye ayarlanmis benmariye birakilmistir.
Bu tiipe indikator bakteri kiiltiirinden 100 pL konulmus ve vorteks ile iyice karismasi
saglanmistir. Vorteks isleminden sonra, yumusak agar-bakteri karigimi; igerisinde top agar TSA
bulunan petriye yayilmis ve donmasi i¢in steril kabin icerisinde 15-20 dakika bekletilmistir.
Yumusak agar donduktan sonra, faj siispansiyonunun damlatilacagi yerler petriye cam kalemi
ile isaretlenmistir. Zenginlestirme ve filtrelenme islemi uygulanan iginde faj bulundugu
diisiiniilen siispansiyondan 10-20 pL isaretlenen bolgelere mikropipet yardimi ile
damlatilmigtir. Bu islemler her bakteri susu i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Petri oda sicakliginda
kurumaya birakilmigtir ve daha sonra kuruyan petri 37°C’de 18-24 saatlik inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda olusan faj plaklar1 gdzlemlenmis ve bu sekilde faj varligi

saptanmistir.

3.3.2. Tek Plak izolasyonu ile Faj Saflastirilmasi

Her bakteri i¢in en saf faj plagmin olustugu (igerisinde hi¢ koloni olmayan) kisim,
petrilerden steril bisturi ucu ile kesilerek uzaklastirilmis ve steril falkon tiiptine aktarilmistir.
Uzerine 3 ml TSB siv1 besiyerinden eklenmis ve vorteks ile fajlarin siv1 besiyerine gegmesi
saglanmigtir. Indikatdr bakteri kiiltiirii tarif edildigi gibi hazirlanmis ve 100 pL alinarak bu tiip
icerisine eklenmistir. Faj-bakteri adsorbsiyonunu saglamak amaciyla tekrar vortekslenmis
ardindan 15-20 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda tiipe 5 ml daha
TSB besiyerinden ilave edilmistir. Hazirlanan falkon tiipii 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir.
Ertesi giin hiicre ve besiyeri artiklarinin uzaklastirilmasi i¢in 5000 rpm’de 10 dakika santrifii
edilmis ve tist s1v1 0.22 um por ¢apina sahip enjektor uclu filtreden gegirilip steril falkon tiipiine

aktarilmistir. leri islemler icin +4 °C’de saklanmistir.
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3.3.3. Sirah Bakteriyofaj Diliisyonu

Bakteriyofaj titresini belirleyebilmek amaciyla sirali bakteriyofaj diliisyonlar
yapilmistir. Bunun i¢in mikroplagin ilk kuyucuguna 200 pL faj, diger kuyucuklara 100 uL. TSB
s1v1 besiyeri koyulmustur. ilk kuyucuktan itibaren sirastyla her kuyucuktan 100 pL alinmis ve
altindaki kuyucuga eklenmistir. Bu sekilde 102, 10, 103,.., 10"ye kadar diliie edilmis faj

stispansiyonlar1 elde edilmistir.

3.3.4. Bakteriyofaj Konsantrasyonlariin Hesaplanmasi

Her bakteriye ayr1 olarak izole edilen ve tek plak izolasyonuyla saflastirilan fajlarin
konsantrasyonlarinin hesaplanmasi i¢in ‘ikili agar kaplama metodu’ kullanilmistir. Tek plak
izolasyonu ile saflastirilan fajlar, stok faj soliisyonu olarak kabul edilmistir ve bu soliisyonlarin
sirali diliisyonlar1 (107, 1072,.. 107) hazirlanmistir. Bakteri kiiltiiriinden 100 pL ve bakteriyofaj
sollisyonundan 200 pL alinarak, i¢erisinde 5 ml yumusak agar TSA bulunan tiipe konulmustur.
Her diliisyon igin ayni islem ayr1 ayr1 gerceklestirilmistir. Icerisinde faj ve bakteri bulunan
yumusak agar vorteks yardimi ile iyice karistirtlmis ve TSA top agar Ustline yayilmistir. Oda
sicakliginda 15 dakika bekletildikten sonra 37 °C etiive kaldirilmig, 18-24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda petrideki faj plaklar1 sayilmistir. Asagidaki formiil ile

bakteriyofajlarin pob/ml cinsinde konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.

Plak Olusturan Birim = Plak Sayis1 x Diliisyon / Eklenen Faj Miktari
(pob/ml) (ml)

3.4. IN VITRO BIYOFIiLM TABAKASININ OLUSTURULMASI

3.4.1. Biyofilm Olusumu i¢in Bakteri Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Bakteri kiiltiirleri yukarida 3.2.2°de agiklandigi gibi; TSB igerisindeki bakteri 0.5
McFarland bulamkhiginda olacak sekilde hazirlanmistir. Inkiibasyonu tamamlanan bakteri
siispansiyonu 6nce /100 daha sonra /2 oraninda TSB ile diliie edilmistir. Bakteri yiikii “5x10°

kob/ml” olacak sekilde ayarlanmistir.

3.4.2. Biyofilm Olusumunun Tespiti ve Kristal Viyole ile Boyanmasi

3.4.1’de belirtilen sekilde hazirlanan bakteri siispansiyondan 200 pL alinarak, 96
kuyucuklu U tabanli mikroplak kuyucuguna konulmus ve 37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir.
Negatif kontrol olarak belirlenen kuyucuga 200 uL TSB konulmustur.
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Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklar mikropipet yardimiyla nazikge bosaltilmis ve
kuyucuklar 250 pL PBS ile iki kez yikanmistir. Ardindan, mikroplak oda sicakliginda havada
kurumaya birakilmistir. Kuruma isleminden sonra kuyucuklara 200 pL %99’luk metanol
eklenmis ve 15 dakika bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda kuyucuklar bosaltilmis ve
mikroplak oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuyucuklar kuruduktan sonra %1°’lik
kristal viyole boyasindan her kuyucuga 200 pL eklenmis ve 15 dakika bekletilmistir.
Kuyucuklar bosaltilmis ve mikroplakta kalan fazla boyanin uzaklastirilmasi amaciyla su ile
yikanmigtir. Biyofilm tabakasindaki boyanin ¢6ziinmesi amaciyla her kuyucuga %96’lik
etanolden 200 pL eklenmis ve 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra mikroplak, OD600 nm’de
plak okuyucuda okutulmustur.

3.5. BAKTERIiYOFAJLARIN BiYOFIiLM UZERINE iNHiBiSYON ETKIiSIiNiN
BELIiRLENMESI

Calismada kullanilmak {izere segilen gok-ilaca-direngli suslar son konsantrasyonu
5x10° kob/ml olacak sekilde 3.4.1°de verildigi gibi ayarlanmistir. Bakteriyofaj siispansiyonlari
107" ‘ye kadar sirali bir sekilde diliie edilmistir. Stok bakteriyofaj soliisyonu (baslangic
konsantrasyonu-10) ve diliie edilen konsantrasyonlardan (107, 102,...107) her kuyucukta 100
uL olacak sekilde 96 kuyucuklu U tabanli mikroplak kuyucuklarina eklenmistir. Daha sonra
icinde bakteriyofaj siispansiyonu bulunan her kuyucuga, hazirlanan bakteri siispansiyonundan
100 pL ilave edilmistir. Pozitif kontrol olarak 200 puL bakteri siispansiyonu; negatif kontrol
olarak ise 200 puL TSB siv1 besiyeri kullanilmistir. Mikroplak 37°C’de 18 saatlik inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra kuyucuklar bosaltilmis ve 3.4.2’deki
sekilde, mikroplak kuyucuklar1 kristal viyole ile boyanip spektrofotometrede okutulmus
sonuglar kaydedilmistir. Fajlarin biyofilmi inhibe ettigi en diisik konsantrasyon Minimum

Biyofilm Inhibisyon Konsantrasyonu (MBIK) olarak kabul edilmistir.

3.6. BAKTERIYOFAJLARIN BiYOFIiLM UZERINE ERADIKASYON ETKISININ
BELIiRLENMESI

Bakterilerin kiiltiirleri 3.4.1°de agiklandig1 gibi hazirlanmis ve mikroplak kuyucuklarina
200 pL dagitilmistir. Pozitif ve negatif kontrol olarak sirasiyla; 200 pL bakteri siispansiyonu
ve 200 pL TSB kullanilmistir.37°C’lik etiivde 18 saat inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon siiresi sonunda, otomatik pipet yardimiyla kuyucuklar bosaltiimis, olusan
biyofilm tabakasina zarar vermekten kaginilmistir. Kuyucuklar 250 pL PBS ile iki kez yikanmis
ve oda sicaklifinda kurumaya birakilmistir. Baska bir steril mikroplakta her bakteri i¢in
secilmis bakteriyofajlarin sirali diliisyonu yapilmistir (Yontem 3.3.3). Hazirlanmis olan
diliisyonlar (10-107) halihazirda biyofilm olusturulan mikroplaga inokulum sirasina gore
aktarilmigtir. Pozitif ve negatif kontrol kuyucuklarina ise 100 uL TSB eklenmistir. Mikroplak
tekrar 18 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar bosaltilmis,
Yontem 3.4.2°deki gibi kristal viyole boyasiyla boyanmistir. Spektrofotometrede okunan
degerler kaydedilmistir. Fajlarin biyofilmi eradike ettigi en diisiik konsantrasyon Minimum

Biyofilm Eradikasyon Konsantrasyonu (MBEK) olarak kabul edilmistir.

3.6.1. Inhibisyon ve Eradikasyon Oranlarinin Hesaplanmasi

Izole edilen fajlarin, secilen bakterilerin biyofilmi iizerindeki inhibisyon ve eradikasyon
etkileri plak okuyucuda OD600nm’de okutulduktan sonra kaydedilmistir. Negatif kontrole en
yakin olan okuma degeri, inhibisyon ve eradikasyonun en basarili; Pozitif kontrole en yakin

deger ise inhibisyon ve eradikasyonun en diisiik oldugu deger olarak kabul edilmistir.

[(ODpk — ODnk) — (ODgryer — ODnx)]
X 100

(ODpx — ODnk)

OD: Optik Dansite
PK: Pozitif Kontrol (Bakterinin olugturdugu biyofilm)
NK: Negatif Kontrol (Besiyeri)

Yukarida verilen formiil ile fajlarin bakterilerin olusturdugu biyofilmler iizerine en iyi

ve en diisiik, inhibisyon ve eradikasyon yiizdeleri (%) hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. SUSLARIN ANTIBIYOTIK DUYARLILIKLARI

Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen kan kiiltiiri 6rneklerinden izole edilen c¢oklu ilag
direnci bulunan ve ¢alismaya dahil edilen 10 A. baumannii suslar1t AB1’den AB10’a kadar; 10
K. pneumoniae suslar1 ise KP1’den KP10’a kadar numaralandirilmistir. Calismaya dahil edilen

suslarin antibiyotik duyarliliklar1 Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de verilmistir.

Calismamiza dahil edilen A. baumannii suslarimizin tiimii test edilen tiim antibiyotiklere
(Imipenem, Amikasin, Gentamisin, Siprofloksasin, Meropenem ve Trimetoprim-
sulfametoksazol) direngli bulunmustur. Kolistin duyarliliklar1 gradiyent test yontemi ile
Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) belirlenmistir. AB2, ABS, AB9 ve AB10 suslarinin

kolistine direngli oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.1: Acinetobacter baumannii suslarinin antibiyotik duyarhliklari.

Bakter1
AB1 | AB2 | AB3 | AB4 | AB5 | AB6 | AB7 | AB8 | AB9 | ABIO
Antibiyotik

AK R R R R R R R R R R

CN R R R R R R R R R R

MEM R R R R R R R R R R

CIP R R R R R R R R R R

SXT R R R R R R R R R R

IPM R R R R R R R R R R

CT(MIK)* | 505 | R(8 S(1 | s@2 | s | s S (1 R(8 R4 R4

ug/mb | pg/ml) | pg/ml) | pgml) | pg/mh) | uo/ml) | pg/mD | pg/ml) | pg/mD | pg/mi)

Amikasin (AK), Gentamisin (CN), Meropenem (MEM), Siprofloksasin(CIP), Trimetoprimsulfametoksazol (SXT), Imipenem (IPM),.
* Kolistin (CT) Gradiyent testi ile MIK belirlenmistir.
R: Direngli, S: Duyarl

Calismamiza dahil edilen 10 K. pneumoniae susundan 4’tinde (KP4, KP5, KP7 ve

KP10) kolistin direnci; biitiin suslarda ise karbapenem direnci saptanmistir. KP8 susunun,

Gentamisin ve Amikasine duyarli oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 4.2: Klebsiella pneumoniae suslarimin antibiyotik duyarhliklari.

Bakteri

£

Antibivotik

3

3

3

3

3

5

3

3

KP10

AK

CN

ETP

IPM

MEM

CAZ

CRO

FEP

TZP

SXT

CIP

AMP

CXM

AW @ "/ " A AR R AR "R

AMC

ARl @A R R A AR R AR R R R

AR @ AR R AR R AR R AR

AR @A @ "R AR R A AR AR

AR @A A "R AR R A AR AR

ARl A A AR A A A A AR AR

w| w| w| m| wm| wm| R | R | R m] v

w| w| w| m| | wm| m W R | R m| R

w| w| w| m| wm| wm| m | R | R | R

CTX R

s

s

R

s

AR 7 AR AR R R AR RE

el

R

el

el

CT* S(1
ug/ml)

S(1
ug/ml)

S(1
ug/ml)

R(16
pg/ml)

R (8
pg/ml)

S(15
pg/ml)

R(8
pg/ml)

S (0.5
pg/ml)

S(1
pg/ml)

R (8
pg/ml)

Amikasin (AK), Gentamisin (CN), Ertapenem (ETP), imipenem (IPM), Meropenem (MEM), Seftazidim (CAZ), Seftriakson (CRO), Sefepim
(FEP), Piperasilin/Tazobaktam (TZP), Trimetoprimsulfametoksazol (SXT), Siprofloksasin (CIP), Ampisilin (AMP), Sefuroksim (CXM),
Amoksilin/Klavulonat (AMC), Sefotaksim (CTX),

* Kolistin (CT) Gradiyent testiyle MiK belirlenmistir.

R: Direngli, S: Duyarl

4.2. BAKTERIYOFAJ VARLIGININ ve ETKINLIGINIiN BELIRLENMESI

Toplanan atik su 6rneklerinden yontem kisminda 3.2°de belirtildigi sekilde, 10 K.

pneumoniae susu i¢in 12 degisik bakteriyofaj, 10 A. baumannii susu igin 12 degisik

bakteriyofaj izole edilmistir.
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Sekil 4.1: Calismamizda kullanilan atik su 6rnegi.

Sekil 4.2: A; Atik su siispansiyonunun santrifiij edilmeden 6nceki hali. B; Santrifiij islemi
sonrasindaki sivi siispansiyon. C; Atik su siispansiyonunun santrifiij islemi sonrasi filtrelenmis
(Sol) ve filtrelenmemis hali (Sag).

Izole edilen bakteriyofajlarin etkinlikleri ‘Spot test yontemi’ kullanilarak saptand.

Fajlarin etki spektrumlar1 asagidaki tabloda gosterildigi sekilde belirlenmistir;

Tablo 4.3: Bakteriyofajlarin etki spektrumlari

Litik etki gozlenmeyenler (faj plagi olusumu olmayanlar)
AIZ liltik) etki gosterenler (faj plaginin iginde yogun lireme S5 +
olanlar

Orta derece litik etki gosterenler (faj plagi igerisinde birkag 5 44
koloni iiremesi olanlar)

Cok litik etki gosterenler (plak igerisinde hig iireme SD+++
olmayanlar)
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Atik sulardan izole edilmis 12 A. baumannii fajinin ABF1’den ABF12’ye kadar
numaralandirilmistir. Bu fajlarin ¢ok-ilaca-direngli 10 A. baumannii suslarina (AB1 - AB10)
olan etkinlikleri Tablo 4.4 ve Sekil 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.4: izole edilen fajlarin A. baumannii suslarina litik etkisi.

& ABF1 | ABF2 | ABF3 | ABF4 | ABF5 | ABF6 | ABF7 | ABF8 | ABF9 | ABF10 | ABF11 | ABF12
Bakteri
ABI1 - ++ - - +++ - ++ ++ =+ +++ - ++
AB2 ++ H+ + - - - - - R . - .
AB3 + ++ + + ++ +++ =+ ++ ++ + ++ +++
AB4 +++ +H+ ++ - - - - - - - - -
ABS + +H+ - + -+ +++ =+ + - + - +++
ABG6 - - - - ++ - +++ ++ + ++ - 4+
AB7 - - - - ++ - +++ +++ +++ ++ - +++
ABS8 - ++ - - - - - - - - - -
AB9 + s - - - - - - - - - -
ABI10 + +++ + - - - - - - - - -
-; Litik etk gozlenmed:. ++; Orta seviye litik etki gozlendi.
+; Az Iifik etki gbzlendi. +++; Cok itk etki gozlendi.

Her A. baumannii susuna en yiiksek litik etki (+++) gosteren faj, o bakteri i¢in ileri deneylerde kullanilmak tizere segilmistir. Segilen fajlar
kirmizi ile isaretlenmistir.

Sekil 4.3: A. baumannii suslarina etkili bakteriyofajlarin saptanmasi icin yapilan spot test
sonuclari.
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ABF2 numarali bakteriyofaj AB6 ve AB7 haricindeki tiim suslara farkli diizeylerde (+,
++, +++) litik etki gosterir iken dort A. baumannii susuna (AB2, AB8, AB9 ve AB10) birden
en 1yi litik etkiyi (+++) gostermistir. ABF1 faji AB4 susuna; ABFS5 faji ABS susuna; ABF10
fajiise ABI1 susuna en iyi litik etki géstermistir. ABF12 numarali faj ise {i¢ A. baumannii susuna
(AB3, AB6 ve AB7) birden en iyi litik etki saptanmustir. (Tablo 4.4)

Kolistin direngli A. baumannii suslarinda, fajlara kars1 daha disiik diizeyde duyarlilik
tespit edilmistir. ABF12 faji calismamizdaki 10 sustan 5’ine farkli diizeylerde etkili olarak
saptanmistir. Bu fajin etkisiz oldugu diger 5 sustan 4’iiniin de kolistine direngli oldugu tespit
edilmistir. Kolistine diren¢li buldugumuz ABS susuna, izole ettigimiz 12 bakteriyofajdan
sadece bir tanesi (ABF2) litik etki gostermistir. Diger fajlarin higbiri bu susa etki
gostermemistir. Kolistin direnci bulunan AB2 ve AB10 suslarina etkili 3, AB9 susuna ise 2
etkili faj vardir. Kolistin direnci bulunmayan AB6 ve AB7 suslarina 12 fajdan 6’s1; ABlsusuna
7’si; ABS susuna 9’u ve AB3 susuna ise izole edilen tiim fajlarin farkli diizeylerinde etkili

oldugu saptanmustir. (Tablo 4.4)

Atik sulardan izole edilen 12 K. pneumoniae faji KPFl’den KPF12’ye kadar
numaralandirilmiitir. Bu fajlarin 10 K. pneumoniae suslarina (KP1 - KP10) olan litik etkileri
Tablo 4.5 ve Sekil 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.5: izole edilen fajlarin K. pneumoniae suslaria litik etkisi.

o KPF1 | KPF2 | KPF3 | KPF4 | KPF5 | KPF6 | KPF7 | KPF8 | KPF9 | KPF10 | KPF11 | KPFI2
Bakteri
KP1 + ++ + + + + ++ ++ +++ + + ++
KP2 + ++ - - ++ + - ++ - +++ - -
KP3 - + + + ++ | ++ - +++ ++ + ++
KP4 - + + ++ + +++ + - ++ ++ - +
KP5 + + + + + + + + +H+ - -
KP6 ++ - + + + + - ++ ++ +++ - -
KP7 - + + ++ + ++ - + +H + - +
KP8 - + - - + +++ + - + - - +
KP9 ++ | + + H+ | + + + +H+ - +
KP10 - +++ ++ ++ +H+ | ++ + +++ - + ++
- Litik etki gozlenmedi. ++; Orta sevive lifik etki gozlendi.
+; Az litik etki gozlendi. +++; Cok litik etki gozlendi.

Her K. pneumoniae susuna en iyi litik etki gdsteren faj, o bakteri i¢in ileri deneylerde kullanilmak tizere segilmistir. Segilen fajlar kirmizi ile
isaretlenmigtir.
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Sekil 4.4: K. pneumoniae suslarina etkili bakteriyofajlarin bulunmasi amaciyla yapilan spot test
sonuclari.

KPF5 ve KPF6 olarak isimlendirilmis bakteriyofajlar en iyi litik etkiyi KP4 ve KP8
suslarina gostermistir. Ayn1 bakteriyofajlar, tiim K. pneumoniae suslarina farkli diizeyde litik

etkili bulunmustur.

KPF9 bakteriyofaj1 ise KP2 susu harig tiim suslara farkli derecede litik etki gostermistir.
KPF9 bakteriyofaji, KP1, KP3, KP7 ve KP10 suslarina en iyi litik etkiyi gostermistir. KPF10
numarali faj ise, KP8 ve KP10 suslar1 haricindeki tiim suslara farkli diizeylerde litik etki gosterir

iken, KP2, KP5, KP6 ve KP9 suslarina en iyi litik etkiyi gostermistir. (Tablo 4.5)

K.pneumoniae suslarindan 4’ (KP4, KP5, KP7, KP10) kolistine direngli saptanmuigtir.
Izole edilmis 12 bakteriyofajdan 9’u degisik etki diizeylerinde (+, ++,+++) KP4, KP5 ve KP7
suslarina etki gostermistir. KP10 susuna ise 12 fajdan 10’u etkili bulunmustur. Kolistin direncli
KP4 susuna ise KPF6 faj1 ¢ok iyi litik etki gostermis, 3 faj orta ve 5 faj ise az litik etkili
saptanmistir. KPS numarali susa en iyi litik etkiyi KPF10 faj1 gosterirken etkili olan diger fajlar
az diizeyde etkili olmustur. KPF9 faji KP7 susuna ¢ok litik etki gostermis, 2 faj orta ve 6 faj ise
az litik etkili tespit edilmistir.

4.2.1. Tek Plak izolasyonu ile Bakteriyofaj Saflastirmasi ve pob Belirlenmesi
Her bakteriye en iyi litik etkinin “+++” saptandigi bakteriyofajlar steril bistiiri
yardimiyla petriden uzaklastirilmis (Sekil 4.5) ve yontem kisminda 3.2.2°de belirtildigi gibi tek

plak izolasyonu ile saflagtirilmistir.
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Sekil 4.5: Bakteriyofaj plaklarimin steril bistiiri ile alinmasi (Sol), Tek plak izolasyonu i¢in
hazirlanan siispansiyonun santrifiij sonrasi (Sag).

Her bakteri susu i¢in ayr1 ayri ¢ok litik etki gdsterip secilen ve bu suglara 6zel tek plak
izolasyonu ile saflastirilan bakteriyofajlarin konsantrasyonlar1 plak olusturan birim/ml (pob/ml)
cinsinden belirlenmistir. Biyofilm tabakasinin inhibisyon ve eradikasyonunu goézlemek
amaciyla ¢alisgmamizda segilen bakteriyofajlar ve konsantrasyonlar: Tablo 4.6 ve Tablo 4.7°da

verilmigtir.

Tablo 4.6: A. baumannii suslari i¢in secilen bakteriyofajlar ve fajlarin konsantrasyonlari.

Bakteri Bai:eg;il;gfaj Bakteriyofaj Konsantrasyonu (pob/ml)
ABI1 ABF10 2.2x 107
AB2 ABF2 2,9x107
AB3 ABF12 2.6x 107
AB4 ABF1 1.5x 108
ABS ABFS 2,6x 107
AB6 ABF12 1.8 x 107
AB7 ABF12 2,6x107
ABS ABF2 5,5x 108
AB9 ABF2 5,5x 108
ABI10 ABF2 2,9x107
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Tablo 4.7: K. pneumoniae suslarina segilen bakteriyofajlar ve bu fajlarin konsantrasyonlari.

Bakteri Bailcc?:iligfaj Bakteriyofaj Konsantrasyonu (pok/ml)
KP1 KPF9 6,5x10°
KP2 KPF10 1,8 x 108
KP3 KPF9 6,5x10°
KP4 KPF6 14x10%
KPs KPF10 7.6x 107
KP6 KPF10 13x10¢
KP7 KPF9 14x 108
KP8 KPF6 14x10%
KP9 KPF10 2.1x 108
KP10 KPF9 1.4x10¢

4.3. BIYOFILM OLUSUMUNUN TESPIiTI

Her bakteriye en etkili olarak segilen ve tek plak izolasyonu ile saflastirilan fajlarin,
bakterilerin biyofilmine olan inhibisyon ve eradikasyon etkisine bakilmistir. Bu amagla izole
ettigimiz bakteriyofajlarin; 10 (baslangi¢ konsantrasyonu),107%,102,103,104,10°,10° ve 107°ye
kadar seri diliisyonlar1 hazirlanmistir. Bakteriyofajlarin biyofilm iizerindeki inhibisyon ve
eradikasyon yetenegini saptamak amaciyla kuyucuklar kristal viyole ile boyanmis ve
spektrofotometrede 600 nm’de okutulmustur. Fajlarin biyofilmi inhibe ettigi en diisiik
konsantrasyon Minimum Biyofilm Inhibisyon Konsantrasyonu (MBIK) olarak kabul edilmistir.
Fajlarin biyofilmi eradike ettigi en diisiik konsantrasyon Minimum Biyofilm Eradikasyon
Konsantrasyonu (MBEK) olarak kabul edilmistir. Deneyler 2 tekrarli yapilmis ve ortalama

degerler alinmstir.

Sekil 4.6: 96 kuyucuklu plaklarimn inkiibasyon sonrasi (Sol). Kristal viyole ile boyanmasi sonrasi
(Sag).
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Sekil 4.7: Suslarin biyofilm olusumunun Kristal viyole ile boyanmasi ve Spektrofotometre
cihazinda OD ol¢iimii ile degerlendirilmesi

Tablo 4.8: Segilen bakteriyofajlarin A. baumannii suslarimin biyofilmleri (AB’1 - AB10)
iizerine inhibisyon etkisi.

B:}ec"r“fi]jn ABY] | ABY2 | ABP3 | ABb | ABYS | ABY | ABY7 | ABP8 | ABO | ABPLO
%ﬁﬁsyon (ABF10) | (ABF2) | (ABF12) | (ABF1) | (ABF5) | (ABF12) | (ABF12) | (ABF2) | (ABF2) | (ABF2)
10 0,141 | 0,148 | 0,188 | 0,236 | 0,248 | 0,120 | 0,156 | 0,203 | 0,157 | 0,214
101 0,248 | 0,194 | 0,241 | 0,275 | 0,300 | 0,130 | 0,340 | 0,318 | 0,264 | 0,251
102 0,283 | 0,213 | 0,259 | 0,276 | 0,352 | 0,184 | 0,214 | 0,380 | 0,310 | 0,251
103 0,209 | 0,298 | 0,289 | 0,322 | 0,293 | 0,215 | 0,560 | 0,389 | 0,297 | 0,475
104 0,164 | 0,215 | 0,250 | 0,263 | 0,369 | 0,373 | 0,166 | 0,475 | 0,391 | 0,350
10 0,347 | 0,323 | 0,302 | 0,470 | 0,536 | 0,448 | 0,270 | 0,468 | 0,229 | 0,511
106 0.547 | 0,420 | 0,375 | 0,287 | 0,584 | 0,473 | 0,455 | 0,555 | 0,335 | 0,557
107 0,483 | 0,484 | 0,440 | 0,588 | 0,695 | 0,563 | 0,604 | 0,689 | 0,523 | 0,694
PK 1,063 | 0.998 | 0,990 | 1,063 | 1,132 | 1,186 | 1,146 | 1,156 | 1,427 | 1,568
N 0,078 0,077

ABP: A, baumannii biyofilmi
PK: Pozitif Kontrol , NK: Negatif Kontrol

Cok-ilaca-direngli A. baumannii suslarina 06zgli izole ettigimiz bakteriyofaj
konsantrasyonlarmin (10 - 107), 10 farkli A. baumannii suslar1 ile olusturulan biyofilmlerin

hepsi tizerine bir inhibisyon sagladigini tespit ettik.
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ABF10 numarali bakteriyofajin  ABP1 biyofilmi iizerine en etkili inhibisyon
konsantrasyonu, baslangi¢ konsantrasyonunda (0,141) %93,6 olarak tespit edilmistir. En diisiik
inhibisyon ise, 10 (0,547) konsantrasyonda % 52,3 oraninda gozlenmistir. (Tablo 4.8)

ABF2 numarali bakteriyofajin AB”2, ABP8, AB9 ve ABP10 biyofilmleri iizerine en
etkili konsantrasyonu baslangi¢ konsantrasyonu olmustur. ABP9 biyofilmine %94 (0,157);
ABP2 biyofilmine %92,3 (0,148); AB10 biyofilmine %90,8 (0,214) ve ABP8 biyofilmine ise
%88,3 (0,203) oraninda etkili oldugu tespit edilmistir. ABF2 fajinin, AB2, AB"8, AB"9 ve
ABP10 biyofilmlerine en diisiik inhibisyonu ise, en son sulandirma konsantrasyonumuz olan
107 konsantrasyonunda gostermistir. Bakteriyofajn 107  konsantrasyonunda, ABP9
biyofilmine %66,9 (0,523); AB”10 biyofilmine %58,6 (0,694); AB®2 biyofilmine %55 (0,484)
ve ABP8 biyofilmine %43,2 (0,689) oraninda etkili oldugu hesaplanmustir. (Tablo 4.8)

ABF12 numarah bakteriyofaj, ABP3, AB"6 ve AB®7 biyofilmlerini en etkili baslangi¢
konsantrasyonunda inhibe etmistir. AB®6 biyofilmine %96 (0,120); AB"7 biyofilmine %92,6
(0,156) ve AB"3 biyofilmine ise %87,9 (0,188) oraninda etkili olmustur. En diisiik inhibisyon
ise bu ti¢ biyofilmde 107 konsantrasyonda gozlemlenmistir. AB"3 %60,3 (0,440), AB"6 %56,1
(0,563) ve ABP7 biyofilmi %50,7 (0,604) oraninda inhibe etmistir. (Tablo 4.8)

ABFl numarali bakteriyofajin ABP4 biyofilmi iizerine en etkili inhibisyon
konsantrasyonu baslangi¢ konsantrasyonunda (0,236) %83.,9 olarak; en diisiik inhibisyon ise

10" konsantrasyonda (0,588) %48,2 oraninda tespit edilmistir. (Tablo 4.8)

ABF5 olarak isimlendirilmis faj AB®5 biyofilmi iizerine baslangi¢ konsantrasyonunda
(0,248) %83,8 oraninda en etkili inhibisyonu gostermistir. En diisiik inhibisyon ise 107
konsantrasyonunda (0,695) %41,4 oraninda gozlenmistir. (Tablo 4.8)

Calismamizda AB2, AB8, AB9 ve AB10 suslar1 kolistin direngli bulunmustur. ABF2
olarak isimlendirilen faj kolistin direncli AB"2; AB®8; ABP9 ve ABP10 biyofilmlerini, sirastyla
%92,3; %88,3; %94 ve %90,8 oranlarinda en etkili sekilde inhibe edildigi saptanmustir.
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Tablo 4.9: Secilen bakteriyofajlarin farkh konsantrasyonlarin A. baumannii suslarinin
olusturdugu biyofilmler (AB*1-ABP10) iizerine eradikasyon etKisi.

Bxi'}erOFfil'm ABP1 ABP2 ABP3 | ABP4 | ABPS ABY6 ABP7 | ABPS | AB" | ABP10
%ﬁﬁsyom J (ABF10) | (ABF2) | (ABF12) | (ABF1) | (ABFs) | (ABF12) | (ABF12) | (ABF2) | (ABF2) | (ABF2)
10 0,165 | 0,171 | 0,136 | 0,198 | 0,224 | 0,208 | 0,211 | 0,293 | 0,177 | 0,242
10-t 0,170 | 0,257 | 0,147 | 0,208 | 0,264 | 0,357 | 0,192 | 0,408 | 0,203 | 0,219
102 0,203 | 0,266 | 0,167 | 0,206 | 0,276 | 0,340 | 0,274 | 0,353 | 0,440 | 0,262
102 0.247 | 0.298 | 0293 | 0.200 | 0,298 | 0.330 | 0.338 | 0.442 | 0.250 | 0.296
10+ 0,204 | 0,255 | 0,291 | 0,309 | 0,368 | 0,424 | 0,469 | 0,575 | 0,279 | 0,305
105 0,297 | 0,324 | 0,367 | 0,286 | 0,270 | 0,560 | 0,363 | 0,732 | 0,349 | 0,579
106 0,617 | 0,331 | 0,502 | 0,399 | 0,541 | 0,945 | 0,510 | 0,755 | 0,047 | 0,481
107 0,829 | 0,494 | 0,832 | 0,533 | 0,897 | 0,748 | 0,838 | 0,813 | 1,056 | 1,089
PK 1,462 | 1,476 | 1,199 | 1,009 | 1,546 | 1,286 | 1,663 | 1,157 | 1,810 | 1,912
NK 0,085 0,083

ABP: A, baumannii biyofilmi
PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol

Cok-ilaca-direngli A. baumannii suslarina 06zgli izole ettigimiz bakteriyofaj

konsantrasyonlarmin(10-107), 10 farkli A. baumannii suslarmin olusturduklar: biyofilmlerin

hepsi {izerine bir eradikasyon sagladigini tespit ettik.

ABF10 numaral bakteriyofajin ABP1 biyofilmi iizerine en etkili eradikasyonu baslangig
konsantrasyonunda (0,265) %94,1 oraninda tespit edilmistir. En diisiik eradikasyon ise 107
konsantrasyonunda (0,829) %45,9 olarak gozlenmistir. (Tablo 4.9)

ABF2 numarali bakteriyofaj AB®2, AB’8 ve ABP9 biyofilmleri iizerine baslangig
konsantrasyonunda, ABP10 biyofilmine ise 10" konsantrasyonunda en fazla etki
gozlemlenmistir. ABP9 biyofilmini %94,5 (0,177), ABP2 biyofilmini %93,8 (0,171), AB"10
biyofilmini %92,5 (0,219) ve ABP8 biyofilmini ise %80,4 (0,293) oraninda eradike etmistir. En
diisiik eradikasyon ise dort biyofilmde de 107 konsantrasyonunda olmustur. ABP2 biyofilmi
%70,5 (0,494), ABP10 biyofilmi %44,9 (1,089), AB"9 biyofilmi %43,6 (1,056) ve AB8
biyofilmi ise %32 (0,813) oraninda eradikisyon tespit edilmistir. (Tablo 4.9)
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ABF12 numarali bakteriyofaj, AB3 ve ABY6 biyofilmlerini en etkili baslangic
konsantrasyonunda, AB®7 biyofilmini ise en etkili 10" konsantrasyonunda eradike etmistir.
ABP3 biyofilmi %95,4 (0,136), AB®7 biyofilmi %93,1 (0,192) ve AB6 biyofilmi ise %89,6
(0,208) oraninda eradike edilmistir. En diisiik eradikasyon ise AB®3 ve AB®7 biyofilmlerinde
1077 konsantrasyonda gozlenmistir. AB"7 biyofilmi %52,2 (0,838), ABP3 biyofilmi ise %32,9
(0,832) oraninda eradike edilir iken AB®6 biyofilmi en diisiik 10° konsantrasyonunda (0,945)
%28,3 oraninda eradikasyona ugramustir. (Tablo 4.9)

ABF1 olarak isimlendirilmis bakteriyofajin ABP4 biyofilmi iizerine en etkili
eradikasyon konsantrasyonu baslangi¢ konsantrasyonunda (0,198) %87,7 olarak; en diisiik

eradikasyon ise 107 konsantrasyonunda (0,533) %51,5 oraninda tespit edilmistir. (Tablo 4.9)

ABF5 numarali faji ABP5 biyofilmini en etkili baslangi¢c konsantrasyonunda (0,224)
%90,4 oraninda eradike etmistir. En diisiik etki ise 107 konsantrasyonunda (0,897) %444
oraninda tespit edilmistir. (Tablo 4.9)

ABF2 olarak isimlendirilmis bakteriyofaj kolistin direncli AB"2; AB"8; AB®9 ve AB"10

suslarini, sirastyla %93,8; %80,4; %94,5 ve %92,5 oranlarinda eradike ettigi saptanmustir.

Sekil 4.8: Mikroplaklarin inkiibasyon sonrasi (Sol). Kristal viyole yontemi ile boyanmasi
sonrasi (Sag).
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Tablo 4.10: K. pneumoniae suslari i¢in se¢ilen bakteriyofajlarin K. pneumoniae biyofilmleri
(KPP1 - KPP10) iizerine inhibisyon etkisi.

B‘i}e"OFfzilgm KPt1 KPh2 KPb3 KPb4 | KPb5 KPb6 KPb7 | KP"8 | KP' | KP"10
%ﬁmyom (KPF9) | (KPF10) | (KPF9) | (KPFg) | (KPF10) | (KPF10) | (KPF9) | (KPF6) | (KPF10) | (KPF9)
10 0,199 | 0,307 | 0,282 | 0,273 | 0,267 | 0,269 | 0,311 | 0,265 | 0,291 | 0,252
10-1 0,275 | 0,358 | 0,319 | 0,287 | 0,289 | 0,343 | 0,409 | 0,303 | 0,310 | 0,406
10-2 0,267 | 0,328 | 0,350 | 0,299 | 0,303 | 0,374 | 0,406 | 0,387 | 0,338 | 0,392
10-3 0,300 | 0,371 | 0,352 | 0,381 | 0,393 | 0465 | 0,412 | 0,317 | 0,337 | 0,393
104 0,367 | 0,418 | 0,392 | 0,369 | 0,362 | 0,377 | 0,501 | 0,545 | 0,509 | 0,428
103 0,433 | 0,396 | 0,452 | 0,424 | 0,408 | 0,453 | 0,652 | 0,585 | 0,557 | 0,456
106 0,551 | 0.412 | 0,392 | 0,521 | 0,632 | 0,459 | 0.683 | 0,608 | 0,619 | 0,575
107 0,491 | 0,588 | 0,616 | 0,531 | 0,770 | 0,559 | 0,621 | 0,717 | 0,895 | 0,646
PE 1,168 | 1,199 | 1.211 | 1,250 | 1,290 | 1,073 | 1,565 | 1,233 | 1,408 | 1,479
NE 0,074 0.076

KP® : K.pneumoniae Biyofilmi
PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol

Cok-ilaca-direngli K. pneumoniae suslarina 06zgii izole ettigimiz bakteriyofaj
konsantrasyonlarmin (10-107), 10 farkli K. pneumoniae suslar ile olusturulan biyofilmlerin

hepsi iizerine bir inhibisyon sagladigini tespit ettik.

KPF9 numaral bakteriyofaj KPP1, KPP3, KP7 ve KP?10 biyofilmleri iizerine en etkili
inhibisyon konsantrasyonu baslangi¢ konsantrasyonunda tespit edilmistir. KPP1 biyofilmini
%88,5 (0,199), KPP10 biyofilmini %87,4 (0,252), KP°7 biyofilmini %84,2 (0,311) ve KP"3
biyofilmini ise %81,7 (0,282) oraninda inhibe etmistir. KPP1 ve KP"7 biyofilmleri iizerine en
diisiik inhibisyon 10 konsantrasyonunda gézlenmistir. KPP7 biyofilmi %59,2 (0,683), KP°1
biyofilmi ise %56,3 (0,551) oraninda inhibe edilmistir. KP3 ve KP10 biyofilmlerinde ise en
diisiik inhibisyon 107 konsantrasyonunda gdzlenmistir. KP*10 biyofilmi ise %59,3 (0,646),
KP"3 biyofilmi %52,3 (0,616) oraninda en diisiik oranda inhibe edilmistir. (Tablo 4.10)

KPF10 numarali bakteriyofaj KPP2, KPP5, KPP6 ve KP"9 biyofilmleri iizerine en etkili
inhibisyon baslangi¢ konsantrasyonunda olmustur. KP®5 biyofilmini %84,1 (0,267), KP"9
biyofilmini %83,8 (0,291), KPP6 biyofilmini %80,6 (0,269) ve KP"2 biyofilmini %79,2 (0,307)
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oraninda inhibe etmistir. En diisiik inhibisyon 107 konsantrasyonunda kaydedilmistir. KPP2
biyofilmi %54,3 (0,588), KP"6 biyofilmi %51,5 (0,559), KPS biyofilmi %42,7 (0,770) ve KP"9
biyofilmi %38,5 (0,895) oraninda inhibisyona ugramistir. (Tablo 4.10)

KPF6 numarali faj KP4 ve KPP8 biyofilmleri iizerine en etkili inhibisyon
konsantrasyonu baslangi¢ konsantrasyonunda goriilmiistiir. KP®8 biyofilmi %83,6 (0,265),
KP4 biyofilmi ise %83 (0,273) oraninda en fazla inhibisyona ugramustir. Her iki biyofilm igin
de en diisiik inhibisyon ise 107 konsantrasyonunda kaydedilmistir. KPP4 biyofilmi %61,1
(0,531) ve KPP8 biyofilmi %44,5 (0,717) oraninda inhibe edilmistir. (Tablo 4.10)

Calismamizdaki KP4, KP5, KP7 ve KP10 suslarinda kolistin direnci saptanmistir. KPF9
fajinin, KP7 ve KP10 suglarinin olusturdugu biyofilmleri sirasiyla %84,2 ve %87,4 oranlartyla
en iyi inhibisyonu sagladigi gozlemlenmistir. Kolistin direngli bir diger sus olan KP4’iin
olusturdugu biyofilmi KPF6 faj1 %83; KPS susunun biyofilmini ise KPF10 faji1 %84,1 oraninda
inhibe etmistir.

Tablo 4.11: izole edilen ver her bakteri susu icin secilen fajlarin farkli konsantrasyonlarimmn K.
pneumoniae biyofilmlerine (KPP1-KPP10) eradikasyon etkisi.

Bofln | KPYL | KP2 | KPS | KPW | KP's | RP% | KP7 | KPS | KB | PO
%ﬁﬁs&rom (KPFS) | (KPF10) | (KPF9) | (KPF6) | (KPF10) | (KPF10) | (RPF9) | (KPFG) | (KPF10) | (KPF9)
10 0,381 | 0,271 | 0,202 | 0216 | 0,164 | 0,250 | 0,146 | 0,237 | 0,248 | 0,348
10- 0389 | 0338 | 0,298 | 0220 | 0217 | 0,305 | 0,155 | 0,322 | 0,299 | 0,364
102 0,398 | 0464 | 0357 | 0262 | 0251 | 0,268 | 0,220 | 0,288 | 0,336 | 0,442
10° 0419 | 0.435 | 0382 | 0225 | 0377 | 0,327 | 0.263 | 0,371 | 0,385 | 0,397
10+ 0,509 | 0,522 | 0,412 | 0401 | 0,456 | 0,313 | 0,395 | 0,383 | 0,468 | 0,471
10° 0,508 | 0,547 | 0,393 | 0456 | 0,384 | 0,397 | 0.449 | 0,442 | 0,429 | 0,868
10 0420 | 0546 | 0,527 | 0411 | 0538 | 0,529 | 0,566 | 0,475 | 0,632 | 0,611
107 0,885 | 0,596 | 0,575 | 0,511 | 0,655 | 0,541 | 0,595 | 0,543 | 1,024 | 0,967
PK 1,595 | 1,798 | 1,428 | 1328 | 1287 | 1,507 | 1415 | 1,735 | 2,017 | 2,045
NE 0,081 0,072

KP® : K.pneumoniae Biyofilmi
PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol
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Cok-ilaca-direncli K. pneumoniae suslarina 06zgli izole ettigimiz bakteriyofaj
konsantrasyonlarmin (10-107), 10 farkli K. pneumoniae suslar ile olusturulan biyofilmlerin

hepsi tizerine bir eradikasyon sagladigini tespit ettik.

KPF9 numarali bakteriyofaj KPP1, KP3, KP®7 ve KP"10 biyofilmleri iizerine en etkili
eradikasyon konsantrasyonu baslangi¢ konsantrasyonunda tespit edilmistir. Kolistin direngli
olan KP"7 biyofilmini %94,4 (0,146), KP"10 biyofilmini ise %86 (0,348) oraninda eradike
etmistir. KPF9 faji KP3 biyofilmini %91 (0,202), ve KPP1 biyofilmini %80,1 (0,381) oraninda
eradike etmistir. KPF9 faji icin en diisiik eradikasyon ise KPP1, KP®3, KP’7ve KPP10
biyofilmlerinde 107 konsantrasyonda tespit edilmistir. KPP3 biyofilmi %63,3 (0,575), KP°7
biyofilmi %61 (0,595), KP?10 biyofilmi %54,6 (0,967) ve KPP1 biyofilmi %46,8 (0,885)

oraninda eradikasyona ugramistir. (Tablo 4.11)

KPF10 bakteriyofaji KPP2, KP°5, KPP ve KPP9 biyofilmleri iizerine en etkili
eradikasyon konsantrasyonu baglangi¢c konsantrasyonunda tespit edilmistir. Kolistin direngli
KP®5 biyofilmi %92,4 (0,164) oraninda eradike etmistir. KP"9 biyofilmi %90,6 (0,248), KP"2
biyofilmi %88,9 (0,271) ve KP6 biyofilmi ise %87,5 (0,250) oraninda eradike edilmistir.
KPF10 bakteriyofajinin en diisiik eradikasyonu KP2, KP5, KPP6 ve KP"9 biyofilmlerinde 10"
7 konsantrasyonunda goriilmiistiir. KP®5 biyofilmi %73 (0,655), KP°2 biyofilmi %69,6 (0,596),
KP®6 biyofilmi %67,3 (0,541) ve KP9 biyofilmi %51 (1,024) oraninda eradike etmistir. (Tablo
4.11)

KPF6 olarak isimlendirilen bakteriyofajinin KP4 ve KPP8 biyofilmleri iizerine en etkili
eradikasyonu baslangi¢ konsantrasyonunda saptanmustir. KP’8 biyofilmi %90 (0,237) ve
Kolistin direngli olan KP4 biyofilmi %89,1 (0,216) oraninda eradike edilmistir. En diisiik
eradikasyon ise iki biyofilm igin de 107 konsantrasyonunda kaydedilmistir. KP®8 biyofilmi
%71,6 (0,543) ve KP4 biyofilmi %65,5 (0,511) oraninda eradike edilmistir. (Tablo 4.11)

KPF6 bakteriyofaji Kolistin direngli KP’4 susunun olgun biyofilmini %89,1; KPF10
faj1 ise Kolistin direncli KP®5 biyofilmini %92,4 olarak en basarili oranda eradike etmistir.
KPF9 numarali fajin Kolistin direnci bulunan KP°7 ve KPP10’ un olusturdugu olgun

biyofilmleri sirasiyla; %94,4 ve %86 oranlarinda en etkili eradikasyonu sagladigi saptanmuistir.
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Tablo 4.12: izole edilen ve suslar i¢in secilen fajlarin A. baumannii suslarinin olusturduklar
biyofilmlere etki oranlari.

Oranlar | Enlyilnhibisyon |  EnDisik En Tyi Eradikasyon En Digik
Biyofil Oram Inhibisyon Oram Orant Eradikasyon Oran1
ABP1 %93,6 %52.3 94,1 %45.,9
AB2 %923 %55 %493,8 %70.5
ABV3 %87.9 %60.3 %95,4 %32.9
ABY4 %83.,9 %48,2 %87,7 %51.5
ABVS %83,8 %41,4 90,4 %44.,4
ABb6 %96 %56.1 %89,6 %28.3
ABY7 %92,6 %50.7 93,1 %52,2
ABPS %883 %432 2%80,4 %632
AB9 694 %66.9 94,5 %43.6
ABb10 %90,8 %58.6 92,5 %44.,9

Atik sulardan izole ettigimiz bakteriyofajlar, cok-ilaca-direngli A. baumannii suslari ile

olusturulan biyofilmleri %94 ile %41,4 oranlar arasinda inhibe, %94,50 ile %28,3 oranlar1

arasinda ise eradike etmistir. (Tablo 4.12)

ABF2 numarali bakteriyofaj ABP2, AB"8, AB"9 ve AB"10 suslarinin olusturduklari

biyofilmlerin inhibisyonunda ortalama %91,3, eradikasyonunda ise %90,3 oraninda etki

etmistir.

ABF12 numarali bakteriyofaj ABP3, AB® ve AB"7 suslarmin olusturduklar

biyofilmleri ortalama %92,1 oraninda inhibe, %92,7 oraninda ise eradike etmistir.
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Tablo 4.13: K. pneumoniae biyofilmlerine bakteriyofajlarin etki oranlari.

Oranlar En Iyi Inhibisyon ~ EnDisuk En Iyi Eradikasyon En Diigiik
Biyofilm Oram Inhibisyon Oram Oram Eradikasyon Oram

KPr1 %88,5 %356,3 %80,1 %46,8
KPb2 %79,2 %54,3 %389 %69,6
KP*3 %81,7 %352,3 %91 %63,3
KP4 %83 %61,1 %89,1 %63,5
KPb5 %384,1 %42,7 %92.4 %73

KP*6 %380,6 %351,5 %875 %67,3
KPr7 %84,2 %59,2 %94,4 %61

KP*8 %83.,6 %44,5 %90 %71,6
KP*9 %83.,8 %38,5 %90,6 %51

KP*10 %87.4 %59.3 %86 %54,6

Izole ettigimiz fajlar, cok-ilaca-direngli K. pneumoniae suslarinin olusturduklari

biyofilmleri %88,5 ile %38,5 oranlar1 arasinda inhibe, %94.,4 ile %46,8 oranlar1 arasinda ise
eradike etmistir. (Tablo 4.13)

KPF9 numarali bakteriyofaj KPP1,KP°3,KP?7 ve KPP10 suslarmin olusturduklar:
biyofilmlerin inhibisyonunda ortalama %85,4, eradikasyonunda ise %87,7 oraninda etki

etmistir.

KPF10 numarali bakteriyofaj KP°2,KPP5,KP’6 ve KPP9 suslarmnin biyofilmlerinin

inhibisyonunda ortalama %81,9, eradikasyonunda ise %89,8 oraninda etki etmistir.

KPF6 bakteriyofaji KP4 ve KPS suslarinin biyofilmlerini ortalama %83,3 oraninda

inhibe, %89,5 oraninda eradike etmistir.
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5. TARTISMA

2017°de DSO’niin yaymladig1 ‘6ncelikli patojenler’ listesinde, antibiyotik direncinin
yiiksek diizeyde bulundugu ve tedavilere cevap vermeme ozelligi bulunan 6 patojen bakteri
arasinda A. baumannii ve K. pneumoniae yer almaktadir. Bu bakteriler hastane
enfeksiyonlarinda kritik rol oynar ve 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda ciddi

enfeksiyonlara neden olurlar.

A. baumannii diinya ¢capinda HKE iliskili en 6nemli firsat¢1 patojenlerdendir. Neden
oldugu enfeksiyonlar arasinda; kan dolasimi enfeksiyonlari, ventilator iligkili pndémoni,
sekonder menenjit, yara enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonu vardir. Diinya ¢apinda YBU de
meydana gelen enfeksiyonlarin %20'sini A. baumannii olusturur. Amerika Enfeksiyon
Hastaliklar1  Dernegi, bu patojeni hastanelerdeki ¢ok-ilaca-direngli en Onemli
mikroorganizmalar arasinda tanimlamistir [28]. Cok-ilaca-direngli A. baumannii enfeksiyonu

olan hastalarda mortalite %70 olarak bildirilmistir [31].

K. pneumoniae’nin neden oldugu enfeksiyonlar arasinda; septisemi, bronsit, pnémoni,
safra yolu iltihaplari, menenjit ve idrar yolu enfeksiyonlari vardir ve Gram negatif bakterilerin
neden oldugu enfeksiyonlarin neredeyse ii¢te birinden sorumludur [52]. ABD’de hastane
kaynakli pnomonilerin en sik nedenlerinden biridir ve tiim hastane enfeksiyonlarinin %3 ile

%8’ini K. pneumoniae olusturmaktadir [53].

Biyofilm, mikroorganizmalarin kendilerini ¢evresel etkenlerden, antibiyotik ve
dezenfektanlardan, besin azligindan koruyabilmek amaciyla meydana getirdikleri ekosistemler
olarak tarif edilebilmektedir. Biyofilm icerisindeki bakteriler, planktonik formlar1 ile
kiyaslandiginda antimikrobiyal ajanlara 10 - 1000 kat daha direngli olduklar1 bilinmektedir
[78]. Deneyler ve klinik gozlemler 1s18inda biyofilm enfeksiyonlarinin tedavisinde tek basina

antibiyotik kullaniminin yetersiz oldugu goriilmektedir [10].

A. baumannii, besin yoklugu, kuruluk ve antimikrobiyal ilaglar gibi olumsuz kosullarda
bile canliligini siirdiirebilir. Bu yiizden epitel hiicreleri gibi biyotik yiizeylerde; kateter ve cam
gibi abiyotik yiizeylerde biyofilm olusturabilirler. A. baumannii’ler sahip olduklart Tip I Pili

sayesinde hiicrelere tutunur ve oOlusturduklari biyofilmler ile hastane ekipmanlarinda
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canliliklarimi siirdiirtip, hastane enfeksiyonlarinda 6nemli rol oynarlar. K. pneumoniae, kapsiilii
sayesinde fagositozdan kacarken sahip oldugu fimbria sayesinde hedef hiicreye baglanir ve

biyofilm olusturabilir. Endotrakeal tiipte kolonize olup akciger enfeksiyonlarina neden olur
[45].

1917°de Felix d’Herelle, yaptigi arastirmalarla bakteri viriislerini kesfetmis,
‘bakteriyofaj’ olarak adlandirmistir. 1919 yilinda ise bir hastasina bakteriyofaj tedavisi
uygulamistir ve bu tedavi basari ile sonuglanmistir [86,88]. 1920’lerde fajlar ile tedavi edilen
hastaliklar arasinda dizanteri, deri enfeksiyonlari, kolera, bubonik veba ve konjonktivit
bulunmaktadir [104].

Antibiyotikler, 1928’de Alexander Fleming’in penisilini kesfetmesi ile insanlarin
hayatina girmis ve bakteriyel hastaliklarin tedavisinde etkin sekilde kullanilmaya baglanmustir.
Antibiyotikler; etki ettigi bakteri grubunun genis olmasi ve fajlara nispeten daha basit elde
edilebilir olmas1 nedeniyle faj tedavisinin 6niine gecmistir. Ozellikle savas doneminde, hizl1 ve
etkili bir tedavi yontemi olan antibiyotikler ¢ok tercih edilen bir yontem oldugundan faj

tedavisini geri planda birakmustir.

Tiirkiye Saglik Bakanligi tarafindan 2016 yilinda yaymlanan ‘Ulusal Antimikrobiyal
Direng Siirveyans Sistemi’ raporunda; iilkemizde K. pneumoniae igin ¢oklu ilag direnci orani
%46, A. baumannii suslarinda ise %83,5 olarak bildirilmistir. CEASER’1n 2020 raporuna gore
Tiirkiye’de hastalardan izole edilen A. baumannii suslarmin ¢oklu ilag¢ direng oran1 %80 iken

K. pneumoniae suslarinin %40 olarak bildirilmistir.

Son yillarda gelistirilen ertapenem, tigesiklin ve kolistin Gram negatif bakterilerin
olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ertapeneme dogal direngli olan A.
baumannii, tigesiklin ve kolistin direnci de ¢alismalarda bildirilmistir [39—41]. Sentetik beta-
laktamaz inhibitdr kombinasyonu olarak kullanilan Seftazidim-avibaktama da son zamanlarda
gelisen direng [107] ile halihazirda kullanimda olan ¢ogu antibiyotige direng gelismesi

glinlimiiziin en 6nemli sorunlarindan birisidir.

Antibiyotik gelistirme ve kesif oranlar1 diisiik iken halihazirda mevcut olan direng orant
kiiresel bir sorun haline gelmistir ve insan saglhigini ciddi boyutta tehdit etmektedir. Bu sebeple
bakteriyel enfeksiyonlarin etkin tedavisinde alternatif yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir.
Giderek artan antibiyotik direnciyle miicadelede bakteriyofaj tedavisinin ¢ekici ve etkin bir

¢ozlim olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar faj tedavisinin,
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antibiyotik direnci bulunan bakterilerin tedavisinde olumlu sonuglar verdigini gostermektedir
[105].

Bakteriyofajlar, genis spektrumlu modern antibiyotiklerin ¢oguna veya tiimiine direngli
olan mikroorganizmalar1 6ldiirebilme yetenegine sahiptir. Antibiyotiklerin insanlar {izerine var
olan istenmeyen etkilerine karsin bakteriyofajlarin bildirilen bir istenmeyen etkisi yoktur.
Bakteriyofajlar bol miktarda ve cesitli yerlerde (kanalizasyon sulari, nehir, okyanus sulari,
toprak ve biiyiikbas hayvanlarin gastrointestinal sistemleri) bulunurlar, bu nedenle yeni
bakteriyofajlar bulmak yeni antibiyotikler kesfetmeye kiyasla nispeten daha kolaydir. Bu

sebeplerden dolay1 bakteriyofaj tedavisi umut vadedici bir tedavi olarak goriilmektedir.

Calismamizda kan kiiltiirlerinden izole edilmis ¢oklu ilag direncine sahip K.pneumoniae
ve A. baumannii suslari i¢in, bu suslara 6zgii litik etkili bakteriyofajlar atik sulardan izole edildi.

Fajlarin, bu bakterilerin olusturduklar1 biyofilmlerine olan inhibisyon ve eradikasyon etkisine

bakildi.

K. pneumoniae ve A. baumannii bakterilerine 6zgii bakteriyofaj izole etme amaciyla

yapilan ¢ok sayida calisma vardir.

Loh ve dig. [108], kolistin direngli A. baumannii XH198 susuna 6zgii litik etkili

bakteriyofaj1 nehir suyundan izole etmisler ve bu faji “Phab24” olarak isimlendirmislerdir.

Yang ve dig. [110], A. baumannii KD311 susuna 6zgii bakteriyofaji deniz tortusu

orneginden izole etmisler ve “AB1” olarak isimlendirmislerdir.

Calismamizda kan kiiltiiriinde izole edilen 10 farkli gok-ilaca-direngli A. baumannii
susuna 0zgl, 12 farkl litik etkili bakteriyofaj atik sulardan izole edildi. Bu fajlar ABF1,
ABF2,..., ABF12 olarak isimlendirildi.

Merabishvili ve dig. [106], hastane atik su 6rneklerinden A. baumannii bakterilerine
etkili 26 farkli bakteriyofaji1 izole etmislerdir. Bu fajlarin arasinda “Acibel004” ve “Acibel007”
olarak isimlendirilen 2 fajin, 28 farkli A. baumannii klinik izolat1 tizerine litik etkisi arastirilmis
ve sirastyla; %89,2 ve %71,4 olarak etkili bulunmustur. 28 sustan 2’si ise her iki bakteriyofaja

direng gosterdigini tespit etmislerdir.
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Calismamizda atik sulardan izole ettigimiz 12 farkli bakteriyofajin etkinlikleri, kan
kiiltiiriinden izole edilen 10 farkli gok-ilaca-direngli A. baumannii susuna, litik etkisi aragtirildi.
Etki diizeyleri +, ++ ve +++ olarak gruplandirildi. ABF2 olarak isimlendirilen faj;
calismamizdaki 10 sustan 8’ine etkili bulundu, 4 susa en iyi litik etkiyi (+++), 4 susa ise orta
diizey litik etki (++) gosterdi. ABFS5 bakteriyofaji; calismamizdaki 5 susa etkili bulundu, 2 susa
en iyi diizeyde, 3 susa ise orta diizeyde litik etki gosterdi. ABF7 faji; 10 sustan 5’ine etkili oldu,
4’1line en 1yi, 1’ine ise orta diizeyde litik etki gosterdi. ABF12 faji1 ise suslardan 5’ine etkili oldu.

Bunlardan 4 susa en iyi, 1 susa ise orta diizeyde litik etki gosterdi.

Ebrahimi ve dig. [111]’nin ¢alismasinda; yanik yaralarindan izole edilen, ¢oklu ilag
direngli 15 A. baumannii susunun %26,6’sinda kolistin direnci saptanmistir. Hastane atik
sularindan izole ettikleri ve “IsfAB78” olarak isimlendirdikleri bakteriyofajin A. baumannii
suslartyla olusturulan olgun biyofilmi %19 ile %87 oranlar1 arasinda eradike -ettigini

saptanmistir.

Calismamizda, 10 farkli ¢ok-ilaca-diren¢li A. baumannii susunun %40’inda kolistin
direnci vardi. Kolistin direnci bulunan suslarin (AB2, AB8, AB9 ve ABI10), izole edilen
bakteriyofajlara daha az duyarl oldugu tespit edildi. AB2 ve AB10 suslarina, izole edilen 12
fajdan 3’1, AB9 susuna 2’si ve ABS8 susuna ise sadece ABF 2 bakteriyofaj1 etkili oldu. AB8
susuna ABF 2 bakteriyofajindan bagka hicbir faj etkili bulunmadi.

Yele ve dig. [112], AIIMS 7 olarak adlandirilan ¢oklu ilag direngli A. baumannii susuna
kars1 yeni bir litik bakteriyofaji kanalizasyon suyundan izole etmisler ve bu faji “AB7-IBB1”
olarak adlandirmiglardir. Cansiz yiizeylerdeki biyofilm olusumunun tespiti i¢in kristal viyole
yontemi kullanilmistir. Faj, cansiz ylizeydeki biyofilmin %40 ile %50’den fazlasimi inhibe
ederken, olgun biyofilmi ise %35 ile %75 oranlar arasinda eradike ettigini tespit etmislerdir.

Izole edilen fajin canli yiizeydeki biyofilmin %50’den fazlasini inhibe ettigini saptamiglardir.

Thawal ve dig. [113]’nin yapmis oldugu ¢alismada ise A. baumannii AIIMS 7 6zgi
Podoviridae ailesine ait “AB7-IBB2” faj1 atik sulardan izole edilmisler ve cansiz yiizeylerdeki
A. baumannii biyofilmini %50 ile %60 oranlari arasinda inhibe, %40 ile %80 oranlar1 arasinda

eradike ettigi tespit edilmistir.

Liu ve dig. [114], coklu ilag direncli 5 A. baumannii susunu YBU’de yatmakta olan

pnomoni hastalarinin balgam 6rneklerinden izole etmigler. Ayni hastanenin atik sularindan
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“vB_AbaM-IME-AB2” ad1 verilen litik bakteriyofaj izole etmisler. izole ettikleri A. baumannii
suslar1 arasinda giiglii biyofilm olusturdugu saptanan MDR-AB2 susunu se¢misler ve susa 6zgi
bakteriyofajin MDR-AB2 biyofilmine olan etkisi arastirilmistir. vB_ AbaM-IME-AB2 fajinin
MDR-AB?2 susunun biyofilmini %88,5 oraninda inhibe ettigi gézlenmistir.

Grygorcewicz ve dig. [115], gesitli ¢evresel drneklerden izole ettikleri Aba-1,Aba-2,
Aba-3, Aba-4, Aba-5 ve Aba-6 olarak isimlendirdikleri 6 bakteriyofajin ¢oklu ilag¢ direnci
bulunan 25 A. baumannii biyofilmine litik etkisini incelemisler ve en iyi aktiviteyi Aba-1
bakteriyofajinin gosterdigini tespit etmislerdir. Aba-1 fajinin biyofilmi %77.69 oraninda inhibe

ve % 67.45 oraninda eradike ettigini saptamiglardir.

Calismamizda ise, kan kiiltiirii 6rneklerinden izole edilen ¢ok-ilaca-direngli 10 A.
baumannii i¢in atik sulardan izole edilen12 farkli bakteriyofajdan her bakteri igin en etkili (litik
etkisi “+++” olan) faj secildi. Segilen her fajin, etkili oldugu A. baumannii sugsunun olusturdugu
in vitro biyofilmi inhibe ve eradike etme durumlari incelendi. Segilen bakteriyofajlarin,
A.baumannii  suslarinin  olusturduklar1  biyofilmlerin ¢ogunu en fazla baslangig
konsantrasyonunda inhibe ve eradike ettigi gozlemlendi. Fajlar 10 fakli A. baumannii
biyofilmini en fazla %96 ile %83,8 oraninda inhibe, olgun biyofilmleri ise %95.4 ile %80,4
oranlar1 arasinda eradike ettigi saptandi. Baslangic konsantrasyonuna gore, En diisiik
inhibisyon ve eradikasyon ise ¢ogu biyofilmde, calismamizin en son faj diliisyonu olan 1077
konsantrasyonunda gézlemlendi. Bu konsantrasyonda inhibisyon, 10 susta %66,9 ile %41,4,

eradikasyon ise %70,5 ile %28,3 oranlar1 arasinda saptandi.

Calismamizdaki A. baumannii suslar1 arasinda en fazla inhibisyon %96 oraninda;
ABF12 fajinin AB6 susunun biyofilmi iizerinde ve en fazla eradikasyon ise %95,4 oraninda
ABF12 fajimin AB3 susunun biyofilmi iizerinde saptandi. Kolistin direngli A.baumannii
suslarmin biyofilmlerini ABF12 ve ABF2 fajlar1 %96-88,3 oranlar1 arasinda inhibe; %94,5-

80,4 oranlar1 arasinda eradike etti.

Loh ve dig. [109], tarafindan yapilan c¢alismada ise karbapenem ve iigiincli kusak
sefalosporinlere direngli K. pneumoniae susuna 6zgii bakteriyofaji hastane atik sularindan izole

etmisler ve bu faj1 “Geezett” olarak isimlendirmislerdir.

Gan ve dig. [116], pnomoni hastalarindan izole ettikleri K. pneumoniae ST11 ve ST383

suslarina 6zgii iki bakteriyofaj1 hastane atik suyundan izole etmislerdir. ST11 susuna 6zgii olan
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faj1 “pKpl11”, ST383 susuna 6zgii olan faj1 ise “pKp383” olarak isimlendirmislerdir. ST11,
ST383 harici ST23, ST65, ST218, ST700, ST412 gibi suslar1 olmak iizere 194 sus ¢alismaya
dahil edilmistir. pKpl1 fajinin ST23, ST367, ST218, ST412, ST399 ve ST700 suslarina;
pKp388 fajinin ise ST23, ST65 ve ST218 suslarina da etkili oldugu saptanmustir.

Calismamizda ise gesitli servislerde ve YBU’de yatmakta olan hastalarin kan kiiltiirii
orneklerinden izole edilen gok-ilaca-direngli 10 farkli K. pneumoniae suslar1 kullanildi. Bu
suglara 6zgii, 12 bakteriyofaj atik sulardan izole edildi. Bu fajlar KPF1, KPF2,...., KPF12

olarak isimlendirildi.

Horvath ve dig. [117], yaptiklan bir ¢alismada, hastalarin idrar, kan ve balgam gibi
cesitli 6rneklerinden izole edilen karbapenem direngli K24 kapsiil tipine sahip K. pneumoniae
suslara o6zgii “vB KpnS Kpl13” bakteriyofajin1 atik sulardan izole etmislerdir. Bu
bakteriyofajin 89 farkli Klebsiella spp. susu iizerine bir etkisi olmadigini ancak K24 kapsiil
tipine sahip olan 40 K. pneumoniae susunun hepsine (%100) etkili oldugunu tespit etmislerdir.
K24 kapsiil tipine sahip olmayan 30 K. pneumoniae susuna da etkili olmayan bu bakteriyofajin
K24 kapsiiliine spesifik etki gosteren bir faj oldugunu gézlemlemislerdir. Ayrica izole edilen
fajin giiglii bir biyofilm ireticisi olan K. pneumoniae 533 susunun olusturdugu biyofilme etkisi
incelenmigtir. 24 saatte biyofilm tabakasinin %50’sini, 48 saatte ise %70’ini eradike ettigini

tespit etmislerdir.

Calismamizda 10 farkli ¢ok-ilaca-direngli K. pneumoniae susuna, atik sulardan izole
ettigimiz 12 farkli bakteriyofajin etkinlikleri arastirildi. KPF5 VE KPF6 olarak
isimlendirdigimiz fajlar ¢alismamizdaki tiim K. pneumoniae suslarina farkl diizeylerde(+, ++,
+++) litik etki gosterdi. KPF5 faji, 10 sustan 4’{ine az diizeyde (+); 3’iline orta diizeyde (++);
3’line ise en 1yi diizeyde (+++) litik etki gosterdi. KPF6 faj1, calismamizdaki suslarin 3’{ine az;
3’line orta ve 4’line ise en iyi diizeyde litik etkili oldu. KPF9 fajinin ¢alismamizdaki suslarin
9’una etkili, 1’ine etkisiz oldugu saptandi. Bu faj suslarin 4’iine ¢ok iyi, 4’line orta ve 1’ine az
diizeyde etkili oldu. KPF10 faj1 ise 10 sustan 8’ine etkili oldu. 4’iine en iyi, 2’sine orta ve 2’sine
ise az diizeyde litik etkili oldugu saptandi. KPF10 fajinin ise suslarin 8’ine etkili oldugu tespit

edildi. 4 susa en iyi, 2 susa orta ve 2 susa az diizeyde litik etkiye sahip oldugu gézlemlendi.

Taha ve dig. [118], tarafindan yapilan ¢caligmada K. pneumoniae KP/01 susu diyabetik
ayak hastasindan alinan 6rneklerden izole edilmistir. Bu susa 6zgii bakteriyofa; Misir’da

piramitlerin yanindaki temiz sulardan izole edilmistir ve bu faji “ZCKP1” olarak
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isimlendirmislerdir. Calismada toplamda 21 K. pneumoniae susu kullanilmis ve izole edilen faj
bunlardan 15’ine karsi etkili oldugu gdézlenmistir. Bu ¢alismada ayrica izole edilen fajin, K.
pneumoniae KP/01 susunun olusturdugu biyofilme inhibisyon etkisine bakilmis ve 4 saat
sonunda en 1yi inhibisyon gozlenmistir. Tek doz faj uygulamasi yapilan biyofilmde %30 ile
%50 arasinda eradikasyon gozlenirken birden fazla doz faj uygulanan biyofilmde ise

eradikasyon %75’lere ¢ikmustir.

Hao ve dig. [119], karbapenem direngli, K47 kapsiiler serotipine sahip K. pneumoniae
susuna 0zgli bakteriyofaji hastane yakinlarindaki atik sulardan izole etmis ve “®SRD2021”
olarak isimlendirmislerdir. izole edilen fajin ST1493 ve ST11 suslarina kars: etkili oldugunu
tespit etmiglerdir ve ST1493 tarafindan olusturulan biyofilmi %80 oraninda eradike ettigini
bildirmislerdir.

Calismamiza dahil edilen 10 K. pneumoniae susundan 4’tinde (%40) kolistin direnci,
biitiin suslarda ise karbapenem direnci saptandi. Izole edilen 12 bakteriyofajdan 9°u kolistin
direngli KP4, KP5 ve KP7 suslarina farkli diizeylerde etkili oldu. Bu fajlardan sadece 1 tanesi
en iyi litik etkiyi (+++) gosterdi. KP4 susuna KPF6; KPS susuna KPF10 ve KP7 susuna KPF9
faj1 en iyi diizeyde litik etkili tespit edildi. Kolistin direngli KP10 susuna ise 10 faj etkili oldu,
bunlardan 4’1 1yi litik etkiyi gosterirken KPF9 faj1 en iyi olarak se¢ildi. KPF9, Kolistin direngli

KP10 susunun biyofilmini %87,4 oraninda inhibe, %86 oraninda ise eradike ettigi saptandi.

Mulani ve dig. [120], tarafindan yapilan ¢alismada g¢oklu ilag direncine sahip K.
pneumoniae G14 susuna 6zgii bakteriyofaj atik sulardan izole edilmistir ve “PG14” olarak
isimlendirilmigtir. Ayn1 faj K. pneumoniae G5, S69 ve S71 suslart lizerinde de litik etki
gostermistir. izole edilen PG14 fajinm, K. pneumoniae G14 susunun olusturdugu biyofilm
tizerine etkisini ¢aligmamizda oldugu gibi kristal viyole yontemi ile saptamislardir. Biyofilmi

%80 oraninda inhibe, %71 oraninda ise eradike ettigini gozlemlemislerdir.

Tabassum ve dig. [121], ¢oklu ilag direnci bulunan K. pneumoniae ShA2 susuna 6zgii
“TSK1” bakteriyofajin1 atik sulardan izole etmislerdir. TSK1 faji, bu susun olusturdugu
biyofilmi 24 saatlik inhibisyonda %99,9 oraninda, 48 saatlik inkiibasyonda %90 ve 72 saatlik
inkiibasyonda %84 inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayni faj, olgun biyofilmi %91 ile %100
oranlar1 arasinda eradike etmistir. Ik 24 saatlik siiregte biyofilm biyokiitlesinde %95’ten fazla

azalma bildirilmistir.
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Cano ve dig. [122], yapmis olduklar1 ¢alismada 62 yasinda erkek hastada gelisen uzuv
tehdit edici duruma gelmis olan protez eklem enfeksiyonundan izole edilen K. pneumoniae
susuna 6zgii “KpJH46®2” bakteriyofaji PhageBank koleksiyonundan bulunmus. /n vitro olarak
yapilan deneylerde olusturulan K. pneumoniae biyofilmini Minosiklin, Minosiklin + Faj ve
Sadece Faj olmak tizere 3 farkli eradikasyon etkisi denenmistir. %0,1’lik safranin boyasi ile
biyofilm olusumu tespit edilmis ve OD492’de spektrofotometrede Olgiim yapilmistir. Hasta
orneginden izole edilen susun biyofilm olusumu 0,260 olarak tespit edilmistir. Sadece faj ile
eradike edilen biyofilm kuyucugu 0,098, sadece minosiklin ile tedavi edilen biyofilm kuyucugu
0,116 ve hem minosiklin hem de faj ile tedavi edilen biyofilm ise 0,163 degerinde 6l¢iilmiistiir.
En iyi eradikasyon KpJH46®2 faji ile olurken kombinasyon tedavisi en etkisiz olarak

saptanmistir. Hasta bu faj ile tedavi edilmistir.

Calismamizda atik sulardan izole edilen 12 K. pneumoniae fajindan; her sus igin ayri
ayr1, en iyi litik etkiyi (+++) gosteren faj secildi. 10 sus i¢in toplamda 3 faj secildi ve suglarin
olusturduklart biyofilmler {izerine inhibisyon ve eradikasyon durumlari incelendi. Fajlar K.
pneumoniae suslarinin biyofilmlerini en fazla baslangi¢ konsantrasyonunda inhibe ve eradike
ettigi gozlendi. Tiim suslarin en iyi inhibisyonu %88,5 ile %79,2; en 1iyi eradikasyonlar1 ise
%94,4 ile %80,1 oranlar1 arasinda saptandi. En diisiik inhibisyon ve eradikasyon ise en diisiik
konsantrasyon olan 107 konsantrasyonunda gozlendi. Segilen fajlar K. pneumoniae
biyofilmlerini en disiik %61,1 ile %38,5 oranlar1 arasinda inhibe; %73 ile %46,8 oranlari

arasinda eradike ettigi saptandi.

Calismamizdaki K. pneumoniae suslari arasinda en iyi inhibisyon etkisi %88,5 oraninda
KPF9 fajinin KP1 susunun olusturdugu biyofilmde tespit edildi. En iyi eradikasyon ise %94,4
oraninda KPF9 fajinin KP7 biyofilminin {izerine gozlemlendi. Kolistin direngli K.pneumoniae
biyofilmlerini; KPF9, KPF6, KPF10 fajlar1 %87,4 ile %83 oranlar: arasinda inhibe eder iken,

%0944 ile %86 oranlar1 arasinda eradike etti.

Cok ilaca direngli A. baumannii ve K. pneumoniae suslarina 6zgii atik su 6rneklerinden
izole ettigimiz fajlarimiz calismamizdaki suslarin olusturdugu biyofilmler iizerine oldukca
basarili sonuglar verdi. Ozellikle ABF2, ABF12, KPF6, KF9 ve KPF10 numaral fajlar en
yiiksek litik etki gosterdi.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda izole edilen bakteriyofajlarin, segilen c¢ok-ilaca-direngli suslarin
olusturdugu biyofilmleri etkili bir sekilde inhibe ve eradike ettigi saptandi. Fajlarin artan
antibiyotik direnciyle miicadelede umut vadedici bir ¢oziim yolu olabilecegi, 6zellikle
HKE’lerde rol oynayan patojenleri ve bu patojenlerin olusturduklar1 biyofilmleri engellemek

amaciyla kullanilabilecekleri in vitro olarak gézlemlendi.

Calismamizi higbir kurumdan destek almadan, kendi imkanlarimiz dahilinde yiiriitiildii.
Bu nedenle ¢aligmamizin kisithlhigi bakteriyofajlarin elektron mikroskobundaki morfolojik
yapisinin gériintiilenememesi ve molekiiler yontemlerle incelenememesidir. izole ettigimiz
bakteriyofajlarin hangi aileden oldugu, bakterilerin hangi bolgesini hedef aldig1 ve fajlarin

sekanslanmasi gibi ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

[leri galismalarda biyofilmler iizerine, izole ettigimiz fajlar ile antibiyotiklerin kombine

tedavisi ve etkili fajlarin kokteyllerinin etkinlikleri arastirilabilir.

Deney hayvanlar tizerinde faj tedavisinin in vivo etkinlikleri saptanabilir ve insanlik

icin etkili bir ¢dziim yolu olup olamayacagi daha detayli olarak incelenebilir.
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