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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

KPF-6 OLARAK iSIMLENDIRDIGIMIZ Klebsiella pneumoniae’ye ETKILi
BAKTERIYOFAJIMIZIN KAN KULTURLERINDE UREYEN Klebsiella TURLERI
UZERINE ETKINLiGININ ARASTIRILMASI

Nazrin ABIZADE

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah

Mikrobiyoloji, Tezli Yiiksek Lisans Programi

Damisman : Prof. Dr. Fatma KOKSAL CAKIRLAR

Enterobacteriaceae ailesinin iiyesi olan Klebsiella tiirleri, toplum ve hastane kaynakli
enfeksiyonlara neden olan bir patojendir. Kullanimdaki ¢ogu antibakteriyel ajana kars1 hizli
direng gelistirme yetenekleri ile antibiyotiklerle elde edilen saglik yararlarini tehdit
etmektedir. Bu nedenle alternatif tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bakteriyofaj
tedavisi, antibiyotiklere alternatif olarak direngli-bakterilerle olusan enfeksiyonlari hafifletme
potansiyeline sahiptir. Fajlar hedef aldig1 bakteriyi enfekte ederek 6ldiiren viriislerdir.

Calismamizda, onceki bir arastirmada atik sudan gok-ilaca-direngli K.pneumoniae’ye 6zgii
1zole edilmis ve KPF-6 olarak isimlendirilmis bakteriyofajin, kan kiiltiirii 6rneklerinde liremis
ve koleksiyona kaldirilmis olan 48 K. pneumoniae ve 52 Klebsiella spp. olmak iizere toplam
100 Klebsiella izolatlarina etkinliginin arastirilmasi: amaglanmistir. Bu amag igin Spot test
yontemi kullanilmasgtir.

Klebsiella izolatlarimizda karbapenemler i¢in direng orani ortalama %67 ve sefalosporinler
igin ise ortalama %84’idi. Bu oranlar karbapenemlere direng-K.pneumoniae izolatlarimizda
ortalama %89,58 ve Klebsiella spp. izolatlarimizda ise, ortalama %46,15’idi. Sefalosporinlere
direngli-K.pneumoniae i¢in ortalama %93.75, Klebsiella spp.’de ortalama %75’idi.
Izolatlarimiz diger test edilen aminoglikozitler, trimetoprim-sulfametoksazol ve siprofloksasin
icin de yiiksek direng oranlarina sahipti. KPF-6 faji, Klebsiella izolatlarina %74 oraninda
etkili bulundu. Etkinlik oranlar1 K. pneumoniae ve Klebsiella spp. izolatlar1 i¢in ise sirasiyla
%79,16 ve %69,23 olarak tespit edildi. Bu oran Karbapenem direngliler i¢in %71,6 olarak
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bulundu. Faj etkinligi karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinda %68,75 ve Klebsiella
spp. izolatlarinda %31,25’idi. Sefalosporinlere direngli Klebsiella izolatlarinin %69,4’ne
KPF-6 faj1 etkili bulundu. Bu oran, sefalosporin direngli K. pneumoniae izolatlarinda %60,34
ve Klebsiella spp. izolatlarinda %39,65 olarak tespit edildi. KPF-6 faji, Klebsiella
izolatlarinin %26’sina etkisiz kaldi. Faj etkisiz karbapenem direngli izolatlarin 9’u (%47,36)
K. pneumoniae, 10’u (%%52,63) Klebsiella spp.’idi.

K. pneumoniae susunun ¢oklu-ilaca-direngli klinik izolatlarini hedef alan yeni bir faj olan
KPF-6’nin yiiksek litik aktiviteye sahip oldugunu ve tedavi potansiyeli olabilecegini
belirledik. Diger ¢oklu-ilaca-direngli K. pneumoniae gibi zorlu patojenlerin neden oldugu
enfeksiyonlarla miicadelede bir alternatif tedavi stratejisi olarak umut verici bir yol
sunmaktadir.

Haziran 2024 , 67 sayfa.

Anahtar kelimeler: Bakteriyofaj, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella spp., Cok-ilaca-Direng
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECTIVENESS OF OUR Kilebsiella pneumoniae-
EFFECTIVE BACTERIOPHAGE, WHICH WE NAMED KPF-6, ON Klebsiella
SPECIES GROWN IN BLOOD CULTURES

Nazrin ABIZADE

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

Microbiology Programme

Supervisor : Prof. Dr. Fatma KOKSAL CAKIRLAR

Klebsiella species, a member of the Enterobacteriaceae family, is a pathogen that causes
community and hospital-acquired-infections. Their ability to develop rapid resistance to most
antibacterial agents in use threatens the health benefits achieved with antibiotics. Therefore,
alternative treatment methods are needed. Bacteriophages are viruses that infect and kill the
bacteria they target. Phage therapy has potential to infections with resistant bacteria as an
alternative to antibiotics.

In this study, effectiveness of KPF-6 specific to multi-drug-resistant K,pneumoniae isolated
from wastewater in a previous study was investigated against total of 100 Klebsiella isolates,
48 of which were K,pneumoniae and 52 of were Klebsiella spp, isolated from blood culture
samples.Spot test method was used for this purpose.

Klebsiella isolates, the resistance rate for carbapenems was 67% on average and for
cephalosporins it was 84%.These rates are 89.58% on average in our carbapenem-resistance-
K.pneumoniae isolates and Klebsiella spp isolates, the average was 46.15%. The average rate
for cephalosporin-resistant K.pneumoniae was 93.75%, Klebsiella spp was 75%. Our isolates
also had high resistance rates to other tested aminoglycosides, trimethoprim-sulfamethoxazole
and ciprofloxacin. KPF-6 was found to be 74% effective against Klebsiella isolates. Efficacy
rates for K.pneumoniae and Klebsiella spp., it was determined as 79.16% and 69.23%
respectively. This rate was found 71.6% for carbapenem-resistant isolates. Phage activity was
68.75% in carbapenem-resistant-K.pneumoniae isolates and Klebsiella spp was 31.25% in
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isolates.KPF-6 phage was found effective in 69.4% of Klebsiella isolates cephalosporin-
resistant. This rate was 60.34% in cephalosporin-resistant-K.pneumoniae isolates 60.34%,
Klebsiella spp was detected as 39.65%. KPF-6 was inactive against 26%of Klebsiella isolates.
Of the phage-inactive carbapenem-resistant isolates, 9(47.36%) were K.pneumoniae and
10(52.63%) were Klebsiella spp.

We determined that KPF-6, targeting multidrug-resistant clinical isolates of K.pneumoniae,
has high lytic-activity and may have therapeutic potential. It offers a promising avenue as an
alternative treatment strategy to combat infections caused by other challenging pathogens
such as multidrug-resistant-K,pneumoniae.

January 2024, 67 pages.

Keywords: Bacteriophage, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella spp., Multi-Drug-Resistance

XVi



1. GIRIS

Diinya Saglk Orgiiti (DSO)’niin 2024 yilinda yaynladigi oncelikli patojenler
listesinde, antimikrobiyallere diren¢ kazanan ve insan saglig1 agisindan ciddi tehdit olusturan
mikroorganizmalar Kritik, Yiiksek ve Orta olarak 3 gruba ayrilmistir. Kritik grupta karbapenem
direngli Enterobacterales ve 3. Kusak sefalosporin direngli Enterobacterales ailesi tliyeleri
dikkat ¢cekmektedir [1]. Bu ailenin bir {iyesi olan Klebsiella tiirleri kapsiillii, basil seklinde
hareketsiz bir bakteridir. Hem dogada hem de insan ve hayvan mikrobiyotasinda sik¢a bulunan
Klebsiella tiirleri gesitli enfeksiyonlara neden olmasiyla énemli bir patojendir. Toplumdan

edinilen enfeksiyonlara ek olarak hastane kaynakli enfeksiyonlara da neden olmaktadir [2].

Klebsiella tiirleri arasinda insanlarda enfeksiyon etkeni olarak en sik izole edilen ve
direng gelistirme orani en yiiksek olan patojen Klebsiella pneumoniae’dir. K. pneumoniae’nin
yaptig1 enfeksiyonlar arasinda; menenjit, siniizit, idrar yolu enfeksiyonlari, bronsit, pnémoni,
beyin ve diger dokularda apseler, safra yolu iltihaplar1 ve septisemi vardir. Gram negatif
enfeksiyonlarin tiimiiniin yaklagik ticte birinden sorumludur. Diinyada hastane kaynakli

patojenler arasinda en yaygin ikinci patojendir [3].

Antimikrobiyal direng, antibiyotiklerin asir1 ve yanlis kullanimiyla birlikte kiiresel
olarak coklu ilaca direngli (Multi Drug Resistance-MDR) bakterilerin ortaya ¢ikmasina ve
yaygmhigmnin artmasina neden olmustur. Bu durum tedavisi zor enfeksiyonlarin goriilme
sikliginin artmasina, hastanede kalis siiresinin uzamasina, tibbi maliyetlerin ve 6liim oranlarinin
artmasina yol agmistir. Diinya ¢apinda her yil ¢oklu ilaca direncli enfeksiyonlara bagli olarak
yaklagik 700.000 6liim bildirilmektedir; bir raporda 2050 yilina kadar yillik 6liim sayisinin 10
milyona kadar ¢gikacagi tahmin edilmektedir [4][5][6].

K. pneumoniae'de giderek yayginlasan karbapenem direnci mekanizmasina, en sik
kullanilan antibiyotiklerdeki f-laktam yapisini pargalayabilen genis spektrumlu -laktamazlar
(GSBL'ler) aracilik etmektedir [7]. Bu nedenle, K. pneumoniae karbapenemaz (KPC) iireten
bakterilerin enfeksiyonlar1 agir klinik seyirlidir ve saglik sistemi i¢in 6nemli bir tehdit
olusturmaktadir. Bu sorun biiylimeye devam ettikce, bu klinik patojenle miicadelede geleneksel

antimikrobiyallere alternatif bir yol bulmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.



Bakteriyofajlar (fajlar olarak da bilinir) yakin gelecekte antimikrobiyal direnci ele
almak i¢in bir segenek olabilir. Fajlar, diinya ¢apinda ¢esitli dogal kaynaklarda (gol dulari,
toprak, bliyiikkbas hayvanlarin gastrointestinal sistemleri) mevcut olan virtislerdir [8]. Litik
fajlar bakteriyel konakgilar1 enfekte eder ve bakteri hiicrelerini lizis eder. Antibiyotige direngli

K. pneumoniae'min hizli gelisimiyle miicadelede c¢ekici bir alternatif olarak ©6n plana
¢ikmaktadir [9].

Fajlarin kullanimina yonelik gectigimiz yillarda ilgi artmisti. K. pneumoniae,
Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas aeruginosa dahil olmak iizere pek cok MDR

bakteriyel patojenlere 6zgii fajlar kullanima sunulmustur [10-12].

Bu calismalar, litik fajlarin patojenik bakterileri Onlemek ve yok etmek igin
kullanilabilecegini ve bazi durumlarda antibakteriyel direncin neden oldugu mevcut tibbi
zorluklart hafifleterek 6liimleri daha da azaltabilecegini gosterdi. Litik fajlarin birkag dikkate
deger 6zelligi vardir. Birincisi, insan hiicrelerini veya ¢evredeki mikrobiyotay1 hedeflemeden,
sadece patojen bakterileri spesifik olarak hedef alir ve bu nedenle insan sagligi agisindan
giivenli kabul edilirler. Fajlar, bagisiklik sisteminin dogrudan tepkisini tetikleyebilse de, insan
hiicrelerine zarar verebilecegine dair hicbir gdsterge bulunmamaktadir. Ikincisi, fajlar kendi
kendini ¢ogaltabilir ve bu da konakg1 bakterilerin ortadan kaldirilmasini saglar, ancak bu siireg,
hedeflenen bakterilerin yoklugunda kendi kendini smurlar. Ugiinciisii, fajlarin 6zgiilliigii
bakteriyel direncin ortaya c¢ikmasini kisitlar ve fajlarin capraz direnci tetikleme olasilig
geleneksel antibiyotiklere gore daha azdir. Son olarak, bazi fajlar, biyofilmleri pargalayabilen

polisakkarit depolimerazlar igerir [4].

Yeni antimikrobiyal ajanlar1 elde etmek ve iiretmek maliyetli ve zahmetli olmasina
karsin bakteriyofajlar dogada bol miktarda bulunur, izole etmesi kolay ve ucuzdur. Bu
avantajlar, bakteriyofajlari giderek artmakta olan MDR suslarin tedavisinde umut vadeden bir

¢ozlim olarak 6n plana ¢ikarmaktadir.

Bu caligmada, 6nceki arastirmamizda cevresel atik su 6rneginden izole edilen MDR K.
pneumoniae suslarma etkili ve KPF6 [13] olarak isimlendirilen bakteriyofajin, Istanbul
Universitesi Cerrahpasa — Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari - I ve Prof. Dr. Murat Dilmener Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar II’ye,
cesitli servis ve yogun bakimlardan gelen kan kiiltiirii 6rneklerinden izole edilmis ve farkl

direng profiline sahip olan 100 Klebsiella susuna etkinliginin belirlenmesi amag¢lanmistir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. KLEBSIELLA spp.

2.1.1. Tarihce

Enterobacteriaceae familyasina ait cinslerden biri olan Klebsiella, Gram negatif ¢ubuk
morfolojisinde bir bakteridir. Dogada yaygin olarak bulunan Klebsiella tiirleri, toprak, su, bitki
yiizeyleri ve insan ve hayvan bagirsaklarinda bulunabilir. Klebsiella tiirleri 6zellikle hastane
kaynakl1 enfeksiyonlarda(HKE) rol alan bakteriler olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bu bakterilerin
genellikle ¢evremizde yaygin olarak bulunan ve fakiiltatif anaerobik 6zellik gosteren saprofitik
mikroorganizmalar oldugu bilinmektedir. Baz1 Klebsiella tiirleri, insan ve hayvanlarda hastalik

yapabilen patojenik 6zelliklere sahiptir.

Yillarca ‘Friedlander'in basili’ olarak adlandirilan Klebsiella cinsi, ismini 1882 de Carl
Friedlander’in pnémoni nedeniyle hayatini kaybeden hastalarin akcigerlerinden bakteriyi izole
etmesi ile tanimlanmigtir [14]. Friendlander Bu isimlendirmeden sonra 1887 de Alman bir
bakteriyolog olan Theodor A. Edwin Klebs’in anisina V. Trevisan tarafindan ‘Klebsiella’
olarak adlandirilmistir [15].

Taksonomik siniflandirmas;

Alem: Bacteria

Sube: Proteobacteria

Siif: Gammaproteobacteria

Takim: Enterobacteriales

Aile: Enterobacteriaceae

Cins: Klebsiella

Bu mikroorganizmanin patojenik 6zellikleri ve virulansi tanimlamanin sonrasinda daha
iyi anlagildi. Klebsiella tiirlerinin epidemiyolojisi ve klinik 6nemi {izerine yapilan arastirmalar,
bu bakterinin hem toplum kaynakli enfeksiyonlarda hem de HKE’larda 6nemli bir rol oynadig1

ortaya koymustur.



Giintimiizde, Klebsiella cinsine ait 11 tiir bulundugu ve bu tiirlerin insan sagligi
acisindan 6nemli bir tehdit olusturabilecegi bilinmektedir. Bazi tiirler insan sagligi acisindan
hayati tehlike olusturan tiirlerdir. Bunlar; K. pneumoniae, K. oxytoca, K.granulommaatis’dir.
Diger tiirler ise; K. aerogenes, K. ornithinolytica, K. planticola, K. terrigena, K. grimonti, K.

africanensis, K. veriicola ve K. quasipneumoniae 'dir.

2.1.2. Mikrobiyolojik Ozellikleri

Klebsiella spp.; haraketsiz, polisakarit yapida kapsiillii, sporsuz, oksidazi negatif olan
fermenter Gram negatif bakterilerdir. Fakiiltatif anaerobik olan Klebsiella hem oksijen
varliginda hem de oksijen yoklugunda tlireyebilmektedir. Oda sicakliginda haftalarca canliligini
stirdiirebilir ve 4°C’de aylarca hayatta kalabilme yetenegine sahiptirler. Enterobacteriaceae
ailesinden olan Klebsiella spp. karmasik antijenik yapiya sahiptir. Isiya dayanikli ve 1siya
dayaniksiz olmak {izere antijenik yapilar1 mevcuttur. Isiya-dayanikli Polisakarit yapisinda
150°den fazla O (somatik) ve 1siya-dayaniksiz 100°den fazla K(kapsiil) antijenleri
bulunmaktadir. Klebsiella tiirleri 37°C ve pH7’de iyi lireyen bakterilerdir. Klebsiella mukoid

(M) tipte koloni yapisina sahiptir [16].

Klebsiella cinsi glukoz, laktoz ve sukrozu fermente eder ancak HzS olusturmaz. indol
testi ise tiirler arasi degisiklik gosterir. K. ozaenae ve K. rhinscleromatis non-fermantatif
tirlerdir ve laktozu fermente etmezler. Diger Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinden Metil
Kirmizisi testinin negatif olmasi ile ayrilir. Bu ailenin Enterobacter cinsi de Metil Kirmizisi
testi negatiftir ve ayrimlar1 hareket ile konulur. Klebsiella hareketsiz iken Enterobacter
hareketlidir. Klebsiella cinsi Voges Proskauer, Lizin dekarbosilaz, Sitrat ve Ureaz pozitif;

DNaz ve oksidaz negatiftir.

Klebsiella tiirlerinin birbirinde ayriminda c¢esitli biyokimyasal testler kullanilir.
K. pneumoniae’nin indol testi negatif iken K. oxytoca’nin pozitiftir. Ayrica K. pneumoniae
Voges Proskauer testi pozitif, K.oxytoca’nin negatiftir. K. granulomatis ile K. pneumoniae
ayriminda sadece biyokimyasal testler yeterli degildir ve daha spesifik testlere ihtiya¢ vardir.

Bu baglamda ayrimlari i¢in molekiiler yontemler daha dogru sonug vermektedir.

Dogada her yerde (kanalizasyon suyu, dogal su yataklari, toprak) bulunabilen Klebsiella
cinsi insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistem, mukozal yiizeylerindeve nazofarenkslerinde
de mevcut bir mikrobiyota liyesidir [16]. Bebeklerin bagirsak mikrobiyotasina yararli bir etkide

bulunan Klebsiella spp., yasamin ileri donemlerinde 6zellikle yaslilikta akcigerlere yayilarak



mortalitesi yiiksek seyreden pndmoniye neden olabilmektedir [17]. Bireylerin gastrointestinal
sistemlerinde en sik bulunan enterik bakterilerden ikincisi Klebsiella tiirleridir. Bir ¢alismada
bagirsakta bulunan Klebsiella’/arin Escherichia coli (E.coli)’nin irettigi asidik metabolitleri

kullanarak  bagirsaklarm  pH  dengesini  korudugunu 6ne  strilmistir  [18].

Sekil 2.1: Klebsiella spp.’nin Mac Conkey agarda koloni yapisi (Calismamizdan).

2.1.3. Viriilans Faktorleri

Klebsiella cinsinin konakta hastalik yapabilme, konak hiicreye tutunabilmesi i¢in gesitli
virtilans faktorleri vardir [16]. Kapsiil bunlardan biridir ve Klebsiella tiirlerinin ¢ogu, hiicre dig
zarina bagli sekilde kalin bir kapsiil olusturabilir. Bu kapsiil sayesinde fagositozdan kagar ayrica
immiin sistem hiicreleri tarafindan taninmasini 6nler. Bu sayede bagisiklik tepkisinden
kaginmalarin1 saglanir. Ayrica kapsiil sayesinde konak hiicrelere daha kolay tutunur ve bu
hiicreleri enfekte eder. Kapstillii ve kapsiilsiiz suslar kiyaslandiginda kapsiillii suslarin yiiksek

mortaliteye sahip oldugu bilinmektedir.

Bakterilerin dig zarindan bulunan Lipopolisakkarit (LPS) tabaka Klebsiella tiirlerinde
endotoksin 6zelliktedir. Enflamasyonun gelisiminde ve ilerlemesinde dnemli bir role sahiptir.
Bu LPS toksik soka sebebiyet vermektedir [19] ayrica Kompleman bilesenlerinin hiicreye

baglanmamasini saglamaktadir. Bu sekilde bakteriyi lizise karsi savunur [20].

Klebsiella’lar hedef hiicreye baglanabilmelerini saglayan fimbrialara sahiptirler. Tip 1
fimbria K. pneumoniae suslarmin yaklasik olarak %90’inda bulunmaktadir [21]. Tip 3
fimbrialar sayesinde biyofilm olusumu ve bakteri agregasyonu gibi yeteneklere de sahip olur.
Bakteri FimH adhezini sayesinde ise mukozal ylizeylere, epitel hiicrelere baglanabilmektedir
[19]. Biyofilm olusumu enfeksiyonlarin kroniklesmesine ve antimikrobiyal direncin artmasina

neden olan onemli faktdrlerden birisidir. Biyofilm igerisindeki bakteriler planktonik olan



bakterilere kiyasla, antibiyotiklere ve dezenfektanlara 100 kat daha direngli hale gelmektedirler.
Bu durum kiiresel sorun haline gelen antibiyotik direncini daha da biiylik bir sorun haline

getirmekte ve alternatif tedavi bulma ¢aligmalarina hiz kazandirmaktadir.

Klebsiella spp.’nin sahip oldugu bir diger viriilans faktorii ise demir alim sistemleri
(siderofor)dir. Bu sideroforlar bakterinin ¢ogalmasi i¢in gerekli olan dis ortamda bulunan

demiri spesifik reseptorler ile baglayarak bakteri hiicresinin i¢erisine alinmasini saglar.

2.1.4. Neden Oldugu Enfeksiyonlar

Klebsiella tiirleri arasinda enfeksiyon etkeni olarak en sik izole edilen tiir Klebsiella
pneumoniae’dir ve HKE’larda en sik etkeni olan Gram negatif ¢omak, firsat¢1 patojen olarak
one ¢ikmaktadir [3]. Ozellikle Yogun Bakim Unitelerinde (YBU) yatmakta olan hastalarda,
immun sistemi baskilanmig HIV pozitif, kemoterapi alan, splenektomili hastalarda agir
seyreden enfeksiyonlara neden olmaktadir. Klebsiella cinsi bakterilerin yaptigi enfeksiyonlarin
¢ogu hastaneye kaldirilmay1 gerektirebilir. Firsat¢1 bir patojen olarak Klebsiella spp esas olarak
diyabet, kronik pulmoner obstriiksiyon, kronik kalp, bobrek ve neoplastik hastaliklar gibi ciddi
altta yatan hastaliklar1 olan, hastanede yatan bagigiklik sistemi baskilanmis hastalar1 daha ¢ok

etkilemektedir.

Menenjit, septisemi ve peritonit gibi gesitli enfeksiyonlara da neden olur. Ozellikle
kronik alkolik ve damar i¢i uyusturucu kullanan insanlarin yara enfeksiyonlarinda, idrar yolu
enfeksiyonunda, pnémoni ve sepsis durumunda toplum kokenli bakteriyel enfeksiyonun 6nemli

bir etkeni olarak bilinir.

Klebsiella tiirlerinin en sik neden oldugu hastalik pnémonidir ve etken olarakta K.
pneumoniae’dir. Immiin sistemi baskilanmis kisilerde yiiksek mortalite ile seyreden
enfeksiyonlara neden olur. Pndmoni haricinde iist solunum yolu enfeksiyonlarina da neden
olabilmektedir. Toplum kaynakli K. pneumoniae kokenleri ile siniizit ve farenjit gibi tablolar
ile seyretmektedir. Toplum kokenli pnomoni olgularinda tasikardi, kanli balgam, ates gibi
belirtiler goriiliir ayrica kisilerin bogazina yerleserek toplumda insandan insana bulaslara neden
olur. Diyabet, malignite varligi, KOAH, HIV, alkolzim gibi risk faktorleri toplum kokenli
pnomonilerin ~ mortalitesini  arttiran  faktorlerdendir  [22].  Amerika  Birlesik
Devletleri’nde(ABD), hastane kdkenli pndmoni olgularinda en sik karsilasilan etkendir [23].
Hastane kokenli pnomonilerde en sik rastlanan etken Streptococcus pneumoniae, ikincisi ise

K.pneumoniae’dir ve antimikrobiyal direncin sik gézlendigi firsat¢i bir patojendir [24].



Klebsiella cinsi, idrar yolu enfeksiyonlarinda da sik karsilasilan bir patojendir. Idrar
yolu ve mesane enflamasyonuna neden olur; sik sik idrar yapma, yanma ve karin agrist
semptomlariyla seyreder. Ozellikle K. pneumoniae ile kontamine iiriner kateterler nedeniyle
sistit, piyelonefrit, bobrek apseleri ve perirenal apseler gibi klinik bulgular gézlemlenmistir
[19].

K. pneumoniae idrar yolu enfeksiyonu, pnomoni, sepsis gibi ¢esitli enfeksiyon
hastaliklarina neden olabilir iken K. granulomatis genital bolge tilserleri ve doku hasarina neden
olur. K. granulomatis, donovanosise neden olur, cinsel yolla bulasan enfeksiyona yol agar ve
genital iilserasyon ile karakterizedir. En sik  karsilasilan  donovanosis  tipi
tilserograniilomatozdiir ve dokunuldugu anda kanayan, kirmizi ve hassas {ilser tablosu ile
karakterizedir. Vakalarin neredeyse %90’inda genital bolge, %10’unda ise kasik bolgesi

tutulmaktadir [25].

Klebsiella oxytoca’nin neden oldugu enfeksiyonlarin prevalansi giin gegtikce artmakta
ve %2-24 arasinda degismektedir. Hem yetigkinlerde hem de yenidoganlarda HKE’lere neden
olmaktadir. Sik olarak idrar ve solunum yolu enfeksiyonlarina neden olur, endokardit, kolit,

organ apseleri ve cerrahi alan enfeksiyonlar1 gibi enfeksiyonlara de neden olmaktadir [26].

2.1.5. Diren¢ Durumu

Klebsiella pneumoniae saglikli bireylerde mukozal yiizeylerde kolonize olur ve
hastanede yatan hastalardaki tim Gram-negatif enfeksiyonlarim iigte birinden sorumludur [3].
Hastaneden edinilen izolatlar, ¢oklu ila¢ direnci (MDR) plazmitlerinin edinilmesi nedeniyle
siklikla ¢oklu antibiyotige direnglidir. Klebsiella pneumoniae, genislemis spektrumlu [-
laktamazlar1 (GSBL'ler) kodlayan plazmidleri barindiran en yaygin mikroorganizmalardan
biridir.

SHV-1 enzimi varhigiyla K. pneumoniae ve K. oxytoca; Amoksisilin/Klavulanat,
Tikarsillin ve Ampisilin gibi antimikrobiyallere dogal sekilde direnglidir [19]. Ugiincii kusak
sefalosporinlerin kontrolsiiz kullanimiyla 1983’te Almanya’da SHV-2 adi verilen yeni bir beta-
laktamaz bulunmustur. Ardindan 1986’da Fransa’dan SHV-3 iceren bir sus bildirilmistir [27].

Bu enzimler SHV-1’in mutasyona ugramasi sonucunda olusmustur.

B-laktamazlar, akis proteinleri, dis zar proteinleri, gen replikasyon enzimleri, protein

sentez kompleksleri ve transkriptazlar gibi g¢esitli proteinlerdeki mutasyonlar da antibiyotik



direncine neden olur. Karbapenemleri hidrolize edebilen beta-laktamaz enzimleri ile

karbapenemaz iireten kokenler penisilin ve sefalosporinleri hidrolize eder.

K. oxytoca ayrica kromozomal [-laktamaz asir1 ekspresyonu nedeniyle birgok
antibiyotige de direnglidir. Bunun sonucunda, temosilin hari¢ tiim penisilinlere kars1 olduk¢a
direncli, sefuroksim, sefotaksim, seftriakson ve aztreonama direngli, ancak GSBL hari¢

seftazidime duyarli benzersiz bir anti-inflamatuar ilag elde edilir.

Klebsiella pneumoniae Carbapenemase(KPC) A smifindadir ve klinik olarak en 6nemli
karbapenemazdir. Bakterinin sefalosporinler, penisilinler, aztreonam ve karbapenemlere karsi
direngli olmasini saglar [28]. 1996’da Kuzey Karolina’da KPC-1, 1998’de Maryland’de KPC-
2 kesfedilmistir [29].

Tanimlanan ilk GSBL; TEM-1’dir, bu enzime yonelik seftazidim vb sefalosporinler
gelistirilmistir. 1985 yilinda Fransa’da TEM-3 kesfedilmis, HKE’lere neden olan suslarda
saptanmistir [30]. K. oxytoca kromozomal beta-laktamaz asir1 ekspresyonu nedeniyle ¢oklu
antibiyotige direng gelistirir boylelikle neredeyse tiim penisilinlere karsi yiiksek direngli,

seftriakson, aztreonam, sefuroksim ve sefotaksime direngli hale gelir.

B sinifi karbapenemazlar Zn?* iyonlar icerir ve ‘metallo-beta-laktamazlar’ da denir.
VIM (kromozomal kodlanir), NDM (plazmid aracili) ve IMP bu grupta yer alir. Bu enzimler
aztreonami hidrolize edemez. NDM ilk olarak Yeni Delhi-Hindistan’da K. pneumoniae susunda

kesfedilmistir [31]. NDM-1 enzimi ilk defa 2011 senesinde iilkemizde tanimlanmistir [32].

C sinf1 karbapenemazlar ise ¢ogu Enterobacteriaceae liyelerinde kromozomal olarak
kodlanir ancak plazmid ile aktarilan cesitleri de vardir (6rnegin; CMY, ACT, DHA). Aktif
bolgelerinde ‘serin’ bulunan D sinifi karbapanemazlar ise oksasilini hidrolize eder. Bu nedenle
‘oksasilinaz’ ve ‘OXA-tipi’ de denmektedir [33]. 2001°de ilk olarak iilkemizden bildirilen
OXA-48’in sadece iilkemizde goriildiigli diistiniilmiis ancak Akdeniz iilkelerine de yayilmistir
[34].

Coklu ilag direncine sahip Gram negatif bakterilerin tedavisinde nérotoksisitesi yiiksek
olan Kolistin, kritik durumdaki hastalarin tedavisinde kullanilmaya baslandi. Ancak sik
kullanimindan sonra kolistin direngli Acinetobacter spp. ve Pseudomonas spp. bildirilmistir.

Kolistine kars1 direngli olan K. pneumoniae Avrupa, Kuzey Amerika, Giiney Afrika dahil ¢esitli



bolgelerden bildirilir iken en ¢ok goriilen iilke Yunanistan’dir [35]. Kolistin diren¢ geni olarak
en sik bildirilen mcr-1 dir. Sadece K. pneumoniae’den izole edilip bildirilen genler ise; mcr-3
ve mcr-8dir [33].

Antibiyotik duyarliligi bolgeye gore degistiginden, Klebsiella tiirlerinin antibiyotik
duyarlilik modellerini anlamak ve ilag¢ direncinin hizla yayilmasimi kontrol altina alacak
onlemler almak onemlidir. Direngli suslar mevcut antibiyotiklerle kombinasyon tedavisiyle
tedavi edilebilir. Ancak mevcut antibiyotiklere kars1 direncin ortaya ¢ikmasini ve yayilmasini
azaltmak ic¢in hastanelerde antibiyotik tiiketiminin uygun sekilde yonetilmesi de miithimdir

ayrica hizla artan direngle miicadelede alternatif tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir [36].

2.2. BAKTERIYOFAJ

2.2.1. Tarihge

Bakteriyofajlar (fajlar) dogada en ¢ok bulunan biyolojik topluluklardan biridir ve belirli
hedef bakterileri enfekte edebilen bakteriyel virtisler olarak tanimlanir. Bakteriyofaj
kelimesinin Yunanca karsilig1 “bakteri yiyen”dir [37]. Fajlar, dogadaki bakterilerle simbiyotik
iligkiler kurar ve toprak, su, hava, insan ve diger hayvanlarin bagirsaklar1 dahil olmak tizere

bakteriyel konakeilarin yasadigi her ortamda yaygindir.

Bakteriyofajlarin varligi ilk kez 1896'da Ernest Hankin tarafindan ortaya konuldu. Ganj
ve Jumna Nehri sularinda yiizen kisilerin kolera hastaligina yakalanmadigini farketti Bu
sularinda Vibrio cholerae’ya karsi aktivite gosteren ve bu bakteriyi 6ldiiren bir maddeden sz
etmistir [38]. 2 yil sonra ise Nikolay Gamaleya benzer gézlemi yapmustir. Bu gozlemlerden
sonra Frederick Twort bu bakteri 6ldiiriicii etkinligin bir viriis olabilecegini ilk kez ortaya atan

kisi olmustur ancak hipotezini kanitlayamamistir [39].

Ancak bakteriyofajin tanimlayan ve isimlendiren kisi Felix d'Herelle’dir. 1917 yilinda
Pasteur Enstitiisii'ndeki caligmalar1 ile bakterileri enfekte eden viriisleri tanimlamus,

isimlendirmistir ve diinyaya tanitmistir.

Bakteriyofajlarin temel yapisinin heniiz kesfedilemedigi 20. yiizyilin baslarinda, bu
viriisiin aktif veya canli olup olmadig: ile ilgili sorular yanitsizdi. Emnst Ruska’nin 1933’te

elektron mikroskobunu icat etmis ve 1940°da da Helmunt Ruska, bakteriyofajlari incelemistir
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[40]. Bakteriyofajlart ‘Sperm sekilli’ olarak tanimlamistir ve yapisi hakkindaki ilk bilgiyi

vermistir.

Sekil 2.2: Bakteriyofajlarin elektron mikroskobundaki goriintiisii [41].

2.2.2. Bakteriyofaj Yapisal Ozellikleri ve Stmflandirilmasi

Bakteriyofajlar, konak bakterilerin bulundugu her yerde bulunabilir [42], konak
varliginda canliligini1 koruyup ¢ogalabilirler. Bu baglamda bakteriyofajlar dogal su kaynaklari
(deniz, gol, tath su), lagim sulari, toprak ve hayvanlarin bagirsaklarinda bulunduklar

bilinmektedir[43,44].

2.2.3. Bakteriyofajlarin Morfolojisi ve Siniflandirilmasi

Bakteriyofajlar, genellikle 20 ila 200 nanometre boyutunda olup genetik materyali
iceren basg, boyun ve kuyruk boliimlerinden olusur. Bas bolgesi, niikleik asit molekiillerini igerir
ve bir kapsid igerisindeki yapidan olusur. Kuyruk, fajin konak bakteriye tutunmasini ve genetik
materyalinin bakteriye enjeksiyonunu saglayan bir yapidir. Bakteriyofajlarin neredeyse
%96’lik kism1 kuyruga sahiptir [45]. Fajin niikleik asidi, tek veya g¢ift sarmalli DNA veya
RNA’dir [37]. Kuyruklu fajlarin genetik materyali ¢ift sarmalli DNA’dir. Bu niikleik asidi
‘kapsid’ olarak adlandirilan protein bir kabuk kaplar. Fajin temel bilesenlerini olusturan bu yap1
bakteriyel hiicreleri enfekte etmelerini saglar. Kapsidler ¢ogunlukla altigen seklindedir ve
kapsomerlerden olusur. Fajlar, bakterinin hiicre duvarinda bulunan spesifik reseptorlere kuyruk

fibrilleri ile baglanir. Daha sonra kuyruklari ile niikkleik asitlerini bakteri hiicresine enjekte eder.
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Sekil 2.3: Bakteriyofajlarin yapisi [46].

Avustralyali bir mikrobiyolog olan Macfarlane Burnet bakteriyofajlarin
siniflandirilmasinin onciilerindendir. Burnet 1937 senesinde fajlarin boyut ve fizikokimyasal
farkliliklarini kanitlamistir [47]. Elektron mikroskobunun icadindan sonra ise fajlar incelenerek
morfolojik yapilarina gore klasifikasyon yapilmasi fikrini Holmes Ruska ilk olarak 1943 yilinda
ortaya atmistir. Ardindan 1947 yilinda ise viriisleri 3 familyaya ayirarak; fajlar1 ‘Phagineae’
familyasina koymustur. Horne, Lwoff ve Tournier ise 1962 yilinda bakteriyofajlarin sahip
olduklar1 niikleik asitlere gore siniflandirilmasi gerektigini belirtmislerdrir. David Bradley ise
1967 senesinde bakteriyofajlar1 bag-kuyruk 6zellikleri ve niikleik asit iceriklerine gore A’dan

F’ye kadar alt1 gruba ayirmistir [48].

glolelele

F

Sekil 2.4: Bakteriyofajlarin Bradley Simflandirmasi [48].

1971 yilinda Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi (International Committee on

Taxonomy of Viruses-ICTV), c¢esitli 0Ozelliklerine gore fajlar1  yayinladigi raporda
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siiflandirmistir. Bu raporda fajlar1 kuyruklu ve dsDNA viriisleri, lipid zarli ¢ift sarmalli DNA
ve RNA viriisleri, tek iplikli viriisler olarak ayirmistir [49].

Kuyruklu, dsDNA, Cift zincirli, et Lo
buyik genom orta buyiiklikte genom, Tk iphicl, sk pesom
l lipit zarls |

l

(VNQ@sp) 1seA[rue aeputandal
(VNRISP) ISBAIWE ] 28PLIIAOISAD

(VNQSP) 1SBAJIUIE ] SEPLIABWUISR]d

(VNCISP) 1SBAJIWR  9EPLIIAODIIO)) O

(VNQAsP) 1SBA[IWE ] SBPLIIACAIN [T
(vNQsp)isedpiue sepuisoydig
(VNSP) 1SeA[Ie ] JepLIA0pOd
(VN(ISS) 1SBA[IWE ] SePLIIAOU]
(VNQSS) 1SeAJIUE { SEPLIIACIDIA
(VARISS) 1SEAIUR ] SEPLIAIAST

Sekil 2.5: Bakteriyofajlarin Genomlari ve Morfolojileri [50].

Caudovirales takimina ait 500’1 askin faj, kuyruklu ve ¢ift sarmalli DNA (dsDNA)’ya sahiptir.
Bu takim Myoviridae, Podoviridae ve Siphoviridae olmak {izere ii¢ aileye ayrilir. uzun ve esnek
bir kuyruga sahip olan Siphoviridae ailesi iiyesi fajlar uzun ve esnek yapida bir kuyruga;
Myoviridae ailesi tiyeleri kisa ve ¢ift katmanli kuyruga sahip iken Podoviridae iiyeleri kisa ve

kalin bir kuyruga sahiptir.

2.2.4. Bakteriyofajlarin Yasam Dongiisii

Zorunlu hiicreigi paraziti olan bakteriyofajlarin replikasyonu viriis replikasyonuna
benzer. Fajlar, enfekte ettikleri bakterilerde enfeksiyon yeteneklerine gore lizojenik, litik ve
nan-litik olarak siiflandirilirlar. Litik dongiideki fajlar viriilan fajlar, lizojenik dongiide olan

fajlar ise 1liml1 fajlar olarak nitelendirilir.

Adsorpsiyon, penetrasyon, niikleik asit replikasyonu, viryon olusumu ve konakgi
hiicreden salinma adimlarini icerir. Bakteriyofajlar bakteri tiirlerine 6zgiidiir ve hem Gram
pozitif hem de Gram negatif bakterilere kars1 bakterisidal aktivite gosterirler. Baz1 fajlar sadece
bir bakteri tiirii i¢in spesifik baglanma egilimi gosterirken, bazilar1 da ¢esitli bakteri tiirlerine

kars1 aktivite gosterebilirler. Fajlarin 6zgilliigii, bakterilerin hiicre ylizey reseptorlerinin
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varligina ve ¢esidine gore belirlenir. Bakteriyofajlar enfekte edebildikleri bakteri suslarinda
dort agsamada enfeksiyona neden olur. Bu dort asama adsorbsiyon, penetrasyon, latentlik ve

fajin hiicre disina ¢ikmasidir. Bakteriyofajlarin yasam doéngiilerinde konak bakterilerde iig

sekilde  enfeksiyon  yaparlar:  litik, non-litik  ve  lizojenik  enfeksiyonlar
LITIK DONGU LiZOJENIK DONGU
Ci Konakq bakteri hiicresine
"t (j  faj baglanmas: Hiicre boliinmesi
i : ’ Bakteri DNA' \IO O O AN
Lizis 4 511 $ r >
23 %2 (0O O O O
_l: ot O e < indiiksiyon
@) © \.\ @ S @
%20 %)\ O -
Transkripsiyon ve replikasyon Konak¢1 DNA’nin replikasyonu

Sekil 2.6: Fajlarin Yasam Dongiileri [51].

Adsorbsiyon: Kuyruklu bakteriyofajlar bakterilere kuyruklari araciligiyla baglanirken
kuyruksuz bakteriyofajlar ise bakterilere yiizeyleri araciligiyla baglanir. Bakteri yiizeyindeki
lipoproteinler, pili, lipopolisakkarit, proteinler, teikoik asitler, flagella ve hiicre duvarinin

birgok farkli bilegenleri bakteriyofajlarin adsorpsiyonu igin bolgelerdir.

Penetrasyon: adsorbsiyon sonrasi bakteriyofajin sahip oldugu genetik materyal konak

bakteri hiicresinin igerisine aktarilir.

Latent Dénemi: Bakteriyofajin genetik materyali hiicreye aktarildiktan sonra olgun bir

fajin olusmasi donemini ifade eder. Bu kisimda iireme ve gelisim donemi olmak tizere 2 donem
vardir. Ureme ddneminde; bakteriyofajin kodladigi enzimler sayesinde bakterinin protein
sentezi yapilamaz. Bakteriyofajlar genomlarini kopyalar ancak bu donemde olgun fajlar yoktur.

Gelisim doneminde ise olgun faj olusur.

Lizis ve Disar1 Cikis: Bakteriyofajlarin bakteri hiicrelerini eritip ortaya ¢iktigi donemdir.

Litik fajlar, olgunlastiktan sonra bakteri lizise ugrar ve bakteri parcalanir, fajlar serbst kalir. Bu
asamada non-litik dongii varsa fajlar bakteri hiicresi iginde olusur ama bakteri lizise ugramazlar

ve hiicre duvarindan disar1 ¢ikarlar. Bakteri hiicresi saglam bir sekilde kalir. Lizojenik fajlarda
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ise fajin DNA’s1 bakteriyel DNA’ya entegre olur. Bakteri DNA’s1 replike oldugunda faj da

replike olur. Bu yeni hiicreye de ‘profaj’ ad1 verilir.

2.2.5. Bakteriyofaj Tedauvisi

Bakteriyofajlarin, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi amaciyla kullanimina bakteriyofaj
tedavisi denir. Bu tedavinin temelinde bakterityi enfekte eden viriisiin saflagtirilmasi ve hastaya
verilmesidir. Antibiyotiklere alternatif olan bu tedavi yontemi, giiniimiizde antibiyotiklere
direngli  bakterilerin  sebep oldugu enfeksiyonlarin  tedavisinde arastirilmaktadir.
Bakteriyofajlar, 6zgii olduklari bakterileri hedef alir ve insan hiicrelerini enfekte etmezler. Bu
nedenle potansiyel bir tedavi yontemidir ve bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde etkili bir

¢oOziim olabilir.

Faj tedavisi 1890’11 yillara dayanmaktadir. Bu donemde fajlarin varligi daha net olarak
kanitlanmamisti sadece Jumna ve Ganj Nehirlerinde yiizen kisilerin kolera enfeksiyonuna
yakalanmadigi gozlemlenmisti. 1919 yilinda d’Herelle, Enfants-Malades Hastanesinde 12
yasidaki ¢ocuk hastayr faj tedavisi ile bakteriyel dizanteriden kurtarmistir. Bu basarisinin
ardindan ayni tedaviyi 3 hastaya daha uygulamis ve olumlu sonu¢ almistir. Ayni sekilde
d’Herelle 1921 yilinda Fransa’da Staphylococcus spp.’ye bagl cilt lezyonlarina faj enjekte

etmis ve enfeksiyonlarin geriledigini belirlemistir.

1920°’1i yillarda bakteriyofaj tedavisi yayginlagmis ve ¢esitli hastaliklarin tedavisi
yapilmustir. Bu hastaliklar arasinda hiyarcikli veba, deri enfeksiyonlari, dizanteri, bubonik veba,

kolera ve konjonktivit vardir [52].

Alexander Fleming 1928°de bakteri kiiltiirleri ile calisir iken kiif {ireyen kisimlarda
bakterilerin lireyemedigini fark etmesiyle penisilin kesfedilmistir. Bu sekilde antibiyotikler
kesfedilmis ve insan hayatina girmistir. Kolay elde edilebilir olmasiyla bakteri kaynakli
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaya baglanmistir. Daha ucuza mal edilebilir olasi, hizli
etki goriilmesi, kolay elde edilmesi ve ¢ok ¢esitli bakteri gruplarina etki géstermesi yonleriyle

bakteriyofaj tedavisini geri planda birakmistir.

Antibiyotiklerin altin ¢agi 1940-1970 yillaridir ve tip tarihindeki en 6nemli terapotik
kesif olarak kabul edilmektedir. Ancak antibiyotiklerin kontrolsiiz ve sik kulanimi ile bakteriler
direng gelistirmeye baglamis ve glinlimiizde giderek artmistir. Son yillarda gelisen direng orani

ile yeni antibiyotik kesif oran1 karsilastirildiginda, antibiyotikler yetersiz kalmakta ve bakteriyel
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enfeksiyonlar nedeniyle hayatin1 kaybeden kisi sayis1 giderek artmakadir. Bu nedenle bakteri
etkenli enfeksiyonlarin tedavisinde yeni alternatif yontemlere ihtiyag duyulmaktadir.
Bakeriyofaj tedavisinin giderek artmakta olan antibakteriyel direngle miicadelede umut vaat

eden bir yontem olacag diistiniilmektedir [53].

2.2.6. Antibiyotik ile Bakteriyofaj Tedavisinin Karsilastirilmasi

- Bakteriyofajlar, spesifik bakteri tiirlerine 6zgiidiir, sadece hedef bakteriyi enfekte
ederek yok eder. Ancak antibiyotiklerin genis bir etki spektrumu vardir. Bu nedenle sadece
hedef bakteriyi degil mikrobiyotada bulunan sagliimiza olumlu yonde katkida bulunan

bakterilerinde eliminasyonuna neden olur.

- Antibiyotiklere kiyasla bakteriyofajlarin insan sagligina istenmeyen bir etkisi

bildirilmemistir. Bu nedenle proflaktik amagla da kullanilabilirler.

- Bakteriler antibiyotiklere karsi hizla direng gelistirebilir ancak bakteriyofajlara karsi

direng gelisimi kanitlanmamustir.
- Bakteriyofajlarin maliyetleri antibiyotikler ile kiyaslandiginda daha azdir.

-Etki mekanizmalar1 kiyaslandiginda ise antibiyotikler bakterisidal ya da bakteriyostatik

etki gosterir, tedavi amagl kullanilan litik fajlar bakterisidal etkinlik gdsterir.

- Bakteriyel hastaliklarin tedavisinde antibiyotiklerin belirli dozlarda ve uzun zaman
kullanilmas: gerekir fakat bakteriyofaj tedavisinde tek doz uygulamada dahi olumlu etkiler
gozlenir. Hedef bakteri igerisindeki fajlar iistsel olarak g¢ogalir ve hiicreden c¢ikip diger

bakterileri enfekte eder.

- Genis etki spektrumuna sahip antibiyotikler, hastalik etkeni belirlenmeden tedavi
amagla kullanilmaya baslanabilir ancak bakteriyofajlar bakteri tiirlerine spesifik olduklari i¢in,

onceklikle bakterinin dogru tanimlanmasi ve fajin etkiliginin belirlenmesi gerekir.
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3.1. KULLANILAN ARAC VE GERECLER

Steril plastik 6ze (Looplast,Italy)

-80 °C derin dondurucu (Nuve)

+4°C buzdolab1 (Niive)
Calkalamali etiiv
Otoklav(Niive)

Gtivenlik kabini (Niive)
Hassas terazi(KERN)
Benmari (Niive)
Santrifiij (Hettich)

Steril bisturi ucu

Steril ekiivyon

Vorteks (Dlab Scientific)
Mikropipet (Transferpette)
Pipet uclar1

Cam tiip

2 bolmeli Petri kab1

Tek bolmeli Petri kabi

0,22 enjektor uglu filtre

50 ml’lik steril Falkon tiipti (Greiner)

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

3.2. KULLANILAN BESIiYERLERI

Triptik Soya Agar-TSA (Biolab, Macaristan)
Triptik Soya Buyyon-TSB

%0.4’1ik Yumusak TSA(Yari-kat1)

Brucella Broth (Condalab, Madrid)
MacConkey Agar (Oxoid)

Mueller Hinton Agar (Biolab)

3.2.1. Kullamlan Besiyerlerinin Hazirlanmasi

TSB besiyeri firma Onerileri dogrultusunda 1 litrede 30 gram besiyeri tozu olacak
sekilde distile su ile hazirlandi. Ardindan 120°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. TSA
hazirlanmasi i¢in 1 litreye 15 gram, yar1 katt TSA hazirlanmas: i¢in ise 100 mL’ye 0.4 gram
toz agar ilave edildi ve 121 °C’de 20 dakika otoklavlandi. Hazirlanan besiyerleri galismalarda

kullanmilmak tizere +4°C’lik buzdolabinda sakland.

3.3. Bakteri izolatlarinin Secilmesi

Calismamiza, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari I ve Prof. Dr. Murat Dilmener Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvart II’ye
cesitli servis, yogun bakim tiniteleri ve polikliniklerinden bir yillik (Ocak 2023-Ocak2024) siire
araliginda gelen kan kiiltiirli 6rneklerinde iiremis ve koleksiyona kaldirilmis olan 48 Klebsiella
pneumoniae ve 52 Klebsiella spp. olmak {izere toplam 100 izolat dahil edildi. Klebsiella
izolatlarmin antibiyotik duyarliliklar1 disk difiizyon yontemi ile belirlendi; European

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) Onerileri dogrultusunda
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sonuglar Duyarli (S), Direngli (R) olarak belirlendi. Aynm1 hastadan izole edilen izolatlar

calismaya dahil edilmedi, her hastanin bir izolat1 ¢alismaya alindu.

3.4. BAKTERI KULTURLERININ HAZIRLANMASI

Calisma oOncesi -80°C’de koleksiyonda saklanan Klebsiella izolatlar1 ¢ikarilip azaltma
metodu ile TSA besiyerine ekim yapilarak 18-24 saat 37°C ‘de inkiibe edildi. Saf kolonilerden
oze yardimu ile steril tuzlu su igerisinde 0.5 McFarland bulanik standartina(10® kob/mL) uygun
olacak sekilde s1vi1 bakteri siispansiyonlari hazirlandi. igerisinde 5 ml TSB besiyeri bulunan
tiipe bakterili siispansiyondan 1 6ze dolusu (10 pL) alinarak ilave edildi. Bu tip gozle
goriilebilir 0.5 McFarland bulanik standartina gelene kadar 37°C ¢alkalamali etiivde inkiibe
edildi.

3.5. BAKTERIYOFAJ ETKINLIiGININ BELIRLENMESI

Bu arastirmada, Onceki tez ¢alismamizda [13] atik sulardan g¢ok-ilaca-direngli K.
pneumoniae’ye 6zgii izole edilen ve KPF6 faj1 olarak isimlendirdigimiz bir bakteriyofajin kan
kiiltiriinden izole edildi 100 Klebsiella izolatlarina olan etkinligi spot test yontemi ile arastirildi
[54]. Bu yontemde TSB, TSA ve yari katit TSA besiyerleri kullanildi. Calisma sirasinda yari
katt TSA’nin donmamasi igin; 2.5 ml besiyeri konulmus cam tiipler 40°C‘de benmaride
bekletildi. TSB’de igerisinde bakteriler 0.5 McFarland standardina ulasana ¢alkalamali etiivde
bekledildi ve buradan 50 uLL benmaride bekleyen yar1 kati TSA besiyeri lizerine ilave edildi.
Bakteri ve yar1 katt TSA karisimimin homojenligini saglamak amaciyla cam tiip vortekslendi.
Calismamizda 2 bolmeli petriler kullanildi ve hazirladigimiz TSA besiyeri bu bolmelere esit
olarak dagitildi. Yar1 kati-bakteri karigimi, TSA besiyerinin lizerine dokiildii ve giivenlik
kabininde kurumasi bekletildi. KPF-6 olarak isimlendirilen fajdan mikropipet yardimi ile 10
uL alinarak donmus olan yari-kat1 agarlarin {izerine damlatildi. Petriler 10 dakika kadar kabin
igerisinde bekletildi ve kuruduktan sonra 37°C’de 18 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi faj
plaklarinin varligi arastirildi. Bakteriyofajin damlatildig1 yerde faj plagi olugmasi ve bakteri
tirememesi faj etkili; faj plagi olusmayip bakteri iiremesi ise faj etkisiz olarak degerlendirildi

(Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. bakteriyofajin etkili oldugu bakteri ve olusan faj plagi (sol), bakteriyofajin etkisiz
oldugu bakteri (sag) (Calismamizdan)

3.5.1. Tek Plak Izolasyonu ile Faj Saflastirilmasi

Klebsiella izolatlarinda gézlemledigimiz saf faj plaginin seffaf kismini steril bistiiri ucu
ile petriden kesilip alindi. Kesilen kisim, igerisinde 3ml TSB olan 50 mL’lik steril falkon tiipiine
alind1. Falkon tiipii vortekslendi ve 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra tiipe 100
uL sivi bakteri kiiltiiriinden eklendi ve faj — bakteri adsorbsiyonu i¢in tekrar vortekslendi. Tiipe
5 mL daha TSB eklenerek 37°C etiivde 18 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda
besiyeri ve hiicre atiklarinin uzaklastirilmast i¢in 10 dakika 5000 rpm’de santrifiij edildi.
Bakteriyofajin saflastirilmasi icin iist siv1 0.22 um por ¢aplt enjektdr uglu filtreden gecirilerek
baska bir steril falkon tiipiine alindi. Calismalarda kullanmak i¢in +4 °C buzdolabinda muhafaza
edildi.

3.5.2. Bakteriyofaj Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Tek plak izolasyonuyla saflagtirilmis KPF-6 bakteriyofajinin konsantrasyonunu
hesaplanmak amaciyla ‘ikili agar kaplama metodu’ kullanild1. Ilk olarak bakteriyofajin siralt
diliisyonlar1 (10, 102,.. 107) hazirlandi. Calkalamali etiivde 0.5 McFarland bulaniklik
standardina ulagsan bakteri kiiltiirinden 100 pL, sirali diliisyonu yapilmis bakteriyofaj
soliisyonundan 200 pL alinarak, igerisinde 5 ml yar1 katt TSA bulunan tiipe konuldu (her
diliisyonda ayni islem ayr1 ayr1 gerceklestirildi). igerisinde besiyeri, faj ve bakteri bulunan tiip

vorteks ile iyice karistirildi ve TSA bulunan petriye (tek bolmeli petri kabi) yayildi.
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Oda sicakliginda 15 dakika bekletildikten sonra 37 °C etiive kaldirildi, 18 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda petride olusan faj plaklar1 sayild.

Plak Olusturan Birim / mL = Plak Sayis1 X Diliisyon / Eklenen Faj Miktari
(pob/mL) (mL)

Yukarida verilen formiil ile bakteriyofajlarin pob/mL cinsinden bakteriyofaj

konsantrasyonu hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. iIZOLATLARIN ANTIBiYOTiK DUYARLILIKLARI

Calismamiza, bir yillik (Ocak 2023-Ocak2024) siire araliginda kan kiiltiirlerinde tireyen
ve koleksiyona kaldirilmis olan 48 Klebsiella pneumoniae ve 52 Klebsiella spp. olmak {izere
toplam 100 izolat dahil edildi. Bu izolatlarin EUCAST kriterlerine gore test edilmis
antibiyotikler i¢in direng oranlar1 Tablo 4.2 ve Sekil 4.1°de gosterildi. Calismaya dahil ettigimiz
K. pneumoniae izolatlarimiz sirasiyla IMP (%87,5), MEM (%87,5), ETP (%91,66), CAZ
(%93,75), CRO (%93,75), CTX (%93,75), FEP (%93,75), CXM (%93,75), AMP (%100),
AMC (%95,83), TZP (9%93,75), AK (%91,66), CN (%89,58), SXT (%95,83), CIP (%95,83) ne;
Klebsiella spp. izolatlarimizdan sirasiyla IMP (%34,61), MEM (%42,30), ETP (%63,45), CAZ
(%75), CRO (%75), CTX (%76,92), FEP (%75), CXM (%76,92), AMP (%100), AMC
(%80,76), TZP (%65,38), AK(%53,84), CN (%67,30), SXT (%5,76), CIP (%71,15)’ne daha

yiiksek direng oranlarina sahipti.

Klebsiella izolatlarimizda karbapenemler i¢in direng orani ortalama %67 ve
sefalosporinler ig¢in ise ortalama %84’idi. Bu oranlar K. pneumoniae izolatlarimizda
karbapenemler i¢in ortalama %89,58 ve Klebsiella spp. izolatlarimizda ise, ortalama
%46,15’idi. Sefalosporinler i¢in ise K. pneumoniae i¢in ortalama %93.75, Klebsiella spp.
izolatlarimizda ortalama %75’idi. K. pneumoniae ve Klebsiella spp. izolatlarimiz sirasiyla
aminoglikozitlerden AK’ne %91,66 ve %53,84; CN’ye %89,58 ve %67,30 diren¢ oranlarina
sahipti. STX’e diren¢ oranlart K. pneumoniae izolatlarinda %95,83 ve Klebsiella spp.
izolatlarinda ise %5,76’idi. K. pneumoniae %95,83 ve Klebsiella spp. izolatlar1 %71,15 CIP
direng oranlarina sahipti (Tablo 4.3 ve Sekil 4.2).
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Tablo 4.1: Klebsiella izolatlarimin (K1-K100) antibiyotik duyarhliklari.

SXT | CIP

CN

AK

CXM | AMP | AMC | TZP

FEP

CAZ | CRO | CTX

ETP

MEM

IMP

tibiyotik

Bakteri

K1

K2

K3

K4

K5

K6

K7

K8

K9

K10
K11
K12
K13
K14
K15
K16
K17
K18
K19
K20
K21
K22
K23
K24
K25
K26
K27
K28
K29
K30
K31
K32
K33
K34
K35
K36
K37
K38
K39
K40
K41
K42
K43
K44
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SXT | CIP

CN

AK

CXM | AMP | AMC | TZP

FEP

CAZ | CRO | CTX

ETP

MEM

IMP

tibiyotik

Bakteri

K45
K46
K47
K48
K49
K50
K51
K52
K53
K54
K55
K56
K57
K58
K59
K60
K61
K62
K63
K64
K65
K66
K67
K68
K69
K70
K71
K72
K73
K74
K75
K76
K77
K78
K79
K80
K81
K82
K83
K84
K85
K86
K87
K88
K89
K90
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CIP

SXT

CN

AK

CXM | AMP | AMC | TZP

FEP

CRO | CTX

CAZ

ETP

MEM

IMP

R

tibiyotik

Bakteri

K91
K92
K93
K94
K95
K96
K97
K98
K99
K100




Tablo 4.2: Calismaya ahinan kan Kkiiltiirlerinden izole edilen K. pneumoniae ve Klebsiella spp.

izolatlarinin antibiyotik diren¢ profilleri.
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Bakteri Klebsiella pneumoniae (48) Klebsiella spp. (52)

Antibiyofi

IMP  n (%) 42 (87,5) 18 (34,61)
MEM N (%) 42 (87,5) 22 (42,30)
ETP N (%) 44 (91,66) 33 (63,46)
CAZN (%) 45 (93,75) 39 (75)
CRO N (%) 45 (93,75) 39 (75)
CTX N (%) 45 (93,75) 40 (76,92)
FEP N (%) 45 (93,75) 39 (75)
CXM N (%) 45 (93,75) 40 (76,92)
AMP N (%) 48 (100) 52 (100)
AMC N (%) 46 (95,83) 42 (80,76)
TZP N (%) 45 (93,75) 34 (65,38)
AK N (%) 44 (91,66) 28 (53,84)
CN N (%) 43 (89,58) 35 (67,30)
SXT N (%) 46 (95,83) 3 (5,76)
CIP N (%) 46 (95,83) 37 (71,15)

Imipenem (IPM), Meropenem (MEM), Ertapenem (ETP), Seftazidim (CAZ), Seftriakson (CRO), Sefotaksim

(CTX), Sefepim (FEP), Sefuroksim (CXM), Ampisilin (AMP), Amoksilin/Klavulonat (AMC),

Piperasilin/Tazobaktam (TZP), Amikasin (AK), Gentamisin (CN), Trimetoprimsulfametoksazol (SXT),
Siprofloksasin (CIP)
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Sekil 4.1: K. pneumoniae ve Klebsiella spp. izolatlarimin antibiyotik diren¢ durumlari.

Tablo 4.3: K. pneumoniae ve Klebsiella spp. izolatlarinin karbapenemlere ve sefalosporinlere
diren¢ durumlari.

K. pneumoniae | Klebsiella spp. | Toplam
Karbapenemlere Direncli 43 (%89,58) 24 (%46,15) 67
Sefalosporinlere Direncli 45 (%93.75) 39 (%75) 84

100

80

60

40

20

0
Karbapenemlere Direncli Sefalosporinlere Direncli
B K. pneumoiae 48 M Klebsiella spp 52

Sekil 4.2: K. pneumoniae ve Klebsiella spp. izolatlarinin karbapenemlere ve sefalosporinlere
diren¢ durumlari
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4.2. KPF-6 BAKTERIYOFAJININ KONSANTRASYONU

KPF-6 fajinin pob/mL cinsinden konsantrasyonun saptamak amaciyla ‘ikili agar

kaplama metodu’ 3.5.2°de agiklandig1 gibi yapildi ve hesapland1 (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 : Saf faj plagimin steril bistiiri ucu ile alinmasi (Sol), ikili agar kaplama metodu olusan
faj plaklar: (Sag)

Bakteriyofajin konsantrasyonu 1,4 x 108 pob/mL olarak hesaplandi.

4.3. KPF-6 BAKTERIYOFAJININ ETKINLIGi

Bu calismada, 6nceki ¢alismamizda atik sulardan ¢oklu ilag direngli K. pneumoniae
konak bakteri kullanilarak izole edilen ve —80°Cde muhafaza edilen KPF6 faji olarak
isimlendirdigmiz hazir faj [13] kullanildi. KPF6 fajinin farkli diren¢ oranlarina sahip 100

Klebsiella izolatina olan etkinligi spot test yontemi ile saptandi.

Calismaya alinan farkli direng oranlarina sahip Klebsiella izolatlarina KPF-6 fajinin,
%74 oraninda etkili oldugu bulundu. KPF-6 fajin etkinlik oranlar1 K. pneumoniae ve Klebsiella
spp. izolatlari igin ise sirasiyla %79,16 ve %69,23 olarak tespit edildi (Tablo 4.4 ve Sekil 4.4).

Tablo 4.4: KPF-6 fajimin K. pneumoniae ve Klebsiella spp. izolatlarina etkinligi.

KPF-6 Faj etkinligi Toplam izolat
K. pneumoniae | 38 (%79,16) 48
Klebsiella spp. 36 (%69,23) 52
Toplam 74 100
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K. pneumoniae Klebsiella. spp.

Sekil 4.4: KPF-6 fajinin K. pneumoniae ve Klebsiella spp. izolatlarina etkinligi

Karbapenem direngli 67 Klebsiella izolatimizin 48 (%71,6) ’ine KPF-6 fajinin etkili
oldugu bulundu. Faj etkinligi karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinda (%68,75) ve
karbapenem direngli Klebsiella spp. izolatlarindan (%31,25) ise daha yiiksek bulundu. Bunun
nedeni faj etkili karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinin sayisi Klebsiella spp.
izolatlarindan daha yiiksekti. Karbapenem duyarli 33 Klebsiella izolatlarimizin 26
(%78,78)’sina  KPF-6 faji etkiliydi. Faj etkinligi karbapenem duyarli K. pneumoniae
izolatlarimizda % 19,23 ve karbapenem duyarli Klebsiella spp. izolatlarimizda ise %80,76
oraninda daha yiiksek tespit edildi. (Tablo 4.5 ve Sekil 4.5). Bu nedenle istatiksel olarak Ki-
kare istatistigi 16.5542'dir. P degeri 0,000047'dir. P < 0,05'te anlaml1 goziikse de Karbapenem

duyarli izolatlar arasinda K. pneumoniae izolatlarimizin sayisi sadece besti.

Tablo 4.5: KPF-6’n1n etkili oldugu Klebsiella izolatlarinin karbapenem duyarhhgr.

KPF-6 Faj etkinligi Toplam
Bakteri K. pneumoniae Klebsiella spp.
Karbapenem direncli 33 (%68,75) 15 (%31,25) 48
Karbapenem duyarh 5 (%19,23) 21 (% 80,76) 26
Toplam 38 36 74
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K. Klebsiella sp.
pneumoniae

Karbapenem direngli (48)

Sekil 4.5: KPF-6 fajinin Karbapenem direngli ve duyarh K. pneumoniae ve Klebsiella spp

izolatlarinin etkinligi.

Sefalosporinlere direngli 84 Klebsiella izolatinin 58 (%69,4) ’ine KPF-6 fajinin etkili

oldugu bulundu. Faj etkinligi, sefalosporin direngli K. pneumoniae izolatlarinda %60,34 ve

K. Klebsiella sp.
pneumoniae

Karbapenem duyarli (26)

Klebsiella spp. izolatlarinda %39,65 oraninda tespit edildi (Tablo 4.6 ve Sekil 4.6).

KPF-6 faj1 sefalosporinlere duyarli 16 Klebsiella izolatina etkiliydi. Faj, bunlardan
sefalosporinlere duyarli 3 (%18,75) K. pneumoniae ‘ye ve sefalosporinlere duyarli 13 (%81,25)

Klebsiella spp. izolatina etkili oldu (Tablo 4.6 ve Sekil 4.6).

Tablo 4.6 KPF-6 fajimin Sefalosporin direngli K. pneumoniae ve Klebsiella spp. izolatlarina

etkinligi.
KPF-6 Faj etkinligi Toplam
Bakteri K. pneumoniae Klebsiella spp.
Sefalosporinlere direncli 35 (%60,34) 23 (%39,65) 58
Sefalosporinlere duyarh 3 (%18,75) 13 (% 81,23) 16
Toplam 38 36 74
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K. pneumoniae  Klebsiellasp. K. pneumoniae Klebsiella sp.

Sefalosporinlere Direngli (58) Sefalosporinlere Duyarli (16)

Sekil 4.6: KPF-6 fajinin Sefalosporin direngli K. pneumoniae ve Klebsiella spp. izolatlarinin
etkinligi.

KPF-6 fajinin amikasine direngli 51, gentamisine direngli 55 ve siproofloksasine

direngli 58 Klebsiella izolatina etkili oldugu tespit edildi.

4.4. KPF-6 BAKTERIYOFAJIN ETKIiSiZ KALDIGI iZOLATLAR

KPF-6 faj1, caligmaya alinan farkli direng oranlarina sahip Klebsiella izolatlarina, % 74

oraninda etkili olmasina ragmen %26 oraninda etkisiz bulundu.

80,00
60,00
40,00

20,00

0,00
K. pneumoiae (48) Klebsiella. spp (52)
mEtkili mEtkisiz

Sekil 4.7: KPF-6 fajimin K. pneumoniae ve Klebsiella spp. izolatlarinin etkinligi
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Faj etkisiz izolatlarin 10 (%20,83)’u K. pneumoniae ve 16 (%30,76)’s1 Klebsiella
spp.’dir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7: KPF-6 fajimin etkisiz kaldig1 Klebsiella izolatlari.

KPF-6 Faj etkisizligi Toplam
K. pneumoiniae 10 (%20,83) 48
Klebsiella spp 16 (%30,76) 52
Toplam 26 100

Karbapenem direncli izolatlarda %28,35 (67/19) oraninda faj etkisiz kaldi. Faj etkisiz
karbapenem direngli izolatlarin 9’u (%47,36) K. pneumoniae, 10’u (%%52,63) Klebsiella
spp.’idi. Ayrica karbapenem duyarli Klebsiella spp. izolatinda da faj etkisiz kaldi. Bunun
muhtemel nedeni KPF 6 faji ¢oklu ilag direngli K. pneumoniae izolatina spesifik izole edilmisti.

KPF-6 fajinin etkisiz kaldigi karbapenem duyarli K. pneumoniae izolatimiz yoktu (Sekil 4.8).

100
100

80

60
40 47,36 5283

20

0

K. pneumoniae Klebsiella spp. Klebsiella spp.
Karbapenem direngli (19) Karbapenem duyarl (7)

Sekil 4.8: KPF-6 fajinin karbapenem direncli ve duyarh K. pneumoniae ve Klebsiella spp
izolatlarina olan etkisizligi
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KPF-6 fajinin etkisiz kaldig1 26 izolat sefalosporinlere direngliydi. Bunlarin 10°u K.
pneumoniae ve 16’s1 Klebsiella spp.’idi. Fajin etkisiz kaldigi sefolosporinlere duyarl izolat
tespit edilmedi (Sekil 4.9).

70
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40
30
20

10

K.pneumoniae Klebsiella spp.

Sefolosporinlere direngli (26)
Sekil 4.9: KPF-6 fajinin sefalosporin direncli K. pneumoniae ve Klebsiella spp izolatlarina olan

etkisizligi

Faj etkisiz izolatlarimizin 21’1 amikasine, 23’{i gentamisine ve 25’1 siproofloksasine

direngliydi.




33

Sekil 4.10: Spot test yontemi ile KPF-6 fajinin etkinlikleri (Calismamizdan)
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5. TARTISMA

K. pneumoniae, ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis kisiler arasinda, toplumdan
edinilen ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin baskin bir nedenidir. MDR izolatlarin artan
varlig1, antimikrobiyal ajanlarin etkinligini 6nemli 6l¢iide etkilemistir ve bu izolatlarla meydana
gelen enfeksiyonlarin tedavisini de zorlastirmaktadir. Bu durum, halk saglig1 i¢in 6nemli bir

tehdit olusturmaktadir.

Bu ¢alismaya, bir yillik siirede kan kiiltiirlerinde iireyen ve koleksiyona kaldirilmis olan
Klebsiella izolatlar dahil edilmistir. Izolatlarimizda direng oranlar oldukea yiiksekti. izolatlar,
karbapenemler i¢in ortalama %67 ve sefalosporinler i¢in ise ortalama %84 direng¢ oranlarina
sahipti. Bu oranlar karbapenemler i¢in K. pneumoniae izolatlarinda % 89,58 ve Klebsiella spp.
izolatlarinda %46,15 ve sefalosporinler i¢in ise, K. pneumoniae izolatlarinda %93.75 ve
Klebsiella spp izolatlarinda %75’idi (Tablo 4.3 ve Sekil 4.2). Ayrica K. pneumoniae ve
Klebsiella spp. izolatlarimiz sirasiyla amikasine %91,66 ve %53,84; gentamisine %89,58 ve
%67,30; siproofloksasine %95,83 ve %71,15; trimetoprimsulfametoksazole ise %95,83 ve
%S5,76 oranlarinda bir dirence sahipti (Tablo 4.2 ve Sekil 4.1).

Ulusal Saglik Hizmeti Iliskili Enfeksiyonlar Siirveyans Agi (USHIESA)'nm 2022
yilinda yayinladigi enfeksiyon etkenleri ve direng oranlar verilerine gore, Tiirkiye genelinde;
tiim Klebsiella pneumoniae’lerde karbapenem direnci %66,56 dir. Ozel hastaneler, egitim ve
arastirma hastaneleri, devlet hastaneleri ve iiniversite hastaneleri bu verilere dahil edilmistir.
Saglik Bakanhigi, Devlet Hastanelerinde karbapenem direng orani %72,26; Universite
Hastanelerinde %67.75; Saglik Bakanlig1 Egitim ve Arastirma Hastanelerinde %65,56 iken bu
oranmn Ozel Hastanelerde %57,48 oldugu bildirilmistir [55].

DSO’niin 2024 yilinda yayinladig: dncelikli patojenler listesinde, antimikrobiyallere
direng kazanan ve insan saglig1 agisindan ciddi tehdit olusturan mikroorganizmalar arasinda
kritik grupta karbapenem direngli ve 3. Kusak sefalosporin direngli Enterobacterales ailesi
tiyeleri yer almaktadir [1]. Klebsiella tiirleri de bu ailenin bir iyesidir. Antibiyotik direnci diinya
capinda giderek yayginlastigindan, patojenik bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi etmek igin

bakteriyofajlarin kullanimi1 son zamanlarda dikkat ¢cekmektedir.
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Direncli K. pneumoniae izolatlarin etkin bir sekilde kontrol altina alinmasi i¢in alternatif
tedavi yoOntemleri arayisi, son yillarda artan bir sekilde Onem kazanmistir. Bakteriyel
enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in bakteriyel viriisleri (bakteriyofaj) kullanan faj tedavisi
uygulamasi neredeyse bir asirdir mevcuttur. Bakteriyel patojenlere kars1 antibiyotik direncinde
devam eden artigin listesinden gelmek icin, potansiyel bir strateji olarak faj uygulamasinin
yeniden gozden gecirilmesi konusu, c¢oklu ilaca direngli Klebsiella tiirleriyle miicadelede
potansiyel bir ¢oziim olarak degerlendirilmektedir [56]. Bakteriyofajlar, 6zellikle bakterileri
hedef alan ve enfekte eden viriislerdir. Yararl bakterilere zarar vermeden bakteriyel patojenleri
secici olarak 6ldiirme yetenekleri sayesinde potansiyel terapotik ajanlar olarak her zaman biiyilik

ilgi topladilar.

Bu calismada atik sudan izole edilen K. pneumoniae’ye etkili “KPF-6” olarak
isimlendirdigimiz bakteriyofajimizin kan kiiltiirlerinden izole edilen farkli diren¢ oranlarina
sahip Klebsiella izolatlarina %74 oraninda etkili oldugu bulundu. K. pneumoniae’ye karsi
etkinligi %79,16 ve Klebsiella spp izolatlarina etkinligi ise %69,23 olarak tespit edildi (Tablo
4.3 ve Sekil 4.4).

KPF-6 faji karbapenem direngli Klebsiella izolatlarinin %71,6’sina etkili oldu.
Karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinda (%68,75) faj etkinligi Klebsiella spp.
izolatlarindan (%31,25) daha yiiksek bulundu. Bunun nedeni faj etkili karbapenem direngli K.
pneumoniae izolatlarinin sayisi Klebsiella spp. izolatlarindan daha yiiksekti (Tablo 4.5 ve Sekil
4.5).

Karbapenem duyarli Klebsiella izolatlarimin %78,78’de KPF-6 faji etkiliydi.
Karbapenem duyarli Klebsiella spp. izolatlarimizda (%80,76) faj etkinligi ise, K. pneumoniae
izolatlarindan (% 19,23) daha ytiksekti. Ancak karbapenem duyarli izolatlar arasinda K.

pneumoniae izolatlarimizin sayisi (sadece 5) diistiktii

KPF-6 fajinin sefalosporinlere direngli Klebsiella izolatlarinin %69,4‘ne etkili oldugu
bulundu. Faj etkinligi, sefalosporin direngli K. pneumoniae izolatlarinda %60,34 ve Klebsiella
spp. izolatlarinda %39,65 oraninda tespit edildi. Faj etkili sefalosporinlere duyarli Klebsiella
izolatlarindan 3 (%18,75)’i K. pneumoniae ve 13 (%81,25)’l ise Klebsiella spp. izolatiyd:
(Tablo 4.6 ve Sekil 4.6). Ayrica 51 amikasine direngli, 55 gentamisine direngli ve 58
siproofloksasine direngli Klebsiella izolatina KPF-6 fajinin etkili oldugu tespit edildi.
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Bu sonuglar umut vericidir. Bakteriyofaj tedavisinin antibiyotige direncli patojen

Klebsiella tiirlerine kars1 uygulanabilir bir potansiyel tedavi stratejisi sunmaktadir.

Bulgularimiz, bakteriyofajlarin ilaca direngli K. pneumoniae'ye karsi etkinligini

gosteren dnceki arastirmalarla da uyumludur.

Michodigni ve arkadaslari, imipenem ile kombinasyon halindeki iki fajli kokteylin, in
vitro karbapenemaz iireten K. pneumoniae biiylimesindeki artis1 sinerjistik olarak

geciktirebildigini gosterdi [57].

Peng ve arkadaslari, ¢oklu ilaca direngli K. pneumoniae klinik izolatlarin1 hedef alan
izole ettikleri bir faj vB_KleM KB2 fajinin K. pneumoniae'nin ¢oklu ilaca direngli izolatlarinin

neden oldugu hastaligin kontrolii i¢in umut verici bir alternatif oldugunu bildirmislerdir [58].

Lin ve arkadaslar1 ¢calismalarinda, antimikrobiyal direngle miicadelede faj tedavisinin
daha genis etkilerine iliskin degerli bilgiler sunmuslardir [59]. Kondo ve arkadaslarinin
calismasinda, klinik 6rneklerden elde edilen IMP-6 iireten K. pneumoniae bakterilerine karsi
potansiyel bir tedavi ajan1 olarak kullanilabilecek 29 yeni izole ettikleri bakteriyofaj terapisinin
potansiyeli arastirilmis ve bu bakteriyofajlarin genis bir genetik cesitlilige ve potansiyel olarak

etkili antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir [60].

Gan ve arkadaslar ¢alismalarinda, iki fajdan olusan bir kokteyl kullanarak bir fare
enfeksiyonu modelinde pnomoninin erken evresi igin, bariz yan etkileri tesvik etmeden etkili

bir tedavi sagladiklarini bildirdiler [61].

Martins ve arkadaglarinin ¢aligmasinda sekiz litik fajdan olusan bir faj kokteyli,
insanlarda potansiyel kullanim icin karakterize edildi. Dort farkli iilkeden klinik
enfeksiyonlardan toplanan farkli genetik gegmislere sahip 56 K. pneumoniae izolatlarindan
olusan bir koleksiyon kullanilarak bu yaklasimin etkinligi arastirildi. Direncli olan bu bakteri
klonu ile meydana gelen insan enfeksiyonlarina karsi potansiyel etkili bir ¢ézliim olacag:

gosterildi [62].

Bu calismalar ve daha pek ¢ok c¢alismada, K. pneumoniae fajlarin diger direngli
Klebsiella tiirleri izerindeki etkinligi arastirilmis ve elde ettikleri bulgular fajlarin alternatif
tedavi potansiyeline 151k tutmustur. Faj terapisinin klinik ortamlarda uygulanmasi, ¢oklu ilaca
direngli Klebsiella tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde timit verici sonuglar

vermektedir. Calismalar arasindaki tutarlilik, bakteriyofajlarin antibiyotik direnciyle
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miicadelede cesitli ¢coklu ilaca direngli bakteriyel patojenlere karsi etkinligini ve terapdtik

potansiyelini ortaya koymaktadir.

In vitro calismamizda, K. pneumoniae'ye 6zgii “KPF-6” litik fajin farkli antibiyotiklere
direngli Klebsiella izolatlarim1 enfekte etme ve Oldiirme yetenegini ortaya koyduk.
Bulgularimiz, KPF-6 fajimizin, antibiyotik diren¢ profillerine bakilmaksizin test edilen tiim
Klebsiella izolatlarinda bakteri sayisimi etkili bir sekilde azaltarak genis konakg¢i araligi

aktivitesi sergiledigini gosterdi.

Ancak faj calismalarinda gozlemlenen umut verici sonuglara ragmen, faj stabilitesi,
konakg1 araligi spesifikligi ve bakteri izolatlar1 tarafindan faj direncinin gelistirilmesi gibi

onemli zorluklar vardir [63].

Bizim calismamizda da, KPF-6 faji, calismaya alinan farkli diren¢ oranlarina sahip
Klebsiella izolatlarina % 74 oraninda etkili bulunmasina ragmen %26 oraninda etkisiz kaldu.
Fajin etkisiz kaldigi karbapenem direngli izolatlarin 9’u K. pneumoniae, 10’u Klebsiella
spp.’idi. KPF-6 faj1, ¢oklu ilag direngli 6zellikle karbapenem direngli K. pneumoniae’yi hedef
alan bir fajdi. Sadece 9 karbapenem direngli K. pneumoniae’ye etkisiz kaldi bu 6nemli bir
sonugtur. Hatta Klebsiella spp. izolatlarindal0 izolata ve karbapenem duyarli 7 Klebsiella spp.
izolatina etkisiz kald1. Bu etkili bir fajda bekledigimiz bir sonugctur. Ilging olan faj etkisiz kalan
izolatlarimizin hepsi sefalosporinlere direncliydi. Ayrica faj etkisiz izolatlarimizin 21’1

amikasine, 23’1 gentamisine ve 25’1 siproofloksasine direngliydi.

Bakteri susunun tam olarak hedeflenmesi olarak bilinen faj spesifikligi, faj tedavilerinin
basaril bir sekilde uygulanmasinin 6niinde 6nemli bir engel olabilir. Bu 6zgiilliik, kuyruk lifleri
tizerinde yer alan faj reseptor baglayici proteinler ile duyarli bakteri konakg hiicre ylizeyinde
kodlanan faj reseptorleri arasindaki tanimadaki anahtar adimla dogrudan baglantilidir [64] [65].
Diger bazi arastirmalar da bakteriyofajlarin belirli diren¢ mekanizmalarina sahip K.

pneumoniae suslari iizerinde etkisiz oldugunu gostermistir [63,66,67].

Bu durum, bakteriyofajlarin sinirl etkinligi ve terapi basarisizligi riskini artirmaktadir.
Bu nedenle fajlara direngli bakteri tiirlerinin gelisme potansiyeli endise vericidir.
Bakteriyofajlarin dar konak araligi, bunlarin ¢esitli Klebsiella suslarina karsi etkisini
kisitlayabilir ve bakteri popiilasyonlar: iizerinde secici baski uygulayarak zamanla direngli
varyantlarin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Bakteriyel konakgilar igin faj direnci gelistirmenin

pek cok nedeni olabilir. Bunlardan en yaygin olan biri, enfeksiyonu onlemek amaciyla
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potansiyel faj adsorpsiyonunu bloke etmek i¢in reseptdrlerin kaybr veya yapisinin degismesi
ile iligkilidir [68]. Mutantlarin hem ¢evresel orneklerde hem de enfeksiyon modellerinde faja
duyarl tiirlerle rekabet edememesine neden olabilir [69,70]. Ayrica bakteriler, faj replikasyon
dongiisiinlin neredeyse her adimini hedef alan antiviral mekanizmalar yoluyla faj saldirisini
Onleyebilir. [68]. Bu mekanizmalar arasinda spontan kromozomal mutasyonlar, faj genetik
materyalinin girisini bloke etme yetenegi (6rn. siiperenfeksiyonun diglanmasi), DNA kisitlama
modifikasyon enzimleri, abortif enfeksiyon ve CRISPR-Cas adaptif bagisiklik (CRISPR-Cas
adi verilen sistem, diziye 0zgii adaptif bagisiklik saglar. CRISPR tabanli bagisiklik, kisa viriis
dizilerini hiicrenin CRISPR lokusuna entegre ederek hareket eder ve hiicrenin enfeksiyonlari
hatirlamasina, tanimasina ve temizlemesine olanak tanir) gibi ¢esitli stratejilerle savunma
yapabilir. [71]. Ancak faja direng gelisimi bakteriyel viriilansin azalmasina yol agabilir [72-

74]veya antibiyotiklere kars1 ikincil duyarlilig: artirabilir [75,76].

Fajlar, direngli bakterileri yeniden enfekte etmek i¢in karsi adaptasyon saglamanin yani
sira kisitlama onleyici ve anti-CRISPR enzimleri gibi bakteriyel bagisikliga kars1 koymak igin

kendi savunmalarini saglayabilir [77,78].

Bakteriyofajlarin kullanilabilirligini artirmak igin, farkli suslara karsi genis spektrumlu
etkinlik gosteren ve direncli mekanizmalara karsi daha az duyarlilik gelistiren fajlarin
tanimlanmast gerekmektedir. Boylece faj tedavisinin uzun vadeli etkinligini artirmak i¢in
bireysel bir fajin sinirli konakgr araliginin ve faj direncli bakteriyel mutant riskinin listesinden
gelmek icin faj kokteylleri veya genetigi degistirilmis fajlarin kullanimi gibi faj direncini
azaltmaya yonelik stratejiler arastirilmaktadir. Yiiksek dozda fajin enfeksiyon bolgesine
giivenilir bir sekilde iletilebilmesi i¢in sik tekrarlanan fajin dozlanmasi pratik olmayabilir, bu
nedenle fajin kapsiillenmesi stirekli salim sistemleri ile ilgili ¢aligmalar hiz kazanmistir.
Antibiyotik tedavileriyle kombinasyon halinde fajlarin kullanimi da yakin vadeli klinik gelisim

icin umut verici bir yol sunmaktadir [71].

Faj uygulamalarindan 6nce bakteri ve fajlardaki fenotipik ve genetik cesitlilige iliskin
faj-konakg1 etkilesimini karakterize etmekte Onemli olabilir. Bakteriyofajlarin klinik
uygulamalarinda diger baz1 zorluklarda; giivenlik ve diizenleyici konularin eksikligidir. Bu
terapotik ajanlarin klinik kullanimi igin standartlagtirilmis protokollerin olusturulmas: ve
giivenilirliklerinin belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica, bakteriyofajlarin farmakokinetigi,
immiinojenitesi ve toksisitesi gibi faktorlerin de daha kapsamli bir sekilde arastirilmasi

onemlidir [79].
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Calismamiz KPF-6 fajimiz, umut verici sonuglar vermis olsa da, fajlar ve konakgilari
arasindaki hizli evrim dinamikleri nedeniyle gelecekteki arastirmalar, bakteriyofajlarin klinik
ortamlarda ¢ok yonliiliigiinii ve uygulanabilirligini degerlendirmek i¢in daha genis bir bakteri
izolat yelpazesine kars1 etkinliginin arastirmasi gerekmektedir. Faj direngli mutantlara karsi faj
konak¢1 araligina iligkin verilerin belirlenmesi ve faj direncini baskilayan kokteyllerin
gelistirilmesi fajlara direngli bakterilerin ortaya c¢ikmasint engelleyebilecektir. Bazi

endikasyonlar i¢in, kisisellestirilmis faj terapisi yaklasimlarinin kullanilmasi 6nerilmistir.

Kisisellestirilmis faj tedavisi yaklasimlarina yonelik 6zel ve pragmatik bir diizenleyici
cergeve ve bilim adamlari, mikrobiyologlar, doktorlar ve eczacilar arasinda multidisipliner bir
is birligi, faj tedavisinin gelecekte rutin klinik uygulamalarda uygulanmasini artirmak igin
onemlidir. Coklu ilaca direngli bakterilerle miicadeleye yonelik kiiresel ¢aba kapsaminda, bazi
kurumlar faj kokteylleri derlemek i¢in faj bankalart kurmustur. Faj direncini baskilayan
kokteyllerin gelistirilmesi ile faj direngli mutantlara karsi faj konakg1 araligi verilerinin vahsi
tip bakterilerle birlikte harmanlanmasi gerekebilir. Ayrica antibiyotikler ve fajlar sinerjistik
olarak caligabilir ve bakterileri antibiyotiklere karsi daha savunmasiz hale getiren cesitli
ozelliklere sahiptir. Fajlarin geleneksel antimikrobiyallerle karsilastirildiginda sahip oldugu
ozelliklerden daha iyi yararlanmak ve optimize etmek i¢in hedeflenmis veya hatta uyarlanmis
faj triinlerinin muhtemelen antibiyotiklerle kombinasyon halinde kullanilmasi onerilebilir.
Buna karsilik, tek fajlar1 kokteyllerde birlestirmek aktivite spektrumunu genisletebilir ve

herkese uyan tek tip faj preparatlarinin basarisini artirabilir [63].

Fajlar konusunda bazilari, gerekli kapasite veya finansal kaynaklarin eksikliginden ya
da kimyasallarin gerekli olduguna inanilmasindan dolayr faj tedavisine gegisin
yapilamayacagini, antibiyotikler iistiindiir ve direng problemini yenebilir seklinde diisiinebilir.
Etkisiz antibiyotikleri gelistirmeye yonelik cabalar bu antibiyotiklerin performanslarini
artirmay1 basarmig olabilir [80]. Ancak bu inang, yalnizca postantibiyotik dénemi igin
hesaplagsma giiniiniin ertelenmesi olabilir. Bu nedenle alternatif antimikrobiyal tedavilerin
gelistirilmesi kritik dneme sahiptir. Faj tedavisinin klinik uygulamasinin miimkiin olabilmesi
icin daha fazla translasyonel arastirmaya ihtiya¢ duyulmasina ragmen, fajlar yakin gelecekte

insanlarin genel sagliginin korunmasinda ¢ok 6nemli olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, antibiyotige direncli bakteriler, antibiyotiklerle elde edilen olaganiistii
saglik yararlarimi tehdit etmektedir. faj tedavisi, antibiyotiklere alternatif olarak direngli

bakterilerle olusan enfeksiyon hastalik sorununu hafifletme potansiyeline sahiptir.

Bu ¢aligmada K. pneumoniae susunun ¢oklu ilaca direngli klinik izolatlarini hedef alan
yeni bir faj olan KPF-6’nin yiiksek litik aktiviteye sahip oldugunu ve tedavi potansiyeli
olabilecegini belirledik. KPF-6 fajimiz diger ¢oklu ila¢ direngli K. pneumoniae gibi zorlu
patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlarin artan tehdidi ile miicadelede bir alternatif tedavi

stratejisi olarak umut verici bir yol sunmaktadir.

KPF-6 fajinin tedavisi zor enfeksiyonlarin tedavisinde kulanilabilmesi i¢in hem KPF-6
fajin hem de fajin etkisiz kaldigi ¢oklu ilag direncli Klebsiella izolatlara etkili izole edilecek
yeni fajlarin filogenetik analizi, farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri, giivenligi ve
etkinligi hakkinda daha fazla bilgi saglamak i¢in daha biiyiik, niteliksel caligmalara ihtiyag
vardir. Calismamizin kisitliligr arasinda ayrica KPF 6 fajimizin morfolojik yapisinin elektron
mikroskobunda goriintiilenememesi, fajin bakterilerin hangi bolgesini hedef aldig ile ilgili
sekans ¢aligmalarinin yapilamamasi ve faj tedavisinin invivo etkinlikleri i¢in deney hayvam

aragtirmalar1 sayilabilir.

Ileri calismalarda, bakteriyofajlarin kullanilabilirligini artirmak ve fajlara direngli
bakterilerin ortaya ¢ikmasii engellemek igin, farkli suslara karsi genis spektrumlu etkinlik
gosteren ve diren¢ mekanizmalarma karsi daha az duyarlilik gelistiren yeni fajlar, faj direngli
bakteriyel mutant riskinin iistesinden gelmek i¢in faj kokteylleri veya genetigi degistirilmis
fajlarin kullanim1 gibi stratejiler arastirilabilir. Antibiyotik tedavileriyle kombinasyon halinde

fajlarin kullanimi da yakin vadeli klinik gelisim i¢in umut verici bir yol sunabilir.

Calismamizda hi¢bir kurumdan destek almadan kendi imkanlarimiz dahilinde

yiiriitiildi.
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INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

KPF-6 OLARAK ISIMLENDIRDIGIMIZ Klebsiella pneumoniae’ye
ETKiLi BAKTERIYOFAJIMIZIN KAN KULTURLERINDE UREYEN
Klebsiella TURLERI UZERINE ETKINLIGININ ARASTIRILMASI
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ETiK KURUL iZiN YAZISI

Uyar1: Canli denekler iizerinde yapilan tim arastirmalar i¢in Etik Kurul Belgesi alinmasi
zorunludur.

[J Etik Kurul izni gerekmektedir.
X  Etik Kurul izni gerekmemektedir.

Nazrin ABIZADE
(Imza)
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KURUM iZNi YAZILARI

Uyari: Canli ve cansiz deneklerle yapilan tiim c¢alismalar i¢in kurum izin belgelerinin
eklenmesi zorunludur. Gizlilik ve mahremiyet i¢eren durumlarda kurum adi kapatiimalidir.

1 Kurum izni gerekmektedir.

X  Kurum izni gerekmemektedir.

Nazrin ABIZADE
(Imza)





