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OZET

Cogul Direncli Acinetobacter baumannii Susuna Ozgii Litik Bakteriyofaj
Arastirillmasi

Amag: Acinetobacter baumnnii 6zellikle yogun bakim iinitelerinde ¢ok sik
saptanan 6nemli bir hastane patojenidir. Artan antimikrobiyal direng, bu bakterinin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirmis ve son zamanlarda tiim
antibiyotiklere direncli suslarin yayginlasmasi sonucu Onemli hasta kayiplar
yasanmistir. Bu sorun, antibiyotik ¢agi dncesinde popiiler olan bakteriyofaj terapisini
yeniden giindeme getirmistir. Bu ¢aligmada, ¢ogul ilag direngli A. baumannii susuna
0zgl litik bir DNA fajinin izole edilmesi, karakterizasyonu ve tedavide kullanim

potansiyelinin arastirilmast amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: indnii Universitesi atik su tesisleri ve kampiis ¢evresel su
kaynaklarinda belirlenen toplam 22 farkli bolgeden 250 su Ornegi alimmistir. Bu
orneklerde litik bakteriyofaj aranmasi ¢ift agar yontemi ile yapilmistir. Potansiyel litik
bakteriyofajlarin morfolojik ve genomik karakterizasyonlari igin SDS-PAGE, DNA dizi
analizi ve elektron mikroskobu kullanilmistir. Bununla birlikte, potansiyel litik faj
adaylarinin konak 6zgiiliigii 130 klinik A. baumannii izolati ve diger gram negatif ile

tarler Gzerinde test edildi.

Bulgular: Toplanan 250 su drneginin 12’sinde A. baumannii’ye karsi potansiyel
litik etki gosteren faj bulunmustur. Bunlardan A. baumannii’ye 6zgii en giiglii litik etki
gostereni secilerek ABO-Faj adi verilmis ve karakterizasyonu gergeklestirilmistir.
Transmisyon elektron mikroskobik incelemede bu fajin ikozahedral kapsid simetrisine
sahip ve kuyruksuz bir yapida oldugu goriilmiistiir. Fajin protein profili belirlenmis ve
niikleik asit dizisi veri tabanlart ile karsilastirildiginda “Acinotabacter phage
WCHABP1” ile %95 homoloji gosterdigi belirlenmistir.

Sonug: Bu calismada saptadigimiz ABO-Fajinin direngli A. baumannii’ye kars
yiiksek diizeyde etkili oldugu goriilmiistiir. Bakteriyofajlarin, boylesi enfeksiyonlarin
tedavisi icin bir tedavi alternatifi olabilecegine dair giiclii veriler elde edilmis olup, yeni
litik faj tiplerinin belirlenmesi i¢in farkli habitatlarda kapsamli ¢aligmalar yapilmasina

gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, bakteriyofaj, litik faj, faj tedavisi

Vi



ABSTRACT

Investigation of Lytic Bacteriophage Specific for Multidrug-Resistant

Acinetobacter baumannii Strain

Aim: Acinetobacter baumannii is an important nosocomial pathogen that is
frequently detected in the intensive care units. Increasing antimicrobial resistance has
complicated the treatment of the infections caused by this bacterium, and particularly in
the recent years, significant patients lost have occurred as the distribution of pandrug-
resistant strains. This problem has revived the bacteriophage treatment that was popular
before the antibiotic era. In this study, isolation and characterization of a lytic DNA
phage specific for resistant A. baumannii, and to study the therapeutic potency of this

phage were aimed to be investigated.

Material and Methods: A total 250 water samples were collected from the
previously determined 22 points in the Inonu University wastewater treatment facility
and the environmental water resources around the campus. Lytic bacteriophages were
investigated in these samples with double agar method. Morphological and genomical
characterization of the potential lytic bacteriophages was assessed with SDS-PAGE,
DNA sequencing, and electron microscopy. Additionally, the specificity of the detected
phages was alayzed on 130 clinical isolates of A. baumannii, and other gram negative

bacterial species.

Results: Acinetobacter baumannii-specific potential lytic phages were found in
12 of total 250 samples. The phage which showed the most potent lytic effect to A.
baumannii was selected among them, named as “ABO-Phage”, and further
characterized. In transmission electron microscopy, it was observed that the phage was
in ichosahedral capside symmetry without tale. The protein profile of the phage was
determined, and when its nucleic acid sequence was compared with the database, it was
shown that the phage was exhibiting 95% homology with “Acinotabacter phage
WCHABP1”.

Conclusion It was observed that the phage found in this study, ABO-phage, was
highly effective to resistant A. baumannii strains. Strong evident indicating
bacteriophages can be a treatment alternative for such infections is determined, and

\l



there is need for comprehensive studies in different habitats to detect novel lytic phages
types.

Key Words: Acinetobacter baumannii, bacteriophage, lytic phage, phage treatment
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

pHm : Mikrometre

AbOMPA : Acinetobacter baumannii dig membran proteinleri

AFLP . Amplifiye edilmis fragment polimorfizmi

Apal : Restriksiyon endoniikleaz enzimi

APS : Amonyumpersilfat

ARDRA : Amplifiye edilmis ribozomal deoksiriboniikleik asit restriksiyon
analizi

ATP : Adenozintrifosfat

CaCl2 : Kalsiyum Klortr

Cfu : Koloni olusturma birimi

CIM : Karbapenem inaktivasyon metodu

Cl : Lizojenik dongiiniin baslamasi i¢in gerekli protein

Cro : Litik dongiiniin baglamasi i¢in gerekli protein

Csms : Saperon salgt membran sistemi

Csu : chaperon-usher patway

DMSO : Dimetilstlfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

DNAz : Deoksiriboniikleaz

dsDNA : Cift zincirli deoksiribonikleik asit

EcoRlI : Restriksiyon endoniikleaz enzimi

EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit

EMB : Eozin metilen blue

F pili : Fertilite faktord

g . Relatif santrifiij kuvveti (dakikadaki doniis sayist)

G+C : Guanin+Sitozin

gr : Gram

HA : Herellea agar

HCI - Hidroklorik asit

HelLa : Henrietta lacks hicreleri

HST : Hiicre stispansiyon tamponu



ICTV

IDSA

kDA

LAM

LB broth

LMA

M

mA

MALDI TOF MS

MATE
MDR
MFS
MgCl2
MgSOq4
MIC
ml
MLST
mM
MRNA
MRSA
N

NaCl
ODsoo
OMPs
PEG6000
PFGE
Pfu
RAPD
REP-PCR
RFLP
RNA
RND

rpm

> Viriis taksonomisi uluslar arasi toplulugu
: Amerika Enfeksiyon Hastaliklar1 Birligi

: KiloDalton

: Leeds Acinetobacter medium

- Lurian Bertani broth

: Diisiik erime 1s1l1 agaroz

: Molarite

: Miliamper

: Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus zamanli

kutle spektrometresi

: Multidrug and toxic compound extrusion system
: Coklu ilag direnci

: Major facilitator superfamilies

: Magnezyum Klorur

: Magnezyum sulfat

: Minimum inhibisyon konsantrasyonu

: Mililitre

: Multi lokus sekans tiplemesi

: Milimolar

: Mesajci riboniikleik asit

- Metisilin direncli Staphylococcus aureus

: Normalite

: Sodyum Klorid

: 600 nanometre dalgaboyundaki optik yogunluk
: D1g membran proteinleri

- Polietilen glikol 6000

: Darbeli alan jel elektroforezi

: Plak olusturma birimi

: Rastgele arttirilmis polimorfik deoksiribonukleik asit

:Tekrarlayan ekstragenik palindromik polimeraz zincir reaksiyonu

- Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi
- Ribonikleik asit
: Resistance-nodulation division

: Revolution per minute (santrifiijiin dakikadaki doniis sayisi1)



Sapr
SDS
SDS-PAGE
SF

SOC
TBE

TE

TEM
TEMED
Tris-HCI
\Y/

VRE
Vix 1, 2
wiv

Xbal
XDR

> Yiizey yapigma protein bolgesini

: Sodyumdodesilstlfat

: Sodyumdodesilsulfat poliakrilamid jel elektroforezi
: Serum fizyolojik

: Siiper optimize edilmis et suyu

: Tris borik asit edta tamponu

: Tris edta tampon

: Transmisyon elektron mikroskobu
- N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin

: Tris hidroklorid

> Volt

: Vankomisin direncli Enterokok

: Verotoksinl, 2

. Agirlikea yiizde

: Restriksiyon endoniikleaz enzimi

: Extrem ilag direnci
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1. GIRIS

Bin dokuz yiliz yetmisli yillara kadar patojen olarak kabul edilmeyen
Acinetobacter baumannii (A. baumannii), bugiin i¢in hastalik yapic1 dnemli bir bakteri
tiridir (1). Basta hastane enfeksiyonlari olmak {izere, bakteriyemi, iiriner sistem
enfeksiyonlari, kateter iliskili kan dolasimi enfeksiyonlari, diyabetik ayak sendromu,
ventilator iligkili pndmoni gibi birgok hastaligin etkeni olarak kargimiza ¢ikmaktadir (2,
3). Ozellikle derin yara ve yanik enfeksiyonlarinda A. baumannii firsatgi bir patojendir
(4, 5).

Gunumuzde giderek artan antibiyotik direnci énemli bir sorundur (6). Son
yillarda yapilan ¢aligmalar, karbapenem grubu antibiyotikler, polimiksin B ve kolistin
antibiyotigine kars1 gelisen direncin yani sira, A. baumannii tlrlerinde ¢ogul ilag direnci
de giderek artmaktadir (2, 6-8).

Mevcut antibiyotiklere karsi gelisen direnci kontrol altina almak amaciyla yeni
antibakteriyel tedavi yontemlerinin gelistirilmesi bir zorunluluk haline gelmistir (2, 9).
Aragtirilan yeni yOntemler arasinda en Onemli potansiyeli bakteriyofaj terapisi
olusturmaktadir (10, 11). Bakteriyofaj terapisi, fajlarin kullanilmasiyla bakteriyel
enfeksiyonlarin kisa siirede kontrol altina alinmasi esasmna dayanmaktadir (12). Kisa
strede etki gosterebilen ve herhangi bir yan etkisi bildirilmeyen, tamamen dogal
yollarla tedavi yetenegine sahip ila¢ dis1 bu antibakteriyel ajanlarin kullanimiyla tipta
yeni bir yol acilabilir (4, 11). Bu nedenle faj terapisi Uzerine yapilan aragtirmalar her
gecen giin artmaktadir.

Calismamiz kapsaminda, hedef mikroorganizma olarak sectigimiz A. baumannii
izolatlarma 6zgii stabil litik dzellik gosteren faj izolatlar1 arastirilacaktir. Izole edilen
fajlarin karakterizasyonu i¢in faj partikiilleri tretilerek zenginlestirilecek, genomik
niikleik asit tipleri ve protein profilleri belirlenecektir. DNA faj1 oldugu saptananlarin
gerek faj partikullerinden gerekse bakteriyel hicrelerden elde edilecek replikatif
formlarinin restriksiyon haritalamas1 yapilacak, sindirme {riinlerinden elde edilen
fragmentlerin plazmid vektorlere klonlanmasi ile elde edilecek kaliplardan DNA
dizileme caligmalar1 gerceklestirilecektir. Sekans bilgisinin niikleik asit dizi veri
tabanlar1 ile karsilastirilmasi yapilacaktir. Ayrica saflastirllmis faj partikiilleri,

transmisyon elektron mikroskopi teknigi ile goriintiilenerek yapilan tiplendirme



desteklenecektir. Boylelikle Acinetobacter baumannii tarafindan olusturulan o6zellikle
yara enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek, rekombinant DNA teknolojisi ile
modifiye edilmeye elverisli potansiyel faj terapi ajanlarinin arastirilmasi igin bir 6n

calisma yapilmis olunacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Acinetobacter baumannii

Firsat¢1 bir patojen olan A. baumannii, Moraxcellacea ailesinden olup gram
negatif, katalaz pozitif, oksidaz negatif, hareketsiz, kokobasil goriiniminde ve non-
fermentatif bir bakteridir. Kuru ve cansiz yiizeylerde uzun siire canli kalabilme
0zelliginin yani sira farkli ortam kosullarina olduk¢a dayanakli olmast da viriilansini
arttiran en Onemli faktorlerden biridir. Acinetobacter cinsi bakteriler, sepsisten
osteomiyelite kadar degisen birgok dnemli enfeksiyona neden olurlar. Bununla birlikte,
sik goriilen saglik bakimu ile iliskili enfeksiyon etkenlerinden biridir. Ozellikle yogun
bakimlarda, hizli gelisen ¢oklu ilag direnci (MDR) ve extrem ilag direnci (XDR)
nedeniyle onemi giderek artmistir. Bunun yaninda Acinetobacter tirleri, atik sulardan
biyolojik fosfor fazlasinin uzaklastirilmasi gibi biyolojik doniisiim siireglerinde giderek

artan bir kullanima sahiptir (2).

2.2. Tarihce ve Taksonomi

[k olarak Beijerinck tarafindan 1911 yilinda topraktan izole edilen bu bakteriler,
Micrococcus calcoaceticus olarak isimlendirilmistir (2). Ancak 1939 yilinda DeBord’un
tiretral Ornekler {izerinde yaptigi arastirmalarda gram negatif kokobasilleri izole
etmesiyle Micrococcus yerine Yunanca “akinetos” yani hareket yetenegi olmayan
anlamina gelen Acinetobacter adi verilmistir (13). Bindokuzyuzellidort yilinda Brisou
ve Prevot, Achromobactereae ailesinin hareketli iiyelerinden hareket yetenegi
olmayanlart ayirmis ve hem oksidaz pozitif hem de oksidaz negatif tiirleri iceren
pigmentsiz gram negatif saprofitik bakterileri yeniden diizenlemistir. Baumann ve
arkadaslari, bu mikroorganizmalar1 oksidaz negatif olarak karakterize ettikten sonra
bakterinin treme ihtiyaclarindaki farkliliklara bakarak onlar1 Acinetobacter cinsi altinda
smiflandirmaya ¢aligmislardir. Bindokuzylizyetmigbir yilinda Moraxella i¢in yapilan
kurul toplantisinda, Baumann ve arkadaslarinin ¢aligmasi desteklenerek cinsler oksidaz
negatif suslar olarak smirlandirilmistir. Takip eden yillarda Bouvet ve Grimont’un

yaptig1 c¢alismlarda, A. baumannii, A. haemolyticus, A. junii, A. johnsonii ve A.



radioresistent tiirlerini igceren 15°den fazla genomik tiir tespit etmistir. Molekiiler
biyolojideki gelismelerle tiirlerin belirlenmesinde molekiler metotlar kullaniimaya
baslanmasiyla, Moraxella cinsinde yer alan tiirler hiicre sekli, flagella yapisi, DNA’da
bulunan G+C igerigi ve Ureme ozelliklerine bakilarak Acinetobacter cinsi olarak
ayrilmigtir. Bu sayede Pseudomonales takimi1 ve Moraxellaceae ailesinde siniflandirilan
Gammaproteobacteria grubundaki heterojenligin farkina varilarak taksonomik

siniflandirma asagidaki sekilde yapilmistir;
Alem: Bacteria

Sube: Proteobacteria

Sinif: Gammaproteobacteria

Takim: Pseudomonales

Aile: Moraxellaceae

Cins: Acinetobacter

Acinetobacter tiirleri arasinda klinik agidan A. baumannii ilk sirada olmak tizere
A. ursingii ve A. schindleri tlrleri de giniimiizde oldukg¢a 6nemli tiirler olarak karsimiza
¢ikmaktadir (2, 14).

2.3. Kultur Ozellikleri ve Biyokimyasal Karakteristikleri

Acinetobacter spp. non-fermentatif, hareketsiz, katalaz pozitif, DNAz negatif,
indol negatif, oksidaz negatif, ¢ogu izolati nitrat1 rediikte edemeyen, gram negatif
kapsullu kokobasillerdir. Acinetobacter tirleri 20-42°C araliginda iireyebilirler. Ancak
Klinik 6nemi olan tirler i¢in optimum {ireme 1s1s1 ve siiresi 33-35°C’de 18-24 saattir.
Logaritmik tireme fazinda eni 0.9-1.6 um ve boyu 1.5-2.5 um’dir. Kanli agarda treyen
kolonileri tipik olarak pigmentsiz; beyaz veya krem renkte, diiz veya mukoid, opak,
37°C’de 18-24 saatlik treme sonucu 1-2 mm eninde gozlenmektedir (2, 13). Eozin
metilen blue (EMB) agarda mavimtirak veya mavi gri renkli koloni morfolojisi
gostermektedir. Bu besiyerinin yan1 sira Herellea agar (HA)’da uguk eflatun renkte;
Leeds Acinetobacter medium (LAM)’da ise mor zeminde pembe renkte goriiliirler (15).
Cevresel kaynaklardan izole edilen bazi suslarin yayilabilen kahverengi pigmente sahip

oldugu da arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (16). Rutin laboratuvarlarda kanli



agar, triptik soy agar ve MacConkey agar gibi pek ¢ok besiyerinde Gretilebilirler. Bazi
klinik izolatlarin koyun kanli agarda hemoliz yapabilme yetenegine sahip oldugu tespit
edilmistir. Acinetobacter spp., tipik gram negatif hiicre duvarina sahiptir. Ancak gram
boyama yapildiginda, hiicre duvarinin kristal viyoleyi tutma egiliminden dolay1 boyanin
hiicre duvarindan uzaklastirilmasi zordur. Bu nedenle gram pozitif koklar ile
karistirtlmas1 olasidir (2). Acinetobacter tiirleri igerisinde 44°C’de iireme yetenegine
sahip tek tr A. baumannii’dir. Enterobacteriaceae ailesi Uyelerinden anaerobik
sartlarda iireme yetenegi olmamasi ve nitrati indirgeyememesi ile Moraxella ve
Neisseria turlerinden ise oksidaz negatif olmalariyla ayirt edilirler (13, 15).

Acinetobacter turlerinin identifikasyonunda kultir ve biyokimyasal temelli
geleneksel yontemlerin yaninda, MALDI TOF-MS gibi kitle spektrometrik protein
temelli yontemler de kullanilmaktadir. izolatlar arasidaki klonal iliskinin arastirilmasi
icin PFGE, REP-PCR, RAPD, PCR-RFLP ve AFLP genotipleme metotlar
kullanilmaktadir. Bunlardan; PFGE, ARDRA ve AFLP, ayrim yeteneginin ¢ok iyi
olmasi nedeniyle giiniimiizde en sik kullanilan metotlardir. Bununla birlikte, global
karsilastirmalarin yapilabilmesi ve direngli suslarin takip edilebilmesi i¢in multilokus
sekans tiplemesi (MLST) yontemi kullanilmaktadir (17-19).

2.4. Patogenez

Gegmiste enfeksiyon etkeni olarak ¢ok fazla dnemsenmeyen Acinetobacter
tarleri, simdilerde antibiyotikleri inaktive eden enzimler, porin kanallari, effluks
pompalari gibi kazandiklar1 direng mekanizmalari ile en gucli antimikrobiyalleri dahi
etkisiz kilabilmekte ve mortaliteyi arttiran ciddi enfeksiyonlara neden olabilmektedir.
Acinetobacter tirlerinin bu diizeyde diren¢ kazanmasi; her gecen giin tarim ve
hayvancilik anlanlarinda artan antibiyotik tiketimi, gelisen tibbi uygulamalarla birlikte
bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarin artmasi ve gereksiz antibiyotik kullanimi gibi
birgok nedene baglanabilir (1, 20).

A. baumannii, tim dlinyada saglik bakimu ile iliskili enfeksiyonlara ve salginlara
neden olabilen oldukga 6nemli bir patojendir. Acinetobacter spp.’in neden olabildigi
enfeksiyonlar arasinda sepsis, ventilator iliskili pndmoni, bakteriyemi, menenjit, {iriner
sistem enfeksiyonlari, safra enfeksiyonlari, peritonit, cilt ve yara enfeksiyonlari,
ventrikulit ve endokardit sayilabilir. Bununla birlikte bu bakteriler cilt veya solunum

yolunda herhangi bir enfeksiyona neden olmadan da kolonize olabilirler. Ozellikle
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hastanede yatis siiresinin uzamasi bu kolonizasyonun artmasina neden olmaktadir (2, 7,

13).

Acinetobacter spp., insan cildinin dogal florasinda bulunan ve ¢evreden de izole
edilebilen potansiyel bir patojendir. Gram negatiflerin diger cinsleri ile
karsilagtirildiginda Acinetobacter tiirleri kuruluga ve sicakliga karsi oldukca genis
toleransa (50-75°C) sahiptirler. Nemli ve kuru yiizeylerde uzun siire canli kalabilirler ve
hatta baz1 suslarin sabuna toleransi tespit edilmistir. Bu 6zelliklerinin oldukca fazla
elektron yogunluguna sahip olan hiicre duvarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Cevre sartlarindaki kuruluga P. aeruginosa ve E. coli sadece 24 saat dayanabilirken A.
baumannii bu sartlarda 25 giinden fazla canli kalabilir. Yapilan bazi ¢alismalarda A.
radioresistens’in 157; A. baumannii’nin 30 giinden fazla; A. Iwofii’nin ise 21 giin
kuruluga dayanabildigi rapor edilmistir (2, 21, 22). Bunun yaninda A. baumannii,
normal insan serumunun kompleman sisteminin Oldiiriicii etkisine kars1 direng

gosterebilmektedir (23, 24).

Yapilan meta analizlerde, A. baumannii’nin saglik bakimi ile iliskili kan
dolagim1 enfeksiyonu etkeni olarak S. aureus, E. coli, Klebsiella spp., P. aeruginosa, C.
albicans, Enterococcus spp., Serratia spp. ve Enterobacter spp. gibi etkenlerden sonra
geldigini bildirmektedir (2). Bununla birlikte yapilan bazi ¢alismalar, yogun bakim
unitelerinde en sik izole edilen tiiriin A. baumannii oldugunu, P. aeruginosa ve S.
maltophilia daha az izole edildigi gostermistir (25). Antibiyotik duyarliliklarina
bakildiginda kolistinin, P. aeruginosa (%2100) ve Acinetobacter spp. (%99.39) icin en
etkili antibiyotik oldugu bildirilmistir. A.baumannii’de karbapenem grubundan
imipenem direnci gelisiminin ise %93.05 oldugu tespit edilmistir. Acinetobacter
enfeksiyonlar1, mortalitenin %34’iinii olustururken hastane iligkili enfeksiyonlarin ise

%43’ olusturmaktadir (2, 25, 26).

Insanda  Acinetobacter spp. enfeksiyonlarinin  enfektif dozu heniiz
belirlenememistir. Tanimlanmis olan birkag¢ virulans faktoriiniin disinda, toksinlerini ya
da sitolizinlerini nasil aktardigina dair mevcut ¢alismalar sinirhi sayidadir. Bununla
birlikte, A. baumannii ile cevresel orneklerden izole edilen A. baylyi genomlari
karsilastirildiginda farkli olarak, pilus biyogenezi, demir alimi ve metabolizmasi,
quorum sensing mekanizmalari, tip 4 sekresyon sistemi ile iligkili genler tespit

edilmistir. Ilging olarak, A. baumannii gengel benzeri csu tip | pili (chaperon-usher



patway) ile cansiz yiizeylere tutunurken, kisa, fibril benzeri ince pili ile de konak hiicre

yuzeyinde adezyonunu saglanmaktadir (2).

Basaril1 bir enfeksiyon meydana getirmede ilk kosul bakterinin konak hiicreye
adezyonudur. Acinetobacter tirleri, bakteriyel adezyonda 6nemli bir faktér olan hiicre
yuzey hidrofobisitesi meydana getirirler (2). Bakteri, hiicre yuzey hidrofobisitesini
polisakkarit kapsulin L-ramnoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-glukronik asit yapilariyla
saglar. Bu yapilar bir araya geldiginde hiicre ylzeyinin hidrofobisitesini saglayarak
bakteriyi fagositoz gibi dis etkenlerden korur ve bakterinin derin ylizeylere penetre
olmasin1 saglar (14). Hidrofobisite bakteriye ayni zamanda katater ve protez gibi plastik
ylizeylere tutunma yetenegini de kazandirir. Acinetobacter spp. genellikle, logaritmik
tireme fazi1 boyunca bu polisakkaritleri tiretir ve glukozu kullanarak D-glukronik asit, D-
mannoz, L-ramnoz ve D-glukoz bloklarini inga eder (2, 7, 13). Yuzey hidrofobisitesine
kolonizasyon faktorleri, komplementer hiicre yiizey reseptorleri, fimbrialar ve diger
hiicre duvar bilesenleri, bakterinin konaga adhezyonunu saglayan hiicre ylizey enzimleri

de katki saglar (2).

Virtlans faktorleri icerisinde bir diger dnemli nokta ise verotoksin dretimidir.
Verotoksinler ilk olarak A. haemolyticus’ta rapor edilmistir (27). Escherichia coli ile
Shigella dysanteriae gibi enterik bakterilerin ¢ogu tarafindan tiretilen verotoksin, kanli
diyare ile karakterizedir (2). Dogrudan hiicre ribozomlarina giderek protein sentezini
inhibe ederler. Verotoksinler, Vix-1 ve Vitx-2 olmak Uzere iki antijenik gruptan
olusmaktadir (2, 28). Acinetobacter spp.’lerin {irettigi bu enzimlerin lipit yikimina

neden oldugu ve nétrofiller tizerinde olumsuz etkileri oldugu gosterilmistir (14).

A. baumannii igin patogenezde onemli diger bir virllans faktoru ise siderofor
uretimidir.  Siderofor, bakterilerde demir alimindan sorumlu demir baglayan
proteinlerdir. Ortamdaki demir bakterilerin Gremesinde oldukca 6nemli bir faktordir
(14). A. baumannii, farkli demir kaynaklarin1 kullanabilme yetenegi ile konaga kolonize
olmay1 saglayan bagimsiz demir kazanim sistemine sahiptir. Bakteriyel sideroforlar
genel olarak aerobaktin olarak adlandirilirken Acinetobacter tirlerine ait sideroforlar ise
acinetobaktin olarak adlandirilir. Acinetobactin, diisiik molekiiler agirlikli, ylksek
affiniteye sahip demir selatlayici siderofordur ve histidin dekarboksilasyonu sonucu
olusan amin histamin yapimidan sorumludur (29, 30). Serbest demirin vicuttaki

normal konsantrasyonu 10 M’dir ve insan viicudundaki bakterinin canlilig1 i¢in gerekli



olan konsantrasyon 10%dir. Bakteri, sideroforlar1 kullanarak ekzojen demiri

baglamasiyla demir ihtiyacini karsilamis olur. (2, 31, 32).

Son zamanlarda yogun ilgi toplayan baska bir virtilans faktorli ise dis membran
proteinleridir (outer membrane proteins, OMPS). Gram negatif bakterilerin dis membran
proteinleri, antibiyotik direncinde oldugu gibi konak hiicreye adaptasyon ve
patogenezde temel rollere sahip oldugu bilinmektedir. Acinetobacter hucreleri, konak
hiicrenin yasamsal aktivitesini sonlandiran bir OmpA (outer membrane protein A) ile
cevrelenmistir. Bir infeksiyon boyunca, OmpA Okaryotik hiicreye baglanir ve niikleus
icine giderek hiicre 6limune neden olur. OmpA ailesinden olan dig membran proteinleri
Acinetobacter suslarinda farkli karakterizasyona sahiptir (2, 14, 33). Dis membran
proteininin kodlayan her Acinetobacter susunda yalnizca bir genin bu isten sorumlu
oldugu rapor edilmistir (2). Ornegin A. baylyi OmpA proteinleri sadece emiilsiyon
aktivitesine sahipken, A. baumannii hiicre duvarinda yer alan 38 kDa molekiil agirligina
sahip OmpA (AbOmpA) da bakterinin epiteliyal ylizeylere yapismasini saglar.
AbOmpA, proapoptotik molekilleriyle epiteliyal hicrelerin apoptozisini indukler,
gastrin ve interlokin B gen ekspresyonunu uyaricidir (2, 14). Ayrica OmpA proteinin

biyofilm olusumunda da etkili oldugu diisiiniilmektedir (34).

Virulans faktorleri, sicakliktaki degisim, oksijen konsantrasyonu, osmotik basing
ve cevresel uyaricilar gibi degiskenlere gore diizenlenmektedir. Enfeksiyon stiresince,
cesitli wviriilans faktorlerin ekspresyonu, patojenin gereksinimine bagli olarak
dizenlenmektedir. Kapsiil ve hiicre duvar1 gibi faktorler patojeniteyi arttiran onemli
virtlans faktorlerdir. Bu diizenlemeler sayesinde patojen konaga uyum saglama

yetenegi kazanmaktadir (35).

Konak hiticre tiplerinin A. baumannii’ye karsi duyarlhiliklarnin farkli oldugu
gozlenmistir. Yapilan ¢alismalarda ozellikle epitel hiicrelerin A. baumannii virllans
faktorlerine duyarli oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte makrofajlarin da gogunun
duyarli oldugu halde HeLa hiicrelerinin ise A. baumannii enfeksiyonlarina direngli
oldugu kaydedilmistir (36, 37).

2.5. Antibiyotiklere Diren¢ ve Diren¢ Mekanizmalar

Gunumuzde Acinetobacter cinsi bakterilerin antibiyotiklere karsi gostermis

oldugu diren¢ oldukga biiyiik bir problemdir (6, 14, 8). Arastirmalar Acinetobacter
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spp.’in ampisilin, sefalotin, karbenisilin, gentamisin, amikasin, kloramfenikol,
tetrasiklin, kotrimaksazol, siprofloksasin ve sefoperazon’a direngli oldugunu
gOstermistir. Bunun yani sira, Acinetobacter enfeksiyonlarinin tedavisinde 1. kusak
ampisilin ve 2. kusak sefalosporinler, kinolonlar, minosiklinler, kolistin, aminoglikozid,
imipenem, sulbaktam ve gentamisin antibiyotikleri kullanilmaktadir. Bu antibiyotiklere
kars1 gelisen direng, tedavi sirecini etkileyerek diinya ¢apinda biiyiik bir kaygiya neden
olmaktadir. Cogu A. baumannii susu, aminoglikozidler, tetrasiklinler, sefalosporinler,
ampisilin, sefotaksimler, kloramfenikol, gentamisin ve tobramisine karsi direnglidir.
Bazi aragtirmalar, genotipte karbapenem direnci tasiyan izolatlarin etken oldugu
enfeksiyonlarda kolistin kullaniminin tedavi siirecinde basar1 saglayacagini bildirmistir
(8). Aymi sekilde, sulbaktam-ampisilin veya polimiksin B-imipenem-rifampisin gibi
antibiyotik kombinasyonlarinin ve tigesiklinin Acinetobacter tirleri izerinde oldukca
yikici etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Ancak son zamanlarda A. baumannii suslarinda
kolistin ve polimiksin B direnci de bildirilmeye baslamistir (8).

Acinetobacter’lerde karbapenemlerin kullanimi, bakterinin bu antibiyotigi
yikacak enzimlere sahip olmasi ve antibiyotigin hiicre i¢ine girisini saglayan dis
membrandaki porin kayiplarina bagli olarak riskli hale gelmektedir. Acinetobacter’lerin
sahip oldugu antimikrobiyal diren¢c hem intrinsik hem de gen aktarim mekanizmalari
yoluyla sonradan kazanilmigtir. Penisilin baglayan proteinler, dis membran
proteinlerinde yiiksek veya diisiik permeabilite, aktif efluks pompa sistemi (AdeABC ve
AdeDE benzeri effluks sistemi), hedef bolgenin mutasyonu, modifiye enzimlerin
inaktivasyonu gibi gesitli diren¢ mekanizmalari tespit edilmistir (2, 17, 38). PER-1,
PER-2, VEB-1, AmpC sefalosporinaz benzeri genis spektrumlu betalaktamazlar; serin
oksasilinaz benzeri karbapenemazlar, OXA tipi karbapenemazlar,
metallobetalaktamazlar, aminoglikozid modifiye enzimler gibi antibiyotikleri yikan
enzimler bir¢ok c¢alismayla rapor edilmistir (6, 39). Acinetobacter gruplarinda

antibiyotiklere kars1 etkin olan aktif pompa sistemleri ii¢ grup altinda toplanmustir.

e MFS’ler (major facilitator superfamilies); tetrasiklinler ig¢in Tet (A)-efluks
sistemi, tetrasiklinler ve monoksilinler i¢in Tet (B)-efluks sistemi, kloramfenikol
icin Caml A-efluks sistemi

e RND’ler (resistance-nodulation division); aminoglikozidler, B-laktamlar,
kloramfenikol, eritromisin, tetrasiklin, etidyum bromid ve florokinolonlara

duyarlilikta azalmaya kars1 Ade ABC (ATP baglayan kasetler) efluks sistemi



e MATE’ler (multidrug and toxic compound extrusion system); norfloksasin,
ofloksasin, siprofloksasin, gentamisin, 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI),
triklosan, akriflavin, doksokrubisin, rodamin 6G ve etidyum bromide kars1 Abe
M efluks sistemi (40).

2.6. Epidemiyoloji ve Ekoloji

A. baumannii, tropikal bolgeler de dahil olmak tizere diinyanin birgok yerinden
siklikla izole edilmektedir (1, 2, 7). Hem toplum kaynakli hem de hastane kaynakli
pnoémonilerin en sik rastlanan etkenidir (14, 16, 41).

A. baumannii enfeksiyonlarinda konaga ait risk faktorleri arasinda kronik akciger
hastaliklari, sigara kullanimi, diabetus mellitus, alkolizm, uzamis hastane yatisi, cerrahi
miidahaleler, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, yogun bakim {initesi ya da yanik
linitesinde yatis, mekanik ventilasyon, parenteral beslenme, katater varligi sayilabilir
(14, 42, 43). Ancak, A. baumannii ile ilgili birgok epidemiyolojik rapor oldugu halde
diger tiirlerle olusan enfeksiyonlarla ilgili veriler oldukga azdir (2, 14, 24).

Acinetobacter cinsi bakteriler c¢esitli metabolitleri ve karbon kaynaklarini
kullanabilmeleri, farkli sicaklik ve pH degisimlerinde canli kalabilmeleri nedeniyle
doganin her yerinde serbest halde saprofit olarak yasarlar (44). Ayrica bu bakteriler
fostati, polifosfat olarak muhafaza edebildiklerinden, fosfatin  biyolojik
degradasyonunda potansiyel kullanima sahiptir (45). Bununla birlikte farkli
Acinetobacter tiirleri farkli habitatlarda yasamlarimi siirdiirmektedir. Ornegin;
Acinetobacter genomspace-3 grubu suda, camurda, sebzeler tzerinde ve insan cildinde;
genomspace-11 grubu ise su ve ¢amurda, sebzeler iizerinde ve insan bagirsak florasinda

yasamini siirdiirmektedir (2, 46).

Acinetobacter tiirleri kus, balik ve gokkusagi alabaliklari gibi hayvansal
kaynaklardan da izole edilmistir. Tavuk, hindi ve danalarda septisemi, ineklerde mastitit
ve metritit, sigir, domuz ve atlarda diisiik, sigirlarda keratokonjiiktivit, danalarda
omfalitis, kedilerde kulak enfeksiyonlari, atlarda solunum yolu enfeksiyonlar1 ve
balanopostit rapor edilmistir. Acinetobacter baumanni ve A. beijerinkii, hayvanlarda

hastalik etkeni olan en dnemli Acinetobacter tirleridir (2, 47)

Acinetobacter tirleri genellikle mukoz membranlarda ya da farinkste, insan

solunum yolu salgi sistemi, idrar, bagirsak ve diger klinik 6rneklerde kolonize
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olabilmektedir. Yapilan bir arastirmada alin, burun, kulak, bogaz, trake, konjuktiva
aksilla, el, kasik, vajina, perine ve ayak parmaklari arasindan alinan numunelerde
Acinetobacter tirleri izole edilmistir. Flora eleman1 olarak A. baumannii’de siklikla

izole edilen tiirler arasindadir (48).

Biyofilm, polisakkaritler, proteinler ve niikleik asitlerden yapilmis olan
polimerik bir matriks ve matriks yilizeyine tutunan mikoorganizmalarin bilesiminden
olusur. Patojen bakteriler tarafindan olusturulan bu biyofilm formasyonu bakterinin
abiyotik ortamda canliligmi korumasimi saglar (2, 49). Biyofilmler fonksiyon
bakimindan dokulara benzerdir ve matriks polimerinin periyodik kasilmasiyla
extraseliiler ortamda iyonik degisim olusarak matrikste kanallarin igine besin akisi
meydana gelir. Pilus aracili biyofilmler (PMB) 6zellikle Acinetobacter spp.’den A.
baumannii, A. haemolyticus, A. lwoffii ve A. calcoaceticus’da goriilmektedir. Bu sayede
cam, medikal arag ve geregler, metal, seramik ve diger cansiz nesneler iizerinde
mikroorganizma tabakasi olusmaktadir. Bakteri hiicre yiizeyindeki pili ve hidrofobik
ylzey proteinleri insan epitel hiicrelerin yiizeyine tutunmay: saglayarak enfeksiyon
slirecini baglatir. A. baumannii hiicreye basarili bir sekilde adezyonu sagladiktan sonra

ekzopolisakkarit salgis1 baslatilir (50-52).

Biyofilm olusumu bakterileri, fagositozdan, antibiyotiklerden ve her tirli
cevresel degiskene karsi korur. Ayni1 zamanda biyofilm sayesinde, konak immiin
yanitina direng gelisebilir. Biyofilm konusunda A. baumannii biyofilmleri Gzerinde
bircok calisma mevcuttur. Biyofilm formasyonundaki diger bakterilerden farkli olarak,
Acinetobacter spp.’de tip IV pili, kam¢1 ve fimbria gibi intrinsik faktorler ile
kolaylasmis olup tahmin edilen saperon salgi membran sistemi (csms) ve yiizey
yapisma protein bdlgesinin (sapr) sorumlu oldugu rapor edilmistir. Islem genellikle,
reversible tutunma, irreversible tutunma, olgunlasma ve dagilmadan meydana gelir. A.
baumannii enfeksiyonlar1 siklikla, foley katater, venoz katater ve serebrospinal sant
tizerinde biyofilm yoluyla ger¢eklesmektedir (2, 50). Cogul direngli suslarin biyofilm
stirecleri oldukga gelismis oldugundan, biyofilm formasyonun ayni zamanda antibiyotik
direnci ile de dogrudan iliskili oldugu gosterilmistir. Ek olarak bu biyofilm
formasyonundan olusan A. baumannii biyofilm birligi proteinleri farelerde humoral

immiin yanitin uyarilmasi igin yeterlidir (53).

Biyofilm formasyonunun diizenlenmesinde quorum sensing 6nemli bir etkiye

sahiptirdir. Sinyal molekiillerinin algilanmasi, bakterinin bulundugu ortamda diisiik
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veya yiiksek miktardaki popiilasyon yogunlugunu ayirt edebilmesini saglamakta ve
boylece ortamda bakteri sayisindaki degisiklige cevap olarak gen ekspresyonunun
popiilasyon diizeyindeki kontroliinii saglamaktadir (54). Bu mekanizma ile biyofilmdeki
bakteriler arasinda iletisim saglanmaktadir. A. baumannii, primer sinyal molekuli
olarak rapor edilen N-(3-hydroxydodecanoyl)-L-HSL ile farkli zincir uzunluklarinin N-
acylhomoserine lactones olarak adlandirilan quorum sensing molekillerini Gretme
yetenegine sahiptir. A. baumannii biyofilm formasyonunda bilinen (¢ bulyik
otoindiikleyici sentaz geni tanimlanmistir. Bunlar, Abal otoindikleyici, Bap proteini ve

csu-coded chaperone-usher pilus sistemidir (55).

Hastanelerde gelisen enfeksiyonlarin tarihine bakildiginda Gram negatif
basillerden 6zellikle P. aeruginosa ve Enterobactericeae; sonraki sirecte Gram pozitif
metisilin direncli S. aureus (MRSA) ve vankomisin direncli Enterococci (VRE) yoluyla
meydana gelen enfeksiyonlar ciddi sorunlara neden olmustur. Ancak, hastanelerde
antibiyotik kullamimimin yayginlasmasiyla P. aeruginosa, K. pneumoniae ve A.
baumannii tdrlerini iceren Gram negatif saglik bakimu ile iliskili bakteriyel patojenlerde
cogul diren¢ hizlica yayilmistir. Hastanede tekrar tekrar kullanilabilen bircok arag
gerecler, saglik personelinin cildinde, yataklarda, yastiklarda ve ventilator ve musluk

suyununda bulundugu tiim ortamlardan izole edilebilir.

2.7. Bakteriyofajlar

Protein kapsid ile sarili niikleik asitleri olan, kii¢lik, viral yapili ve bakterileri
enfekte eden mikroorganizmalara bakteriyofaj denir (4). Bakteriyofajlara toprak, atik
sular, digki, canli viicudu ve gidalar gibi bakteriyel floranin bulundugu her ortamda
rastlamak mumkindur (56-58). Fajlarin, genetik cesitliligi ve transdiiksiyon potansiyeli

oldukga yiiksek oldugundan biyolojik etkinligi oldukga fazladir (57, 59).

2.7.1. Bakteriyofajlar ve Faj Terapisinin Tarihcesi

Ingiliz bakteriyolog Ernest Hankin (1896)’in Ganj ve Jumna nehirlerinde
gozlemledigi bulgular 1518inda baslayan bakteriyofaj arastirmalari, yine Ingiliz bir
bakteriyolog olan Frederick Twort (1915) ve Kanadali mikrobiyolog Felix d’Herelle

(1917) tarafindan siirdiiriilmiistiir. Bu iki bilim adami, bakterileri 6ldiirme yetenegine
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sahip, birbirinden bagimsiz kiiglik varliklarin oldugunu kesfetmistir (60, 61). d’Herelle,
bakteriyofajlarin aydinlatilmasinda 6nemli bir adim atarak, onlarin kesfine 151k
tutmustur. d’Herelle, 1915 yilinda ortaya ¢ikan hemorajik bir dizanteri salgininda,
dizanterili hastalarin diskisindan bir filtrat hazirlamis ve bu filtrat1 diger hastalardan
izole edilen Shigella izolatlar1 ile karigtirmistir. Bu karisimi besiyeri iizerine yaydiginda,
tireme ortaminda inkiibasyon sonrasi birtakim seffaf plak olusumlar1 gézlemlemistir.
D’Herelle, gozle goriilmeyen bu kiiciik varliklara “bakteriyofa;” adini vermistir.
Boylelikle 1917 yilinda ilk bakteriyofaj izolasyonu gerceklestirilmistir (62). Slregelen
yillarda, d’Herelle fajlar1 baz1 hastaliklarin tedavisinde kullanarak semptomlarda ciddi
anlamda gerileme oldugunu rapor etmistir (60). Hastaliklarin tedavisinde ilk kez bir
terapi ajan1 olarak kullaniminin ardindan bir¢ok aragtirmaci enfeksiyonlarin tedavisinde
bakteriyofajlara yonelmistir. Fajlara adeta bir mucize goziiyle bakilmaya baglanilmistir.
Fajlar yapilari itibariyle oldukg¢a basit canlilardir, tedavi sirasinda toksik bir yan etkileri
yoktur. Ancak bazi kaynaklar fajlarin, viicuda alindiklarinda immiin sistemin devreye
girdigini ve fajlara antijen gibi davranabildigini rapor etmistir. TUm tartismalar devam
ederken penisilinin kesfi ile antibiyotik ¢agi baslamis ve fajlarin terap0tik etkisi bir

slireligine onemini yitirmistir (63, 64).

2.7.2. Bakteriyofajlarin Yapisal Ozellikleri

Fajlar, yapisal olarak tek tip niikleik asit ve niikleik asidi g¢evreleyen bir
kapsidden olusmustur. Kapsid, protein yapidaki kapsomerlerin bir araya gelmesiyle
olusur. Sahip olduklar1 niikleik asit, morfolojik ve genomik ag¢idan yiiksek cesitlilik
go6stermektedir. Bunun yani sira tipik olarak bas, boyun, kuyruk ve kuyruk fibrillerinden
olugabilen fajlarin, morfolojik karakterizasyonu incelendiginde bilyiikk Olciide
farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Fajlarda bas bolgesi, birbirinden farkli biiyiikliikte yapilar
gostermekle beraber simetrik bir yapiya sahiptir. Fajlar bas bolgelerinde ¢embersel veya
lineer, ¢ift ya da tek zincirli DNA veya RNA’dan olusan niikleik asit icermektedir.
Kuyruk bdlgesi ve taban fibrilleri de farkliliklar gosterebilmektedir. Kuyruk tabani, bir
tabla ve bu tablaya bagli olan taban fibrillerinden olusurken, bazilar1 yumru veya topuz
seklinde goriilen farkli taban yapilara sahiptir. Kuyruk fibrilleri yardimiyla bakteri
hiicre duvarindaki 6zgul reseptorlere adsorbe olan faj, nukleik asidini kuyruk yardimiyla
bakteriye enjekte etmektedir. Kuyruk faj tipleri de kasilabilme ozelliklerine gore

farkliliklar gostermektedir. Kasilabilen kuyruklu fajlarda niikleik asit enjeksiyonu
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kuyrukta olusan bir kasilma sonucu gergeklesirken, kasilamayan kuyruklu fajlarda bu
olay daha kompleks bir yapida ger¢eklesmektedir (65—70).

2.7.3. Bakteriyofajlarin Siniflandirilmasi

Binsekizylzlerin sonlarinda baslayan bakteriyofaj arastirmalari uzun yillar
tahminler dogrultusunda ilerlerken, elektron mikroskobunun kesfi sonrasi 1940 yilinda
bakteriyofajlarin viral dogasi1 yakindan incelenebilmistir. Sonraki yillarda, fajlarin
morfolojik karakterizasyonu ve niikleik asit tipinden yola ¢ikilarak siniflandirilmalari
yapilmistir. Daha sonra tek iplikli DNA veya RNA’ya sahip kuyruklu, filamentdz ve
ikozahedral fajlar tanimlanarak bugilinkii faj siniflandirmasinin temeli olusturulmustur
(69).

Bindokuyiizyetmisbir yilinda Bradley, niikleik asit, konak¢i ozgulltkleri ve
morfolojik karakterizasyonlarina gére alti faj morfotipinin varligini bildirmis, sonraki
yillarda fajlarin siniflandirilmasi Ackermann tarafindan morfolojik karakterizasyonu ve

niikleik asit i¢eriklerine bakilarak yeniden diizenlenmistir (71, 72).

Viruslerin cins ve tir temelinde ayrimi igin belirgin bir kriter bulunmamaktadir.
Bu nedenle Viriis Taksonomisi Uluslararast Toplulugu (ICTV), simiflama ig¢in uygun
ozellikleri belirlemekte ve standart protokoller hazirlamaktadir (59). Glnimuzde ICTV;
1 takim, 13 aile ve 31 faj cinsi tamimlamistir (69). Arastirmacilar fajlarini tanimlarken,
konakg¢1 6zgiilliikleri, restriksiyon endontikleaz aktivitesi, sekans analizleri, yapisal
protein profilleri ve serolojik test sonuglarim1 kullanmaktadir. Boylelikle her ¢aligma,
farkli caligmalar ile kiyaslanarak elde edilen sonuglar dogrultusunda fajlarin
tanimlanmas1 ve smiflandirilmas:1 yapilmaktadir. Bu anlamda fajlarin  evrimsel
gelisimlerinin belirlenmesi, filogenetik ¢calismalarin dogru yonde ilerlemesi i¢in oldukca

onemlidir (64, 72-74).

2.7.4. Bakteriyofajlarin Yasam Dongiisii

Bakteriyofajlarin dogasina bagli olarak, niikleik asidini bakteriye enjekte ettikten
sonra profaj halini alir ve bu evrede eger konak hiicrede stabil olarak ona higbir zarar
vermeden kalirsa lizojenik; yeni viral partikiillerin olusumu i¢in konag lizize ugratma

egilimi gosterirse litik faj olarak adlandirilirlar (4). Litik ya da lizojenik yasam dongiisii
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cro ve Cl proteinlerinin kontrolii altinda gergeklesmektedir (75, 76). Her protein kendi
yolagini temsil etmektedir. Operatdr bolgeye cro proteini baglanirsa litik dongi, Cl
proteini baglanirsa lizojenik dongii devreye girer. Ancak bu iki protein birbiriyle yaris
halinde oldugundan operatére ilk baglanan protein digerinin sentezini inhibe eder. Litik

fajlara T4 faji1, lizojenik fajlara ise A faj1 en iyi 6rnektir (72, 75, 76).

Tailed, dsDNA, Single-stranded,
Tailed, dsDNA Dosblestrsnded: ingle-strande
larger genomes

medium genomes,
lipid-containing

T’O@@ ®| G

smaller genomes

-~

LW

(dsDNA)

Family Myoviridae (dsDNA)

Family Siphoviridae(dsDNA)

Family Podoviridae (dsDNA)
Family Tectiviridae (dsDNA)

Family Cystoviridae (dsRNA)
Family Corticoviridae (dsDNA)

Family Inoviridae (ssDNA)
Family Microviridae (ssDNA)
Family Leviviridae (ssRNA+)

Family Plasmaviridae

Sekil 2.1. Temel bakteriyofaj ailelerinin morfolojik ve genom karakteristikleri (77)

2.7.5.1. Litik Faj

Mikroorganizmalar canliliklarinin devami olarak iireme ve beslenme gibi
birtakim faaliyetleri yerine getirmek zorundadir. Tipki diger canlilar gibi bakteriyofajlar
da niikleik asidini ve yapisal elemanlarini sentezleterek g¢ogalma egilimi gosterirler.
Cogalan progeniler, konak hiicreyi lizize ugratarak disar1 salinir ve bdylece litik dongii
tamamlanir (69). Ancak litik bir enfeksiyon bazi asamalar igerir;

Adsorbsiyon; konak hiicre duvari ile fajin taban fibrilleri arasinda meydana gelen
yiiksek uyum sonucu gergeklesir. Bu agama fajin bakteriye olan 6zgiilliigiinde oldukca
onemli oynar. Bakteriye 6zgu kapsiil yapisi, lipopolisakkarit tabakasi, F pili, fimbriya,
gibi birgok yiizey proteini adsorbsiyonun ger¢eklesmesi igin gereklidir. Ancak bu
reseptorler, Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerde hiicre duvar yapisindan dolay1
farklilik gostermektedir (70). Fajin konaga olan ilgisi reseptor proteinlerine baglidir. Bu
proteinlerde meydana gelen en ufak degisim fajin konaga ilgisini azaltmaktadir (78).
Adsorbsiyonun gerceklesmesinde dis faktorlerin etkisi de kiiclimsenmeyecek kadar
onemlidir. Ornegin ortam pH’s1, ortamda bulunan Mg*?, Ca*? gibi birtakim iyonlar,
elektrostatik  etkilesim  gibi  faktorlerin  varligt  adsorbsiyon  dengesini

degistirebilmektedir (78). Ayn1 zamanda bakteri kiiltiirlerinin tazeligi de adsorbsiyonu
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etkileyen Oonemli bir etkendir. Yash kiiltiirlerin hiicre duvarinda gerceklesebilecek
degisiklikler nedeniyle konaga kars1 faj direnci gelisebilirken, taze kiiltiirlerde hiicre
duvar1 yeni sentezlendiginden faj duyarliligi da 6zgiil reseptorler varliginda oldukca
kuvvetli olmaktadir (70). Faj morfolojisine gore adsorbsiyon olayr da farkliliklar
gostermektedir. Kuyruklu fajlar adsorbsiyonu taban fibrilleri ile gergeklestirirken

kuyruksuz fajlar kapsomerleri araciliiyla gergeklestirmektedir (70).

Penetrasyon; faj nikleik asidinin, birgok enzimatik olay vasitasiyla konak
hiicreye enjekte edilmesidir. Ornegin; T4 faji1, bakteri hiicre duvarina adsorbe olduktan
sonra, yapisinda bulundurdugu bir enzim ile duvar pargalamaktadir (70). Ikozahedral
kapsidinin altinda bir zara sahip olan, Pseudomonas ve Enterobacteriaceae Uyelerini
enfekte eden Tectiviridae familyasindan PRD1 faji istisnai bir durum gostermektedir.
Bu faj kapsidi ile ylizey reseptoriine baglanmakta ve kapsit proteinleri iizerinde
konformasyonal bir degisiklik meydana gelmektedir. Daha sonra bakteri hiicre duvarina
dogru tiibiiler bir sistem olusmakta ve adsorbsiyonun ardindan bir takim enzimatik

reaksiyonlar ile faj DNA’s1 bakteri hiicre duvarindan igeri aktarilmaktadir (78) .

Biyosentez; faj niikleik asidi hiicre i¢ine enjekte edildigi anda, yani
penetrasyondan hemen sonra baslamaktadir. Bu sathaya giren faj DNA’s1, bakteri
makromolekul sentezinin durdurulmasina neden olarak bakteri kromozomunun
niikleazlar tarafindan pargalanmasi ile sonug¢lanmaktadir. Boylelikle olugan faj niikleik
asidi onciillerinden, niikleik asitlerin replikasyonu gergeklestirilir (70). Cogu litik fajin

dsDNA’s1 lineerdir ve replikasyonun ilk asamasinda sirkiiler forma doniismektedir (79).

DNA replikasyonundan sonra iiretilen ge¢c mRNA’lar dogrudan 3 c¢esit proteini
sentezlemektedir. Bunlar; faj yapisal proteinleri, virion yapisi olusmadan hemen 6nce
faj yapitaslarii bir araya toplayan proteinler ve hiicre lizizi ve faj olugsmasini saglayan

proteinlerdir (78) .

Biyosentez sonucu olusan faj yapisal elemanlar1 tam bir faj partikiiliini
olusturmak tizere bir araya toplanmakta ve olusan yeni bakteriyofajlar, sentezledikleri
enzimler yardimiyla bakteri hiicresini pargalayarak disar1 ¢ikmaktadirlar. Bu agsamalar
yaklagik 30 dakika icerisinde tamamlanmaktadir (70). Bakteriyofajin tiir sayisi ve
sartlara bagli olarak her ata birey yaklasik olarak litik faj dongiistiniin %200’ kadar
yavru birey meydana getirebilir. Eger her birey bir konak bakteriyi enfekte eder ve

oldardrse ikinci donginin sonunda 40 bin; Ggtncl dongunin sonunda 8 milyon;
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dordiincii dongiiniin sonunda 1,6 milyar progeni olusacaktir (80). Cogu faj intraseliiler
fazin sonunda konak hiicrelerini lizize ugratir. Ornegin, T4 fajinn E. coli’yi lizize
ugratmasi, 37°C’de yaklasik 22 dakika silirer ve ortalama 300 T4 faji meydana gelir
(78).

2.7.5.2. Lizojenik Faj

Lizojenik enfeksiyon; 3 viral proteinin varliginda meydana gelmektedir. Bakteri
hiicresine faj DNA’sinin girmesiyle, bu viral proteinlerin sentezi baslamakta ve bu
sentez, yeni olusacak litik fajin yapisal elemanlarinin iretilmesi i¢in gerekli olan
bilginin genomdan alinmasi engellemektedir. Buna bagli olarak faj, bakteri hiicresini
lizize ugratamamaktadir. Hiicre sitoplazmasinda hapsolan faj DNA’s1 bu durumdan
kurtulmak i¢in konak¢i genomuna entegre olmaktadir. Boylece faj DNA’s1, konakei
DNA’s1 ile ayni anda replike olmaya baslamaktadir (81). Bakteri DNA’sina entegre
olarak enfeksiyon olusturan fajlar, lizojenik faj; bakteri kromozomuna entegre olan
profajin bakteride olusturdugu enfeksiyon ise lizojenik enfeksiyon olarak adlandirilir.
Kromozomunda profaj tasiyan bakteri ise “lizojenik bakteri” olarak adlandirilir (70). A
faji gibi baz1 fajlar E. coli kromozomunun gal ve bio genleri arasina entegre olurken,
baz1 fajlar bakteri kromozomuna katilmadan bagimsiz olarak sitoplazmada bulunur ve
bakteri DNA’smna baglanarak bakteri ¢ogalmasi ile birlikte kendi DNA’sinin
replikasyonunu saglayabilir (70, 79). Bununla birlikte, ultraviyole, sicaklik, pH,
mitomisin C uygulanmasi gibi fizyolojik bir sinyal litik evreye geg¢ise neden
olabilmektedir (74, 79). Lizojenik dongii, konak hiicre yapisinda bir takim degisikliklere

neden olabilmekte ve bu da bakteriyel virulansi arttirabilmektedir (70).

2.7.6. Bakteriyofajlarin Kullanim Alanlari

Faj terapisi Uzerine 1980 yillara kadar az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Ancak
sonraki yillarda hayvan modellemeleri iizerinde faj terapisinin faydalarin1 gdsteren
raporlar yaymlanmaya baslamis ve bu alana olan ilgi artmistir. Ornegin; yapilan
calismalarda bakteriyemili fareler, fatal enfeksiyonlu dana, koyun, tavuklar ve P.
aeruginosa’nin neden oldugu cilt enfeksiyonlarinda tavsanlar iizerinde kullanilan tek
dozluk faj enjeksiyonun, son derece olumlu bir tedavi yaniti sagladigi bildirilmistir (80).
Bir ¢aligmada, fajlarin logaritmik tireme modellerinden yola ¢ikarak; E. coli O18:K1:H7

susuyla farkli dozlarda enfekte edilen farelerde, faj solusyonundan tek enjeksiyonluk
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tedavinin son derece etkili oldugunu gostermislerdir (82). Bu sekilde tek dozunda
olduk¢a verimli sonuglar alinan fajlar, logaritmik treme 0zelligi gosterdiginden ¢ogu
antibiyotik ve antibiyotik kompleksine oranla énemli derecede iistiinliik saglamaktadir
(80).

Cok cesitli enfeksiyonlara neden olabilen Gram negatif bakterilerde antibiyotik
diren¢ yayilimi giiniimiizde oldukc¢a 6nemli bir sorundur. Gram negatif bakterilerden
Ozellikle Enterobacteriaceae ailesi Uyeleri Uzerinde bakteriyofaj terapisinin etkili bir
yontem oldugu yapilan ¢esitli calismalarda bildirilmistir Ancak basarili bir bakteriyofaj
terapisi i¢in; fajin uygulanma sekli, faj konsantrasyonu, tedavinin dozu, faj direnci, elde
edilen fajin ndtralizasyonu, hedef bakteriye ulasilabilirlik gibi bir¢ok durum goéz oniinde
tutulmalidir (83). Bunun yaninda fajlar, atiksularin kalitesinin arttirillmasinda da 6nemli
bir rol oynamaktadir. Hastane atik sulari, kanalizasyon sular1 ve bazi bolgelerde yogun
kirletici etkisi altinda olan akarsularin temizlenmesinde fajlarin kullanilabilecegi

yapilan ¢esitli calismalarda gosterilmistir (65, 84).

Simdiye kadar anlatildigi tlizere fajlarin bakteriler lizerindeki litik aktiviteleri
nedeniyle enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde antibiyotiklere alternatif bir yontem
olarak kullanimi, antibiyotiklere direncin artigi ile birlikte yeniden popiiler hale
gelmistir (63, 65, 83, 85, 86). Bunlarin yaninda, fermentasyon teknolojisinin
kullanildig1 birgok alanda, istenilmeyen etkileri de gdzlenebilmektedir. Ornegin, siitiin
mayalanmas1 asamasinda olusabilecek en ufak faj kontaminasyonunun iriiniin tadini,
kokusunu ve yapisal Ozelliklerini etkiledigi gosterilmistir (81). Yine sarap Uretim
teknolojisinde de faj kontaminasyonu istenmeyen bazi degisikliklere ve zararlara neden
olabilmektedir (74).

Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde; antibiyotik kullanimi ile kiyaslandiginda
faj terapisi bazi avantajlara sahiptir. Antibiyotikler viicudun normal flora Uyesini
olusturan bakteriler iizerinde de etkili oldugundan, gereksiz ve yanlis antibiyotik
kullanim1 floranin bozulmasina ve yeni direng mekanizmalarinin gelismesine neden
olabilmektedir. Bu durum enfeksiyon hastaliklarinin tedavisini gii¢lestirmekte ve
enfeksiyon oranlarinda artisa neden olmaktadir. Halbuki konak 6zgulltkleri dikkate
alindiginda; faj terapisi sirasinda sadece etken mikroorganizma hedef alindigi i¢in,
normal flora Gyeleri tedaviden etkilenmeyecektir. Bakteriler fajlara karsi da direng
direng gelistirmektedir ancak antibiyotik direnci kadar yaygin ve hizli bir direng

gelisiminin fajlarda gézlenmeyecegi umut edilmektedir (87).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Acinetobacter baumannii’ye Ozgii Litik Bakteriyofajin Eldesi

3.1.1. Bakteriyofaj Izolasyon Kaynaklar

Bu calismada, bakteriyofaj izole edilebilecek potansiyel kaynaklar olarak; indnii
Universitesi atik su tesisleri ve kampiis alani icerisinde bulunan gevresel su kaynaklari
secildi. Bu amagla, 22 farkli bolgeden, toplam 250 su 6rnegi alindi. Her bir kaynaktan
200 ml su, steril tasima kaplarinda alinarak bekletilmeden faj izolasyon g¢alismalarina

baslandi.

3.1.2. Bakteriyofaj izolasyonu

Alinan su Orneklerinden bakteriyofaj izolasyonu i¢in Khairnar ve arkadaslar
tarafindan gelistirilen yontem kiiciik degisiklikler ile kullanildi (88). Buna gore, atik
sulardan bakteriyofaj izolasyonu igin protokol asagidaki basamaklarda uygulandi.

1- Laboratuvara getirilen 200 ml su 6rnegi ilk olarak 3600 rpm’de 20 dakika santrifiij
edildi.

2- Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant 0.45 pm’lik filtreden gecirilerek bakteri,
mantar gibi diger mikroorganizmalar uzaklastirilda.

3- Elde edildigi disiiniilen faj lizat1 iizerine; 8 ml %50 PEG6000 (50 g PEG6000, 100
ml Distile su), 3.2 ml 5M NaCl (58.46 gr NaCl, 200 ml Distile su), 0.8 ml distile su
eklendi.

4- Karisim 1 dakika vortekslenerek +4°C ’de 1 gece bekletildi.

5- Ertesi giin 5000 x g’de 90 dakika santrifiij edilerek ¢oktiirme islemi yapildi. Ust sivi
atilarak elde edilen pelletler, 1 ml TE Buffer ile sulandirildi. Bu haliyle faj tasima

potansiyeli olan 6rnekler ekim islemine kadar +4°C’de saklandi.
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3.1.3. A. baumannii Konakge Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Konaker kiiltiirii hazirlamak i¢in 20 ml Lurian-Bertani (LB) broth (200 ml; 2 g
NaCl, 2 g Pepton, 1 g Maya 0zdit) besiyerine A. baumannii bakteri stogundan 100 ul
eklenerek, 37°C ’de 150 rpm’de 1 gece inkiibasyona birakildi ve konak bakteri
cogaltild1. Ertesi giin iireme olan sivi besiyerinden 200 pl alinarak yeni bir LB broth
besiyerine ekim yapilarak ve 37°C ’de 4 saat 150 rpm’de g¢alkalamali inkiibasyondan

sonra konakg1 bakteri stogu kati besiyerine ekilmek {izere hazir hale getirilmis oldu.

3.1.4. Cift Agar Yontemiyle Bakteriyofaj Tespiti

Bakteriyofajlarin ekimi ve faj plaklarinin goriintiilenmesi igin “overlay agar”
teknigi kullanildi (12, 89). Bu amagla; 200 ml yumusak agar (2 g NaCl, 2 g Pepton, 2 g
Maya 0zitu, 0.8 g Agar, 150 pl CaCly) hazirlanarak cam tiiplere 3’er ml halinde
dagitildi. Hazirlanan yumusak agarin ekim yapilmadan katilasmamasi i¢cin 40°C’lik
benmari igerisinde tutuldu. Yumusak agar igerisine 100 pl faj soliisyonu ve 100 ul
bakteri stispansiyonu ilave edildi ve faj-bakteri adsorbsiyonunun saglanmasi i¢in cam
tupler 10 dakika siireyle 40°C bekletildi. Siire sonunda, faj ve bakteri siispansiyonunu
iceren yumusak agar, LB kat1 agar besiyeri (500 ml; 5 g NaCl, 5 g Pepton, 2.5 g Maya
Ozutl, 6 g Agar, 750 pl CaCly) tizerine yayilarak, yaklagik 30 dakika siireyle donmasi
icin beklendi. Besiyerleri katilagtiktan sonra bir gece 37°C ’deki etiivde inkiibasyona

birakildi ve ertesi giin faj plaklari kontrol edildi.

3.1.5. Tek Plak izolasyonu ile Bakteriyofajin Saflastiriimasi

Bakteriyofajlar1 saf olarak elde etmek amaciyla tek plak izolasyonu yontemi
kullanild1 (89). Bu amagla, ¢ift agar yontemiyle elde edilen faj plaklari, tek diistiikleri
bolgelerden steril bir bistiiri ile kesilerek, kapakli steril bir tiip igerisine alindi. Uzerine 3
ml LB siv1 besiyerinden eklenip hafif¢ce karistirilarak fajlarin besiyerine gegmesi
sagland1. Onceden ekimi yapilan dort saatlik A. baumannii kiiltiiriinden 100 pl almarak
bu tip icerisine eklendi. Faj-bakteri adsorbsiyonun gerceklesmesi igin 15 dakika
beklendi ve bu stire sonunda tip igerisine 5 ml daha LB siv1 besiyeri ilave edildi.

Hazirlanan deney tiipii, 37°C sicaklikta 18 saat siireyle inkiibe edildi. Ertesi glin, hiicre
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ve besiyeri atiklarini uzaklastirmak amaciyla 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve

Ust s1v1 0.45 pm’lik filtreden gecirilerek saf faj filtrat: steril bir tiipte toplanda.

3.1.6. Bakteriyofajin Titresinin Yukseltilmesi ve Belirlenmesi

Tek plak izolayonu yapilarak saflagtirilan bakteriyofajlarin titresini arttirmak

i¢in, asagidaki deney basamaklar: takip edildi.

1-

Steril bir ependorf tiip igerisine 1 ml faj lizat1 ve 0.1 ml 4 saatlik konak¢1 bakteriden
eklenerek oda 1sisinda 15 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi faj-
bakteri siispansiyonu, taze hazirlanmig LB siv1 besiyeri igerisine eklenerek 37°C *de
18 saat daha inktibe edildi.

Ertesi giin LB s1v1 besiyeri kapakli steril bir tiip icerisine alinarak, 5000 rpm’de 10
dakika santrifij edildi. Igerisinde faj bulunan {ist sivi 0.45 pm’lik filtreden
gecirilerek hiicre artiklar1 ortamdan uzaklastirildi. Bu isleme istenilen titreye
ulasincaya kadar devam edildi

Filtre edilen bakteriyofaj sispansiyonu lzerine 8 ml PEG6000, 3.2 ml NaCl, 0.8 ml
distile su ilave edildi. Bu sekilde hazirlana bakteriyofaj stispansiyonu 1 dakika
vortekslenerek +4°C ’de bir gece bekletildi. Ertesi giin 5000 x g’de 90 dakika
santrifij edilerek, saf faj filtratinin ¢oktiriilerek yogunlastirilmasi saglandi.

Elde edilen pellet, 500 pl TE buffer ile stspanse edildi. Olast bir bakteri
kontaminasyonunu engellemek icin siispansiyona 100 ul kloroform ilave edildi.
Hazirlanan soliisyon +4°C *de muhafaza edildi. (Fajin protein profilini belirlerken bu
pelletten yararlanilmistir)

Bu asamada, son karsilastirmaya ait faj stispansiyonundan 10®’ya kadar fizyolojik
tuzlu su igerisinde diliisyonlar hazirlandi ve bu dilisyonlarin her birine ¢ift agar
yontemi uygulandi. Agarin katilasmasindan sonra faj diliisyonlar1 petri plaklarinin
cizilen bolgelerine mikropipet ile 100’er pl damlatilarak yayilmis ve 37°C *de 24
saat streyle inkibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, faj liziz plaklarinin sayilabilecegi
seyreltiden hareketle faj siispansiyonunun titresi plak olusturma birimi/ml (pfu/ml)

olarak belirlendi.
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3.2. Bakteriyofajin Protein Profillerinin Analizi

Fajlarin protein profillerinin ¢ikarilmas: amaciyla, SDS-PAGE kesikli sistem
kullanildi. Bu amagla A. baumannii susu, bir gece boyunca LB buyyonda 200 rpm hizda
calkalanarak 37°C sicaklikta iiretildi. Faj partiktllerinin protein band profil analizinin
yapilabilmesi icin iki adet 50 ml hacminde LB besiyerine, duragan faza gelmis bir
gecelik kulttrden 100 pl eklendi. Kiiltiirler, 500 ml'lik yuvarlak tabanli balonlarda 200
rpm hiz1 ile calkalanarak 37°C sicaklikta 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon, 600 nm
dalga boyunda 10 mm 151k yolu i¢in 0.2 — 0.3 absorbans yogunluguna ulasilana kadar
strddrildi. Erken logaritmik faza gelen kiiltiirlerden birine 500 pl faj stogu, digerine ise

ayni hacimde LB (“mock” inokiilasyon) eklenerek inkiibasyona ayni kosullarda dort
saat daha devam edildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Faj ve "mock" inokile kuilturlerin dort saatlik inkibasyon sonundaki
gorindmleri.

Siirenin sonunda, faj ve “mock” inokiile kiiltiirler, 5000 x g ivmesi ile 4°C
sicaklikta 20 dakika santriflj edidi ve dstte kalan sivi toplandi. Kaltir
slipernatantlarinda faj partikiillerine ait proteinlerin analizi i¢in noniyonik protein
presipitatlarindan yararlanildi. Bu amagla, her 3 hacim kiiltiir siipernatanti, 1 hacim %50
PEG6000 ve 2 M NaCl cozeltisi ile karistirildi. Kisaca galkalanan karisim, 1 saat
boyunca 5000 x g ivme ile 4°C sicaklikta santrifiij edilerek Ustte kalan sivi
uzaklastirildi. SDS — poliakrilamid jele (SDS-PAGE) yiiklenecek faj ve “mock” inokiile
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kilturlere ait pelletler, 4 ml %10 SDS, 0.5 ml %1 bromofenol mavisi, 2 ml %20
gliserol, 1 ml 2-mercaptoetanol, 8 ml distile su ve 50 mM tris hidroklorir pH 6.8’den
olusan Laemmli tamponu ile 1:1 oraninda karistirildi (Laemmli, 1970). Daha sonra
stispansiyonlar, 100°C’de 5 dak siireyle kaynatildi. Biorad miniprotean elektroforez

sistemi i¢in ayrim ve yi8ilma jelleri Tablo 3.1 ve 3.2'de belirtildigi gibi hazirlandx.

Tablo 3.1. SDS-PAGE ayrim jelinin igerigi

Stok Calisan 7,000 ml
TrisCl pH 8.8 1,000 M 0375 M 2,625 ml
Acrylamide stock (30:0.8) 30,000 % 12,000 % 2,800 ml
SDS 20,000 % 0,100 % 0,035 ml
APS 10,000 % 0,050 % 0,035 ml
TEMED 100,000 % 0,050 % 0,004 mi
H20 1,502 ml
Tablo 3.2. SDS-PAGE yigilma jeli
Stok Calisan 2,000 ml
TrisCl pH 6.8 1,000 M 0,125 M 0,250 ml
Acrylamide stock (30:0.8) 30,000 % 3,750 % 0,250 ml
SDS 20,000 % 0,100 % 0,010 ml
APS 10,000 % 0,050 % 0,010 ml
TEMED 100,000 % 0,050 % 0,001 ml
H20 1,479 ml

Elektroforez islemi, 25 mM tris-base, 192 mM glisin ve %0.1 SDS'den olusan
tampon i¢inde (devamli sistem ile), proteinlerin yigilma jeline 50 V (15 mA/jel) ile
girmesinin ardindan 100 V sabit voltaj ile gerceklestirildi. Yiikleme tamponu boyasinin
jelin alt ucuna ulasana kadar yaklasik 45 dakika siirdiiriilen elektroforez isleminin
sonunda, jel sandvigi agilarak %25 (hacim/hacim) 2-propanol ve %10 (hacim/hacim)
asetik asit c¢ozeltisi ile fiksasyon gerceklestirildi. Fiksasyon islemi sonrasinda jeller,
%10 (hacim/hacim) asetik asit i¢indeki %0.006 (agirlik/hacim) Coomassie mavisi
cozeltisi icinde calkalanarak boyandi. Boyama isleminin sonlandirilmasinin ardindan
%10 (hacim/hacim) asetik ¢ozeltisi i¢cinde ¢alkalanarak yeterli boya giderimi yapilan
jeller beyaz 151k transliiminasyonu ile goriintiilendi.

Protein profil analizleri, sadece A. baumannii igeren stispansiyondan ve A. baumannii

faj ile enfekte edildikten sonra elde edilecek faj iceren siispansiyonlardan ayri ayri
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yapildi. Bunun amaci, faj protein profilleri belirlenirken, konak bakteriye ait ortamda

bulunabilecek protein kalintilarinin tespit edebilmektir.

3.3. Bakteriyofajin Transmisyon Elektron Mikroskobu

fle Karakterizasyonu

A. baumannii’ye kars1 etkili oldugu tespit edilen litik bakteriyofajlarin
morfolojik karakterizasyonu ve konak¢i hiicreye adsorbsiyonunu gostermek igin

transmisyon elektron mikroskobu (TEM) kullanildu.

3.3.1. Bakteriyofajin Morfolojik Karakterizasyonun Yapilmasi

1- Faj stogundan ve gluteraldehit fiksatiftinden 50’ser ul alinarak homojenize edildi.

2- Bakir gridler dikkatlice g¢ikarilarak her bir grid lizerine yaklasik 10 ul fiksatif-faj
karisimi eklendi ve gridler 37°C’de etiivde kurutuldu.

3- %2 fosfotungustik asit kullanilarak kontrastlama yapildi. Bu amagla, 0.1 mg
fosfotungustik asit ve 5 ml ultrapure saf su homojen olana kadar vortekslendi ve
0.22 ul’lik filtreden gegirildi. Hazirlanan %2 fosfotungustik asitten bakir gridler
tizerine 10 pl damlatilip 37°C’deki etiivde kurumasi igin beklenildi.

4-  Kurutulan orneklerin Uzerine, enjeksiyonluk sudan 2-3 damla eklenerek yikama
islemi yapildi ve yikanan gridler {zerinden bakteriyofajlarn TEM’de

goriintiilenmesi gergeklestirildi.

3.3.2. Faj-Bakteri Adsorbsiyonunun Tespit Edilmesi

Faj-bakteri adsorbsiyonunu TEM’de goriintiilemek amaciyla 3 seri diizenek
hazirlandi. Faj ve bakteri soliisyonlar1 deney tiipii igerisine eklendigi sirada siire tutulup
15., 20. ve 30. dakikalarda her bir siispansiyondan numune alinmasi suretiyle
adsorbsiyon asamasi goriintiilenmeye calisild. Islem protokolii asagidaki gibidir.

1- 10 ml %3 Fosfat tamponlu glutaraldehit fiksatifi (5 ml 0.1M fosfat tamponu (pH:
7.4), 0.6 ml %50 glutaraldehit, 3.8 ml distile su) hazirlandi.
2- 500 pl faj soliisyonu ve 500 pl 4 saatlik konak¢i A. baumannii 2 ml’lik tiipe

eklendi.
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10-

11-

12-

13-

Faj-bakteri soliisyonunu igeren 3 seri tiip hazirlandi. Bunlardan 1.’sine 15.
dakika’da, 2.’sine 20. dakika’da ve 3.’siine 30. dakika’da faj-bakteri
stispansiyonundan eklendi. Hazirlanan tiipler, 5000 x g’de 5 dakika santrifiij
edilerek slipernatant atildi. Pellet iizerine 500 pl glutaraldehit fikstrati ilave edildi.

2 saat siire tutularak +4°C’de bekletildi.

Siire sonunda 3 seri yeniden santrifiij edilerek siipernatant atildi. Pelet 500 pl fosfat
tamponuyla sulandirildi ve direkt olarak kullanildi.

Elde edilen tiipler 100 rpm’de 1 gece karistirici tizerinde birakildi.

Ertesi giin jel olandan sivi1 atild1 ve jel olmayan ise 5000 x g’de 10 dakika santrifiij
ederek silipernatan atildi. Tiplere fosfat tamponu eklenerek 30 dakika yikama
yapildi.

Siire sonunda fosfat tamponu dokiilerek yerine dikkatli sekilde Osmium eklendi. Jel
olan tipe 250 ul, jel olmayana ise 200 ul ilave edilerek 100 rpm’de karanlik
ortamda 2 saat karistirilarak bekletildi.

Siire sonunda osmium atilarak 4 kez 15 dakika siirede 500 pl fosfat tamponuyla
yikama yapildi. Daha sonra 20’ser dakika sirasiyla %30, %50 ve %70’lik etanol ile
1’er kez; sirasiyla %90, %100 liikk etanol ve son olarak 1,2-Propylenoxid ile 2 kez
yikama yapildi.

Her bir jel birer ependorfa alinirken, jel olmayanlar ise 5000 x g’de 10 dakika
santrifiij edilerek ependorflar Gzerine 0.5 ml araldit eklendi ve hibridizasyon
firiinda 25°C’de 1 gece alt iist edildi.

Ertesi glin spin yapilarak jellerin dibe ¢okmesi saglanirken, jel olmayanlar ise
santrifiij edilerek dibe ¢oktruldi.

Ependorflar yaklasik 6 saat boyunca 45°C’ye ayarlanmis olan hibridizasyon
firminda tutuldu, daha sonra firmin 1sis1 60°C’ye ¢ikarildi ve yaklagik 18 saat
bekletildi ve siire sonunda firin kapatilarak kendi kendine sogumasi beklenildi.
Donduktan sonra ependorflar kesilerek iclerindeki araldit ¢ikarildi ve elektron

mikroskopik takip i¢in kullanildi.
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3.4. Bakteriyofa] Genomunun Karakterizasyonu

3.4.1. Bakteriyofaj Genomunun Eldesi

Bakteriyofaj DNA izolasyonu i¢in hem faj DNA izolasyon kitleri (Lambda DNA
Mini Isolation Kit, Qiagen) hem de alternatif olarak standart protokol uyguland: (89).
Standart protokole gore faj genomik DNA’s1 fenol kloroform izoamilalkol kullanilarak
izole edildi. Santrifiij sonrasi tistte su fazindaki niikleik asitler, esit hacimde izopropanol
ile ¢oktlrildlu ve etanol yikamalari sonrasi alkolii uzaklastirilan pellet gradel su ile
¢ozildu. Elde edilen faj DNA’sinin miktari spektrometrik olarak oOlgulerek, %1’lik

agaroz jel elektroforezi ile kalitesi degerlendirildi ve blyiikliigi tespit edildi.

3.4.2. Bakteriyofaj Genomunun Restriksiyon Endoniikleazlar le Kesilmesi

Tek plak izolasyonu ile elde edilen saf fajlardan genomik DNA izolasyonu
yapilarak elde edilen DNA, vektor plazmide uygun olarak Apal, Xbal ve EcoRI
enzimleri ile kesildi. Her bir enzim ile sindirme, optimal aktivite gosterilen tampon
icinde optimal inkiibasyon sicakliginda gergeklestirildi. Bu slre sonunda elde edilen
sindirme drunleri, %1°lik agaroz jelde elektroforez yapildi. Jel etidyum bromir ile

boyanarak Gel Logic 2200 jel dokiimantasyon sisteminde gorunttlendi.

3.4.3. Sindirme Uriinlerinin Plazmid Vektorlere Klonlanmasi

Restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesilmis faj genomundan elde edilen
fragmentlerden uygun biiyiikliikte olanlari, ayn1 enzim kullanilarak kesilmis plazmid
vektore klonlandi. Vektor olarak pucl8 plazmidi kullanildi. Ligasyon isleminden 6nce
kesilmis faj genomik fragmentleri ve plazmid vektor DNA's1 silika matriksli kolonlar
kullanilarak saflastirildi. Bu amagla, saflastirilacak DNA 6rnekleri son konsantrasyonu
S5M olacak sekilde guanidin ile karistirildi. Silika kolonlardan gegirilen karigim,
propanol ile iki kez yikandi ve alkol tamamen uzaklastirildiktan sonra su ile eliisyon
gerceklestirildi.

Saflastirilmis vektor ve “insert” spektrometrik olarak kantite edilerek, ligasyon
tepkimesine c¢alisilabilecek oranda girmeleri saglandi. ATP iceren tampon iginde T4

DNA ligaz kullanilarak 22°C sicaklikta bir saat siireyle ligasyon islemi gerceklestirildi.
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3.4.4. Ligasyon Urunlerinin Transformasyonu

Ligasyon Urinleri, Escherichia coli K12 JM109 hiicrelerine kimyasal yontemler
kullanilarak aktarildi. Bu amagcla, bir gecelik bakteri kiiltirii LB buyyon i¢inde 100 kat
dilte edildi. Kiiltiir, 33°C sicaklikta ODgoo 0.5 bulanikliga ulasana kadar ¢alkalayicili
etiivde inkibe edildi. inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler 600 x g ivme ile santrifijj
edilerek elde edildi. Bakteri pelleti %5 DMSO, %10 PEG6000, 10 mM MgCl. ve 10
mM MgSO4 iceren LB buyyon ile siispanse edildi. Stspansiyon buz (zerinde inkiibe
edildikten sonra eklenen her bir ligasyon iriinii i¢in 100ul'lik alikotlara ayrilarak
plazmidler ile karistirildi. Buz (zerinde bir saatlik inkiibasyon sonunda huicrelere 42°C
sicaklikta 90 saniye 1s1 soku uygulandi. Is1 sokunun ardindan hiicreler antibiyotik direng
geninin ekspresyonu igin bir saat boyunca SOC buyyonda 37°C sicaklikta ¢alkalanarak
uretildi. Her bir kiiltirden 200 pl uygun antibiyotik igeren SOC plaklara ekildi. Bir

gecelik inkiibasyon sonrasinda elde edilen transformant koloniler incelendi.

3.4.5. Transformantlardan Plazmid izolasyonu

Elde edilen transformantlardan plazmid izolasyonu igin alkalen lizis yontemi ve
“mini prep” yontemleri kullanilda.
Mini prep yontemi: Mini-Prep Kiti (Lamda Biotech, USA) ile plazmit izolasyonu

ireticinin Onerilerine gore asagidaki basamaklarda gergeklestirildi.

1- LB besiyeri icerisinde 1 gece inkiibe edilmis bakteri siispansiyonu 1.5ml’lik
ependorf tiiplere alnarak santrifiij edildi ve santrifiij sonrasi siipernatant
uzaklastirildi.

2- Pellet (izerine 100 pl soliisyon eklenerek, vorteksleme ile bakteri pelleti stispanse
edildi.

3- Bakteri stispansiyonu (zerine 200 pl liziz solisyonu ilave edilerek, hemen 4-6 kez
tiip alt list edilerek karistirildi.

4- Daha sonra 350 pl nétralizasyon: sollisyonu eklenerek, tlip nazikce 4-6 kez alt tst
edilmis ve >10,000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

5- Santrifiij sonras1 siipernatant spin kolonuna aktarilarak >10,000 rpm’de 1 dakika

santrifiij edilmis ve boylece DNA’nin spin kolona baglanmasi saglandi.
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6- Santrifiij sonras1 spin kolon alinarak yeni bir tiip icerisine yerlestirildi ve (zerine
700 ul yikama soliisyonu eklendi ve >10,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

7-  Gerekli goriildiigii takdirde yikama basamagi tekrarlandi.

8- Son olarak spin kolon tekrar bos bir ependorf tiip igerisine alinip santrifiij islemi

tekrarlanda.

3.4.6. Plazmid Uzerinden Sekans Analizi

Sekans primerleri, klonlama igin segilen restriksiyon enziminin kesim bélgesinin
yukarisindan ve asagindan segildi. Primer ve kalip konsantrasyon oranlari, sekans
kitinde Onerilen sekilde uygulandi. Sekans karigimi hazirlandiktan sonra 60 dongii
boyunca 95°C sicaklikta 5 saniye denatiirasyon, 50°C sicaklikta 20 saniye baglanma ve
60°C sicaklikta 4 dakika uzama gergeklestirildi. Sonrasinda elde edilen floresan isaretli
urinler etanol asetik asit yontemi ile c¢oktirildi. Coktiirme sonrasi etanolii
uzaklastirilan pelletler deiyonize formamid ile cozullerek kapiller jel elektroforezine
hazir hale getirildi. Yiiklemenin hemen Oncesinde 6rnekler 95°C sicaklikta 5 dakika

bekletilerek denatiirasyon saglandi.

3.4.7. Bakteriyofaj DNA’sinin Dizi Analizi Sonug¢lar

Yapilan kapiller elektroforez sonucunda elde edilen kromatogram dosyalari,
FinchTV v1.3.1 yazilim1 (GeoSpiza Inc., ABD) yardimiyla gorsel olarak diizeltildi ve
FASTA formatina kaydedildi. Giivenilirlik skorlari uygun aralikta bulunan
kromatogramlardan elde edilecek DNA dizileri veri tabanlarinda sorgulanarak benzer
dizilerin varlig1 arastirildi. Bu amagla National Center for Biotechnology (NCBI)
hizalama arama motoru olan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) kullanildi ve

GenBank eslestirmeleri yapildu.

3.5. Bakteriyofajin Cogul direncli A. baumannii izolatlar1 Uzerine Etkisi

3.5.1. Cogul Direncli A. baumannii izolatlarinin belirlenmesi

A. baumannii ya kars1 izole edilen litik bakteriyofajin etkinligi klinik izolatlar
Uzerinde denendi. Bu amagla, 20.10.2015-05.05.2016 tarihleri  arasinda
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laboratuvarimiza gonderilen ve A. baumannii olarak izole edilen 130 klinik izolat
calismaya dahil edildi. izolatlarin antibiyotik duyarliliklar: icin Microscan Walkaway
Otomatize Sistemi, kolistin direnci i¢cin MIC testi ve karbapenemaz aktivitesi icin CIM
testi kullanildi. En az {i¢ antibiyotik siifinin antibiyotiklerinden birine direncli olan

A.baumannii izolatlar1 ¢ogul direngli olarak tanimlandi.

3.5.2. A. baumannii izolatlarinda Karbapenemaz Aktivitesinin

Karbapenem Inaktivasyon Metodu (CIM) ile Belirlenmesi

Izolatlarin karbapenemaz aktivitelerini belirlemek icin Zwaluw ve arkadaslarmin
gelistiridgi yontem kullanildi (90). Karbapenem aktivitesi belirlenecek olan A.
baumannii izolatlar1 i¢in kanli agar besiyerindeki gecelik kiiltiirden 1 6ze dolusu
alinarak 400 pl serum fizyolojik (SF) igerisinde siispanse edildi. 10 pg meropenem
(Oxoid Ltd, Hampshire, United Kingdom) iceren antibiyotik diski, hazirlanan
slispansiyon igerisine birakilarak 35°C’de 2 saat siireyle inkiibe edildi. Siire sonunda
duyarli E. coli (ATCC 29522) susu Miiller-Hinton agar tzerine ekildi ve meropenem
antibiyotik diski siispansiyon igerisinden ¢ikarilarak besiyerine eklenmistir. 35°C’de 1
gecelik inkiibasyon sonrasi olusan zonlara gore karbapeneme duyarlilik veya direnglilik

durumu degerlendirildi.

3.5.3. A. baumannii izolatlarinda Kolistin Direncinin MIC testi

ile Belirlenmesi

Kolistin direnci belirlenecek olan A. baumannii izolatlar1 5 ml SF igerisinde 0.5
McFarland bakteri siispansiyonunda (1.5x10%) hazirlandi. MIC testindeki tiim
kuyucuklara 50 pl Miller-Hinton broth eklendi. ilk kuyucuga kolistin antibiyotiginden
50 pl koyularak son kuyucuktan bir 6nceki kuyucuga kadar diliisyon yapildi. Son
kuyucuktan bir dnceki kuyucukta son diliisyon ¢ekilip atilmistir. Son kuyucuk kontrol
kuyucugu oldugu igin kolistin eklenmedi. Inokiiliim hazirlamak igin, 0.5 McFarland
olarak hazirlanan bakteri siispansiyonundan 0.1 ml alindi ve 9.9 ml Muller-Hinton
brotha eklendi. Bir diliisyondaki inokiiliim miktar1 1x10° cfu/ml oldu. Tim kuyucuklara
hazirlanan inokiilimden 50 pl eklenerek inokiiliim son konsantrasyonu plate’e
eklendikten sonra yariya indi (5x10° cfu/ml). Islemler sonrasi plate 37°C’de 1 gece

inkiibasyona birakilda.
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3.5.4. Bakteriyofajin Farkh Genotipteki A. baumannii izolatlarina

Etkisinin incelenmesi

Bakteriyofajin konak 6zgiilliiglinii test edebilmek i¢in ¢alismaya dahil edilen A.
baumannii izolatlar1 arasindaki klonal iliskiler PFGE yontemi ile tespit edilmistir. Bu
amacla Durmaz ve arkadaslarinin gelistirdigi PFGE yontemi kullanilmistir (91). Kanli
besiyerinde dretilen saf A. baumannii kolonileri, 1 ml hiicre stispansiyon tamponunda
(100mM Tris-HCI (pH 8.0), 10mM EDTA) resuspanse edildi. Hiicre konsantrasyonu
spektrometre araciligiyla 590 nm’de 1.0 adsorbans (yaklasik 4 McFarland) olarak
olgalda.

Hicre stspansiyon tamponunda %2 (w/v) low melting agarose (10ml HST, 0.5
gr LMA) hazirlandi. Hazirlanan agaroz jeli 45-50°C sogutulmus, 1.5 ml’lik
mikrosantrifiij tliplerine 200 pl dagitilarak calisma sirasinda donmamasi i¢in 50°C’deki
1s1 blogunda bekletildi. Hazirlanan LMA, final konsantrasyonu %1 olacak sekilde
bakteri siispansiyonlari ile 2-3 kez pipetlenerek karistirildi. Bu karisimdan yaklasik 100
ul hemen pulsed field gel electrophoresis kaliplarina aktarildi. Kaliplarin donmasi i¢in
+4°C’de 10-15 dk bekletildi.

Bakteri hicrelerinin lizizi icin, hiicre liziz-1 soltsyonu (50mM Tris-HCI, 50 mM
EDTA, lizozim (2.5 mg/ml), proteinaz K (1.5 mg/ml), pH 8.0) hazirland1 ve steril
tiiplere 500 pl dagitildi. Agaroz kaliplari, PFGE kalibindan ¢ikarildi ve her kalip hiicre
liziz-1 soliisyonlarinin bulundugu tiiplere transfer edildi. 37°C’de 1 saat galkalayici su
banyosunda hiicre lizizi gergeklestirildi. Siire sonunda kaliplar, hiicre lizizi-2
sollisyonuna (0.5 M EDTA (pH 8.0), %1 sarkozil ve proteinaz K (1 mg/ml)) transfer
edilmek Tlizere yeni tiiplere alindi ve 55°C’de 2 saat calkalayici su banyosunda
bekletildi.

Agaroz kaliplarinin yikanmasi i¢in, hicre liziz-2 soliisyonu dokiilerek kaliplar 3
kez ultra saf sudan ve sonra 3 kez de TE tamponundan (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM
EDTA (pH 7.6)) 4 ml kullanilarak 50°C’de 15 dk siireyle gergeklestirildi. Yikama
bitince kaliplar {izerine 4 ml TE tampon ilave edilerek +4°C’de muhafaza edildi.

Agaroz jel kalibindaki DNA’lar uygun restriksiyon endoniikleaz enzimi (Apa 1) ile
kesildi. Restriksiyon sonrasi kalip DNA’lar, 100 ml 0.5X TBE tamponda (44.5 mM Tris
baz, 44.5 mM borik asit ve 1 mM EDTA (pH 8.0)) hazirlanan %1’lik (w/v) agaroz jele
gomdaldu. Jel donduktan sonra, 1900 ml 0.5X TBE (pH 8.0) bulunan elektroforez
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tankina yerlestirildi. 14°C’de, 20 saat siireyle 6 V/cm: elektrik akiminda, baslangic
vurusu 5 ve bitis vurusu 30 sn olarak elektroforez gergeklestirildi. Jel, etidyum bromid
(5 pg/ml) ile 20 dakika boyanarak Gel Logic 2200 imaging system araciligiyla
goruntilendi. DNA bant profili, GelCompar programi (version 3.0) kullanilarak analiz
edildi.

3.5.5. Elde Edilen Bakteriyofajin Farklh Mikroorganizmalara

Olan Etkisinin Arastirilmasi

Calismalar sonucunda elde edilen bakteriyofajin yalnizca A. baumannii susuna
Ozgiil olup olmadigini tespit etmek amaciyla 42 farkli E. coli, 5 farkli Klebsiella spp., 7
farkli Pseudomonas spp. susu kullanildi. Saf faj soliisyonu, ¢ift agar yontemiyle bu
izolatlar Gzerinde tek tek denendi.

3.6. Kullanilan Tampon Cozeltiler ve Kimyasallar

%10 luk SDS - 20 ml

20 ml Distile su

2 g SDS

%10 luk Amonyumpersiilfat (APS) - 20 ml
20 ml Distile su

2 g APS

0.5M TrisHCI (pH: 6.8) - 100 ml

6 g Trizma base

60 ml Distile su

6 N HCl ile pH’1 6.8’e getirilmistir. Sonra soliisyon, distile su ile 100 ml’ye tamamlandi
ve +4°C’de karanlik bir ortamda muhafaza edildi.

1.5M TrisHCI (pH: 8.8) - 100 ml

18.15 g Trizma base

60 ml Distile su
6N HCI ile pH’1 8.8’e getirilerek, distile su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi, karanlik

bir ortamda +4°C’de muhafaza edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Acinetobacter baumannii’ye Ozgii Litik Bakteriyofaj

Inénii  Universitesi attk su aritma tesislerinden ve kampiis c¢evresel su
kaynaklarindan alinan 250 su Orneginin 7’sinde ¢ift agar yontemiyle A. baumannii
izolatina kars1 potansiyel faj varligi tespit edilmistir. Izole edilen bu potansiyel fajlardan
sadece biri A. baumannii’ye karsi ¢ift agarda, giiclii litik faj plaklari olusturmustur
(Sekil 4.1). A. baumannii konakgisini lizize ugrattigi tespit edilen bu faja, ABO Faj ad1

verilmis ve caligmanin bundan sonraki faj karakterizasyonu asamalar1 bu faj ile

gerceklestirilmistir.

Sekil 4.1. Cift tabaka agar yontemiyle faj varliginin tespiti a) Damlatma yontemi
b) Yumusak agarda faj-bakteri adsorbsiyonu saglandiktan sonra.

4.1.1.Tek Plak izolasyonu ile Bakteriyofajin Saflastirilmasi

Icerisinde faj oldugu belirlenen faj siispansiyonlarindan yapilan ekimler
sonucunda, bakteriyofajlarin, A. baumannii konakgisini lizize ugrattigi bolgelerde
olusan plaklar ortamdan izole edilerek her tiip i¢in yaklasik 8 ml steril saf faj soltiyonu
elde edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. Fajin bakteriyi enfekte etmesiyle olusan iki liziz zonu. a) Temel liziz zonu b)
Ikinci liziz zonu.

Sekil 4.3. Fajin saflagtirilmasi icin, faj plaklarinin ¢ift agardan bistiirii ile kesilerek
¢ikarilmasi.

4.1.2. Bakteriyofajin Titresinin Y Ukseltilmesi ve Belirlenmesi

Tek plak izolayonu sonucu elde edilen saf faj filtratlarindan yapilan ¢alismada,
faj titresinin 102 diliisyonda 12x10*° pfu/ml oldugu tespit edilmistir. 102, 102, 1073,
104, 105, 10°, 107, 108 10° ve 100 diliisyonlarda faj yogunlugu nedeniyle olusan
liziz alaninda plak sayilamadigindan; 1011 1012, 1018, 1014, 1015, 10716, 1017, 1018 ve
101° diliisyonlarda ise faj plaklar1 olduk¢a yogun oldugundan degerlendirmeye
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alimmamistir. Ayn1 zamanda farkli konsantrasyonlarda faj ile enfekte edilen A.

baumannii susunun sayisi faj yogunluguna bagl olarak degisim gostermistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda faj soliisyonlarmin A. baumannii susunun sayisi

tizerindeki etkisi. 10’ den 102”’ye kadar hazirlanan faj diliisyonlarinin 100 pl’sinde

olusan faj plaklart.
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4.2. Bakteriyofajin Protein Profillerinin Analizi

SDS-PAGE analizi sonucunda ABO bakteriyofajinin protein profilleri tespit
edilmistir. Calismada karsilastirabilmek ic¢in; mock inokiile kiiltiirden elde edilen
proteinler, faj ile enfekte kiiltiirden elde edilen proteinler ve molekiiler agirlik standardi
birlikte yiritilmistiir (Sekil 4.5).

KDa
250

M Bakteri Faj Bakteri

36
28

17
10

Sekil 4.5. SDS-PAGE analizi. M: Protein agirlik standardi.

4.3. Bakteriyofajin Transmisyon Elektron Mikroskobu

Ile Karakterizasyonu
4.3.1. Bakteriyofajin Morfolojik Karakterizasyonu
A. baumannii konakg¢1 bakterisinden izole edilen bakteriyofajin, biiyiiklik ve
morfolojik  karakterizasyonu Zeiss Libra 120 marka transmisyon elektron

mikroskobunda incelenmis ve morfolojisi tespit edilmistir. Fajlarm, 8x10% ve 1.6x10*

kez biiyiitiilerek asagidaki goriintiileri elde edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Bakteriyofajin TEM’de a) 8x10° ve b) 1.6x10% biiyiitmedeki gériintiileri.

TEM’de incelenen A. baumannii litik fajinin fajinin, D tipi fajlara benzer sekilde
kuyruk fibriline sahip olmadigi ve yaklasik 80-90 nm biiyiikliigiinde oldugu

gOriilmiistiir.

4.3.2. Faj-Bakteri Adsorbsiyonu

Bakteriyofajin A. baumannii konakgisina adsorbsiyonu 15. dakikadan itibaren
gozlenmektedir. Bakteri, faj ile enfekte edildikten sonra fiksasyon amach %2.5
gluteraldehit ve ardindan fosfat buffer ile yikama asamalar1 uygulandigi i¢in kesitlerde
bakteri disindaki alanlarda faj goriilmemekte, sadece bakteri {lizerine tutunmamis faj

yapilar1 izlenebilmektedir (Sekil 4.7)
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Sekil 4.7. Bakteriyofajlarin A. baumannii’ye adsobsiyonu. a) 16.000X, scale bar: 1pm)
b) Inkiibasyonun 15. dakikasinda bakteriyofajin adsorbsiyonu

LSt T e R e

Sekil 4.8. Inkiibasyonun 20. dakikasinda bakteriyofajm A. baumannii konakgisina
adsorbsiyonu. a) biyltme; 16.000X b) biyutme; 25.000X

. A
SY AT P st e S

Sekil 4.9. Inkiibasyonun 20. dakikasinda bakteriyofajm A. baumannii konakgisina
adsorbsiyonu. a) biyltme; 16.000X b) biyiutme31.500X
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Sekil 4.10. Inkiibasyonun 20. dakikasinda bakteriyofajm A. baumannii konakgisina
adsorbsiyonu. a) biyitme; 31.500X b) biyutme; 16.000X

4.4. Bakteriyofaj Genomunun Karakterizasyonu

4.4.1. Bakteriyofaj Genomu

Hazirlanan faj soliisyonlarindan izole edilmis olan ABO-Fajina ait genomik
DNA hem in-house yontemle hem de hazir niikleik asit izolasyon sistemleriyle elde
edilmistir. Bakteriyofajin genom biiyiikligi 10 kb’dan biliylik olmakla birlikte,

calismamizda kullandigimiz DNA ladder’in smirlar1 diginda oldugu i¢in tam biiytikligii
belirlenememekle birlikte tahmini bityiikliigii 30-35kb’dir (Sekil 4.11).

10.0 kb

1.517 bp

Sekil 4.11. Faj DNA’sinin %]1°lik agaroz jelde (1X TBE tamponu, 100V, 60 dakika
olmak Uzere) elektroforez goruntisi. M1; 100 bp DNA Ladder (NEB, USA), M2; 1 kb
DNA Ladder (NEB, USA), F; Faj DNA’s1.
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4.4.2. Bakteriyofaj Genomunun Restriksiyon Endoniikleazlar ile Kesilmesi

Faj DNA’s1 saflastirildiktan sonra, plazmide klonlanma ve dizi analizi i¢in EcoRl
enzimi ile kesilmistir. Bu enzim faj DNA’sin1 1-10 kb arasinda degisen sekiz fragmente
ayrilmistir. Bu amagla denenilen Xbal ve Apal restriksiyon endonuklez enzimleri ile faj

DNA’s1 kesime ugramamustir.

1517 bp

1200
1000
900
800
700

600
500

0.5

Sekil 4.12. A. baumannii fajinin EcoRI ile kesiminin %]1’lik agaroz jelde (1X TBE
tamponu, baslangi¢ i¢in 100V, 30 dakika; sonradan 80V, 3 saat olmak (izere), M1; 1 kb
DNA Ladder (NEB, USA), M2; 100 bp DNA Ladder (NEB, USA), 1-2; EcoRlI ile
kesilmis faj DNA’s1, 3; Faj DNA’s1.

4.4.3. Bakteriyofaj DNA’sinin Dizi Analizi Sonuclar

Calismamizda elde ettigimiz ABO-Fajinin genom bilgisi i¢in “de-nova”
yaklagimla plazmid tizerine klonladigimiz ~1kb’lik fajDNA fragmentinden elde edilen
DNA dizileri, NCBI hizalama arama motoru olan BLAST kullanilarak arastirilmstir.
Bu analiz sonucunda, ABO-Fajina ait 978 bazlik DNA fragmenti, Acinetobacter phage
WCHABP1, complete genome (GenBank: KY829116.1) ile %98 benzerlik (Query
cover: %100, E-value: %98) gostermistir (Sekil 4.13, Sekil 4.14).
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1 CCGTAATCGAATTAGTTGCTCATAATGTCGAAAGTTCAGATTAAGCTGCCACCTAAACTT 60
61 GTACCTGTCTTTTCTGCTCAGGATGTGCGATACCGTCAAAGTTGGGGAGGAAGGGGCTCA 120
121 GGTAAGACGCGCTCGTTTGCAAAGATGACAGCCGTTAAAGGCTATATGTTTGCCGAAATG 180
181 GGTGTAAGTGGAACTTTGCTTTGTGGTCGTGAGTTTATGAATACGCTTGCCGATTCTTCT 240
241 ATGGAGGAGATTAAGCAAGCTATTCGCGAAGAGCCATTTCTAAATAATTATTATGAGATG 300
301 GGCGAAAACTACATAAGAACCAAGAATAGGCGTGTGACTTACTCATTTTGTGGTTTGCGT 360
361 CATAACTTGGATAGCATCAAATCTAAAGCACGTATTTTGCTTAGTTGGGTGGATGAGGCT 420
421 GAAACGGTTAGTGAAATGGCTTGGCGTAAGTTATTGCCAACTGTGCGTGAAGAAATTGTA 480
481 CTGCCCAACGGCAAGATTGTTTATTCTGAGGTATGGGTAACATGGAACCCTGAAAGACGA 540
541 GATAGCCCAACGTCAACGCGGTTTAGACATGAAGAAATACTAGATGACGAAGGTGTTCTA 600
601 ATCGGCATTGGTGCTGAGATGAACTATTCTGATAATCCGTGGTTCCCTCATGTTCTCGAC 660
661 TTGGAGCGCAGACGAGATCAAGCCAATCTTGATGATGTAACTTATCGTTGGATATGGGAA 720
721 GGCGCTTATCTTGAAATGTCGGAAGCGCAAATCTTTAAAGGTAAATACGAAAAGAAAGAT 780
781 TTTACACCAGATCCTCAAAAATGGCATGGTCCCTATATTGGATTGGACTTTGGTTTTGCT 840
841 CAGGATCCAACGGCATGTGTCAAAGTCTGGATTCATGATGATTGTTTGTGGATTGAACAC 900
901 GAAGGTGGCAAGGTTGGTCTTGAGCTAGATGATACTGTTGAATTTTTAGAAAAGAAAATA 960
961 CCAGACATTAAGAAGTAT 978

Sekil 4.13. Calismamizda elde ettigimiz A. baumannii’ye 06zgii litik bakteriyofaj
genomunun 978 bazlik DNA dizisi

Distribution of the top 9 Blast Hits on 9 subject sequences
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W <s0 Wa0-50 50-80 W 80-200 W >=200

I 1 I I ! 1 1
1 150 300 450 600 750 00

Descriptions

Sequ ing signi ignments:

Select: All None Selected:0
Alignments. o

Max Total Query [}

Description
score score  cover  value

Ident  Accession

Acinetobacter phage WCHABP1, complete genome 1724 1724 100% 0.0 98% Ky829116.1

Acinetobacter phage WCHABP 12, compiete genome 1724 1724 100% 00 98% KYB70595.1

Acinetobacter bacteriophage AP22, complete genome 1435 1435 100% 0.0 93% HEB0E280.1

Acinetobacter phage phiAC-1

mplete genome 907 907 98% 00 B4% JxS60521.1

Acinetobacter phage YMC11/12/R1215, complete genome 747 747 51% 00 93% KPe&1231.1

Acinetobacter phage YMC11/12/R2315, complete genome 747 747 51% 00 93% KP861220.1

Acinetobacter phage YMC-13-01-C62, complete genome 747 747 51% 00 93% KJ817802.1

Sekil 4.14. Calismamizda elde ettigimiz A. baumannii’ye 06zgii litik bakteriyofaj
genomunun ait 978 bazlik DNA fragmentine ait baz dizisinin BLAST sorgulamasi.

4.5. Bakteriyofaji Cogul Direncli A. baumannii izolatlar1 Uzerine Etkisi

Calismaya dahil edilen 115 A. baumannii izolatinin 91’1 ¢ogul ilag direncine
sahipken bunlarin 11’1 tiim ilaglara direngli bulundu. Tiim izolatlarin 107’si (%93)
karbapenemlere, 12’si (%10) kolistine direncliydi. Karbapeneme direngli izolatlarin
96’sinda (%89) CIM yontemi ile karbapenemaz aktivitesi tespi edildi (Sekil 4.15).
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Izolatlarin PFGE ile tiplendirilmesinde 115 izolat, 85 farkli genotip icerisinde
kiimelenmistir. Klonal yonden iliskili suslar 18 farkli kiime igerisinde yer almaktadirlar.
Toplam 115 izolatin 48'i herhangi bir kiime igerisinde yer almaktadir. Suslarin
kiimelesme orant %41 olarak bulunmustur. Calismamizda 6zgilliigii ve etkisini test
ettigimiz ABO-Faj1, 115 A. baumannii izolatinin 108’inin iiremesini inhibe etmistir.
Fajin litik etki gostermedigi yedi izolatinin herbiri PFGE ile farkli genotipte
bulunmustur. Bu izolatlarin tamami ¢ogul ila¢ direncliyken, ikisi kolistine de

direnclidir.

Sekil 4.15. Calismada kullanilan ¢ogul direngli A. baumannii izolatt CIM sonucu.

4.6. Bakteriyofajin Diger Mikroorganizmalar Uzerine EtkKisi

Elde edilen saf faj filtratinin A. baumannii disinda farkli izolatlara ilgisi
arastirildiginda  ABO-fajinin, arastirmada kullanilan toplam 77 farkli cinste
mikroorganzimaya (18 Klebsiella spp., 7 Pseudomonas spp. ve 52 E. coli suslarinda)
kars1 konak 6zgiilliigiiniin olmadig tespit edilmistir (Sekil 4.16). Bu nedenle elde edilen
fajin, sadece A. baumannii susunu enfekte eden litik aktiviteye sahip bir litik faj oldugu

belirlenmistir.
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Pseud aerugii Esherichia coli Klebsiella pneumoniae Acii

Sekil 4.16. Farkli bakteri tiirlerinde A. baumannii faj 6zgiilliigii denemeleri

42



5. TARTISMA

Sulfanomidlerin 1930°Ilu yillarda kesfi ile baslayan antibiyotik ¢agi 2000’li
yillarin baslarina kadar oldukg¢a hizli bir gelisim siireci gostermis ve 18 farkli grupta
olmak tizere yaklasik 200 farkli antibiyotik tiretilmistir (92). Bu durum, daha énce en
sik insan Oliim nedeni olan enfeksiyon hastaliklariin yikict etkisini dikkate deger
diizeyde diisiirmiis ve bir ¢ok oliimciil hastalik kolaylikla tedavi edilebilir bir duruma
gelmistir. Antibiyotiklerin gelistirilmesindeki bu hizli siire¢ genel olarak tiim tibbi
branglarda olduk¢a olumlu sonuglar dogurmus ve cerrahi, dogum, travma ve yanik
hastalarinin enfeksiyon nedenli kayiplari 6nemli diizeyde azalmistir. Diger taraftan tim
diinyada antimikrobiyallerin asir1 tilketimi ve antibiyotiklerin secici baskisi, bu ilaglara
kars1 direng gelismini tetiklemis ve 6zellikle son yaillarda daha sik karsilasilan tedavi
edilemez enfeksiyonlarin orataya c¢ikisini tetiklemistir. Antibiyotiklerin tarim ve
hayvancilikta kullanilmasi diger taraftan diren¢ sorununu besleyen oldukga ciddi bir
etki gdstermistir (93). Insanlik, gelisen her yeni dirence karsi daha giiclii baska bir
antibiyotik iireterek cevap vermeye caligsa da Ozellikle son 10 yilda artik boylesi bir
yolla bu miicadelenin devam ettirilemeyecegi goriilmistiir. Son yillarda yeni antibiyotik
siiflarinin kesfi neredeyse durma noktasina gelmistir. Bununla birlikte yeni kesfedilen
antibiyotiklere karsi hizla diren¢ gelismesi, ilag sanayisinin de bu alana olan ilgisini
kaybetmesine neden olmustur. Cok hizli bir sekilde gelisen antimikrobiyal direncinin
Oniine gegebilmek icin ilag dist alternatif ¢oziim Onerileri aramanin kaginilmaz oldugu
bir gercektir. Alternatif ¢0ziim Onerileri arasinda en Onemli potansiyelin
bakteriyofajlarin terapotik etkisi oldugu birgok galigsma ile gosterilmistir (83, 94-97).

A. baumannii, Amerika Enfeksiyon Hastaliklar1 Birligi (IDSA) tarafindan en
yiiksek oOncelige sahip organizmalardan biri olarak listelenmistir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin (DSO) Subat 2017 basin bildirisinde ise karbapenem direncli A. baumannii
suslar1 antimikrobiyal gelistirilmesi gereken kritik patojenler listesinde birinci etken
olarak bildirilmistir (98). Boylelikle; daha once MRSA suslar1 nedeniyle antibiyotik
cagmin sonuna yaklastigimiz diisiincesi degismis ve bu sonun Acinetobacter ile
yasanacagi kanis1 olusmustur (9). Yillar igerisinde her ne kadar yeni antimikrobiyaller
gelistirilse de antibiyotiklerin temelde benzer mekanizmalara sahip oldugu

unutulmamalidir. Dolayisi ile yeni antibiyotik gelistirme ¢alismalar1 cogunlukla yeni bir
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mekanizma kesfedilmesi lizerine yogunlagmistir. Diger taraftan, son yillarda gelistirilen
(veya kullanima sokulan) antibiyotiklerden sadece kolistin, sulbaktam, ertapenem ve
tigesiklin gram negatif bakterileri inhibe etmektedir. Ancak son veriler kolistinin A.
baumannii izolatlar1 tlizerindeki etkisinin hizla erozyona ugradigi ve A. baumannii
izolatlar1 arasinda kolistin direngli fenotiplerin oraninin giderek arttigini géstermektedir.
A. baumannii’nin ertapeneme dogal direngli oldugu gz Oniine alindiginda kolistin,
sulbaktam ve tigesiklin alternatif gibi goriinmektedir. Ancak ne yazik ki bu
antibiyotiklere kars1 direng gelisimi de bir¢ok aragtirmaci tarafindan ortaya konulmustur
(6,7, 99, 100).

Enfeksiyonlarda kullanilmak iizere antibiyotiklere alternatif olabilecek
uygulamalar uzun yillardir ¢alisilan konulardan biri olmustur. Bu yaklagimlar 6zellikle
antibiyotik c¢ag1 Oncesi oldukca popiiler iken, etkin antibiyotiklerin {iretilmeye
baslanmasi sonrasi ¢alismalarda duraksama yasanmustir. Ancak giiniimiizde ulagilmig
olan yiiksek ve yaygin antimikrobiyal diren¢ nedeniyle arastiricilarin ilgisi tekrar bu
alanlara yogunlagsmaktadir. Molekiiler yontemlerdeki gelismeyle birlikte faj tedavisi
bakteriyel etkenlere kars1 kullanim potansiyeli hizla yiikselen bir alan konumuna gelmis
ve enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde gelecek vadeden bir konu halini almistir (101).

Terapotik amaglar igin etkin bakteriyofaj hazirligi bakteriyofaj karakterizasyonu,
kokteyli ve dozunun ¢ok yonlii arastirilmasi gibi in vitro ve in vivo ¢alismalari igeren bir
stireg gerektirir (3). Baslangigta potansiyel bakteriyofaj kaynaklar tespit edilerek bu
kaynaklardan izolasyon calismalar1 yapilir. Bu c¢alismada 11 digki 6rnegi tlizerinde
yapilan taramadan A. baumannii bakteriyofaj tespit edilememis olup 22 farkli bolgeden
toplanan 250 su Ornegi ilizerinde yapilan taramadan A. baumannii fajinin izolasyonu
saglanmistir. Bircok calismada bakteriyofaj izolasyon i¢in digki, atik su 6rnegi, besinler,
toprak, vs. gibi ¢evresel kaynaklar kullanilmistir (102, 103). Bu sirecte faj terapisi icin
elde edilen bakteriyofajin karakterizasyonu miimkiin oldugu kadar detayli ve
tamamlayici bir sekilde ortaya konulmalidir. Boylelikle farkli sartlar altinda ve farkl
cevrelerde hedef bakterinin kisa siirede ortadan kaldirilmasinda olanak saglanir (3). Tek
plak izolasyon yontemiyle elde ettigimiz saf A. baumannii fajinin in vitro caligmalar
siiresince cift agar yontemiyle titresi arttirilarak plak ve faj morfolojisi, fajin plak
blyiikliigl, elektron mikrografisi, genomik yapisi, protein analizi, konak 6zgilliigi,
farkli sicaklik kosullarina olan tepkisi, restriksiyon endoniikleaz ile kesim bolgeleri ve
DNA dizi analizine detayli olarak calisilmis olup bakteriyofajin karakterizasyonu ve

genel olarak biyolojik 6zellikleri ortaya konulmustur. Bunun yani sira bazi ¢alismalarda
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bakteriyofaj identifikasyonu yapilirken faj ve konagmn protein-protein iliskisine,
ortamdaki kalsiyum ve magnezyum iyon Kkonsantrasyonuna, dezenfektanlara
duyarliligina ve ortam pH’sina bakilarak fajin ekolojik 6zellikleri tanimlanmistir (65,
104, 105). Ancak bazi ¢alismalarda ise faji, yalnizca besiyerinde olusturdugu plak
yapist ve elektron mikrografisine bakarak tanimlamiglardir (65).

Calismamizda faj bakteri adsorbsiyonun en iyi sekilde saglanabilmesi i¢in dort
saatlik konake¢1 bakteri kullanilmistir. Bu siirede bakteri iireme fazinda oldugundan
hiicre duvarinin yeni sentezlenmis olmasi1 ve bakteriyofajin bu fazda hiicre duvarina
kolay adsorbe olmasi agisindan &nemlidir (69, 106). Bakteriyofajin faj terapisine
secilebilmesi icin en temel 6zellik konak Ozgulligidiir. Bakteriyofajlar 6zellikle de
klinik anlamda kritik 6nem tasiyan tiirler miimkiin oldugu kadar genis bir konak
ozgilliigline sahip olmalidir. Bir bakteriyofaj icin genis konak 6zgiilligii, bir bakteri
cinsinin ¢ok sayida tliriinii ya da ¢ok sayida bakteri cinsini enfekte ederek ortadan
kaldirdiginin  gostergesidir (107). Bu c¢alismadan izole edilen Acinetobacter fajinin,
PFGE araciligiyla tespit edilen 85 farkli genotipten 115 A. baumannii izolati tizerinde
konak ozgilligii belirlenmistir. Acinetobacter fajinin, 7 izolat hari¢ diger 108 A.
baumannii izolat1 lizerinde litik aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ayni zamanda fajin,
calismada kullanilan Acinetobacter dis1 toplam 77 izolattan 8 E. coli ve 1 P. aeruginosa
tirlerine kars1 konak 6zgiilliigi saptanmistir. Genis konak 6zgiilliigli; yani polivalan
olarak tanimlanan bu durum igin, literatiirde bir cinsin ayn1 veya farkl tiirleri mi yoksa
farkli cinsteki bakteriler i¢in mi kullanilmasi gerektigine dair kesin bir Kkriter
bulunmamaktadir (107). Dahasi, yapilan calismalar bir bakteriyofajin, bir bakteri
ailesinin birbirinden farkli bir¢ok cinsi iizerinde enfeksiyon olusturdugunu gostermistir.
Ornegin; Mu fajinin, Enterobacteriaceae Uyelerinden Shigella sonneei, Enterobacter,
Erwinia, Citrobacter freundii ve E. coli’de enfeksiyon olusturabilme yetenegine sahip
oldugu tespit edilmistir (69). Bir ¢alismada, litik aktivitenin kisitli konak 6zgiilliigiiniin
Ozellikle de pseudomonal bakteriyofajlarda Podoviridae familyasinda gozlerken, en
genis spektrumunu Myoviridae familyasi tiyelerinde oldugu belirtilmistir (3).

A. baumannii fajinin sicakliga toleransini tespit etmek amaciyla yapilan deneyler
sonucunda genis sicaklik araligina fajin uyum gostermesi dikkat c¢ekici olmustur. Bu
sonuglarin literatiirdeki bir¢ok arastirma ile de uyumlu oldugu goriilmiistiir (69, 108).
Sicakliga direngli fajlar genellikle asir1 sicakliklarda izole edilmekle birlikte, ayni
zamanda normal c¢evresel sicakliklarda da bulunabilmektedir. Bu ¢alismada A.

baumannii fajinin, 20 dk’lik siirelerde 85°C’ye kadar olan sicakliklara son derece
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direngli oldugu; daha yiiksek sicakliklarda ise dayaniklilifinin azaldigir goriilmustiir.
Bakteriyi hedef alan faj viriisiiniin degisen sicaklik kosullarina bu kadar direngli olmasi,
cok daha diisiik sicakliklarda kolaylikla yikilan antibiyotiklere nazaran ciddi avantaj
saglayacagl ongorilmistiir (108-110).

Plak morfolojisi fajin biyolojik 6zelliklerini tanimlamada 6nemli oldugundan
caligmamizda cift agar yiizeyindeki faj plaklar ivedilikle incelenmistir. A. baumannii
fajinin olusturdugu temel liziz zonunun ¢evresinde ikinci bir liziz zonu olusumunun
olas1 nedenleri literatiir taramasi ile aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Yapilan bir arastirmada
Podoviridae familyasina ait Abpl fajinin ¢ift agar yiizeyinde 6zel bir plak morfolojisi
gosterdigi bildirilmistir. Fajin olusturdugu temel liziz zonu etrafinda ikinci bir liziz zonu
oldugunu ve temel liziz zonunun ¢ap1 degismezken bu ikinci zonun inkiibasyon
sliresinin artig1 ile daha da biiyiidiigiinti gostermislerdir. Bu durum ¢alisma verilerimizle
uyum icinde olup Abpl fajinin ortama salindiginda, konagmin hiicre duvarim lizize
ugratabilen etkili bir endolizin veya depolimeraz kodlamasindan kaynakli olabilecegi
ongorilmistir (111). Bu enzimler ekzopolisakkarit tabakasinin depolimerize olmasina
neden olmaktadir. Bakteriyofajin depolimeraz aktivitesine sahip olmasi bu o6zelligi
gosteremeyen fajlara kiyasla biyofilm formasyonunun yok edilmesinde faja avantaj
saglamaktadir (112). Literatiire bakildiginda, ozellikle biyofilm ftireten bakterilerin
hiicre duvarin1 yikmak i¢in bir takim enzimlerin gorev aldigi goriilmektedir. Eger faj
enzimleri bakteri hiicre duvarini etkilerse, biyofilm iiretiminin hizlica ortadan kalktigi;
ayrica bu biyofilm formasyonu icerisinde faj ve bakteri arasinda birlikte yasama egilimi
olabildigi ¢alismalarda bildirilmistir (113).

Klinik uygulamalarda enfeksiyon etkenini ortadan kaldirmak icin gerekli olan
minimal faj titresi heniliz tam olarak bilinmemektedir. Ancak referans kaynaklarda gram
doku bagina 10° bakteri yogunlugu bir septisemi riski olarak kabul edilmektedir (12). Bu
nedenle yaptigimiz in vitro c¢alismada, bir dizi diliisyon hazirlanarak degisen
bakteriyofaj titresinin besiyerindeki bakteri yiikiine etkisi arastirilmistir. Agar {izerinde
baslangi¢ diliisyondan 10 diliisyona kadar giderek seyrelen ancak sayilamayacak
kadar yogun bir plak olusumu ile karsilasilmistir. 10°%° diliisyonda nihayet faj plaklar:
sayilarak diliisyon konsantrasyonun 12x10%° pfu/ml oldugu tespit edilmistir. Ancak baz1
calismalarda 10° pfu/ml gibi diisiik faj konsantrasyonlarinda dahi olumlu sonuglar elde
edilmistir. Ayn1 zamanda faj titresinin belirlenmesinde faj plaklarinin sayiminin daha
giivenilir oldugu arastirmalarca gosterilmistir (12, 108, 114). Diyabetik ayak

sendromunda siklikla karsilasilan S. aureus, P. aeruginosa ve A. baumannii izolatlarina
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kars1 potansiyel faj duyarliligmmin arastirildigi bir g¢alismada, onceden karakterize
edilmis 5 farkli bakteriyofajdan olusan bir kokteyl kullanilmistir. Planktonik hiicre ve
olusturulan biyofilm {izerinde gergeklestirilen bu calismayla genis spektrumlu faj
aktivitesinin fajin konag tizerindeki yikici etkisi gosterilmistir. Ancak kullanilan dozun
ne kadar siireyle verilmesi gerektigi veya miktarinda nasil bir degisiklik olmasi
gerektigine dair kesin bir bilgiye ulagilamamstir (3).

Proteinler hiicredeki tiim siireglerde islevsel oldugundan bir mikroorganizmanin
protein profilinin belirlenmesi, yapisal proteinlerini ve islevlerini tespite katki
saglayacaktir. Bu amacla SDS-PAGE, MALDI TOF MS/MS, ESI MS/MS, ELISA,
kramatografi, vs. gibi bir¢ok yontem kullanilmaktadir (9, 115-117). Bu ¢alismada A.
baumannii fajimnin protein profilini belirlemek amaciyla kullanilan SDS-PAGE
yontemiyle faja 6zgiil 9 proteine ait bant belirlenmistir. Caligmamiz, fajlarin protein
profilinin SDS-PAGE ile belirlenmesine yonelik arastirmalar ile uyum gostermektedir
(111, 117, 118). Ancak bu calismadan elde ettigimiz veriler sadece fajin temel yapisini
aydinlatmaya yonelik oldugundan, bu protein bantlarinin fajin kapsid, kuyruk veya
kuyruk fibrilleri gibi yapisal elemanlarindan hangisine ait olduguna dair literatiirdeki
bazi ¢alismalarda oldugu gibi ayrintili bir yol izlenmemistir (116, 119).

S. aureus, Oenococcus oeni, E. coli, Lactococcus lactis gibi etkenler siit, sarap,
vs. gibi besinlerin fermentasyon siirecini etkileyerek veya diger besinleri enfekte ederek
hem dreticilere hem de bu besinlerle beslenen insanlarda ciddi problemlere yol
acmaktadir. Bu nedenle, bu gibi mikroorganizmalar iizerinde litik aktivite gdsteren
fajlar kullanilarak yapilan caligmalarda etkenlerin ciddi diizeylerde inhibe oldugu
bildirilmistir (67, 120, 121).

Ecoli O157:H7 ile enfekte koyun, dana ve fareler iizerinde yapilan arastirmalar
neticesinde, oral yoldan uygulanan farkli dozlardaki faj soliisyonlar: ile etken bakteri
sayisinda ciddi bir diisiis tespit edilmistir (122). Aym sekilde bagka arastirmalarda ise,
diyareli dana ve domuz yavrularinin, septisemili ve menenjitli tavuklara uygulanan faj
tedavilerinden alman olumlu sonuglar faj tedavisinin gelecegi agisindan Onemli
bulgulardir (123, 124).

Insan klinik 6rnekleri iizerinde yapilan bir ¢alismada, P. aeruginosa ve S. aureus
ile enfekte bir yanik yarasina uygulanan faj soliisyonun etken izolatlara kars1 litik etkisi
ile pozitif sonuglar elde edilmistir. Ayni1 ¢caligmada, bu uygulamanin 8§ hasta {izerinde
uygulandigini ve bir klinik yan etki gézlenmedigini bildirmistir (12).

Faj terapisinde karsilasilan cesitli problem siklikla metodolojiye yetersiz hazirlik
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sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Saflagtirma, endotoksin ve pirojenik maddelerin ortadan
kaldirilmasi, siispansiyonun pH kontrolii ve stabilitesi ge¢miste olduk¢a ciddi
problemler olusturmaktaydi. Ancak giinlimiizde bilimin ilerlemesi ve ticari kitlerin
yayginlagsmasi ile bu sorunlar ortadan kaldirilmaya ¢alisilmaktadir (125, 126).

Bu aragtirmada, giiniimiizde hastane ve yogun bakimlarda yatarak tedavi
gormekte olan hastalar i¢cin 6nemli bir enfeksiyon etkeni olan ve gelistirdigi yiiksek
antimikrobiyal diren¢ nedeniyle tedavisinde olduk¢a sorunlarla karsilagilan
Acinetobacter suslarina karsi litik faj arastirmasi yapilmis olup, gelecek igin iimit
vadeden sonuglar elde edilmistir. Bakteriyel enfeksiyonlarda trapdtik amach
kullanilmak {izere faj uygulamalarinin oldukga yiiksek potansiyeli oldugu saptanmistir.
Faj 6zgiilliiglinlin arttirilmasi, doz ve tedavi siiresinin belirlenmesi {izerinde durulmasi

gereken ve daha fazla ¢alisma yapilmasina gereksinim olan konular olarak goriilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda, Indnii Univeristesi atik su kaynaklarmdan A.
baumannii’ye 6zgii litik bakteriyofaj elde edilmistir.

A. baumannii’ye 6zgii bu bakteriyofaja ABO-Faj1 ad1 verilmistir.

ABO-Fajinin protein profil analizi yapilmis ve 10 ile 97 kDa arasinda degisen
dokuz proteine sahip oldugu tespit edilmistir.

Yapilan elektron mikroskopik ¢aligmalarda bakteriyofajin kuyruksuz ve
ikozahedral kapsit simetrisine sahip oldugu goriilmiistiir.

Elektron mikroskopu ile yapilan faj-bakteri adsorbsiyonu gorintileme
calismalarinda, ABO-Fajin inkiibasyonun 15. dakikasindan itibaren etkin bir
sekilde konakgisina tutundugu tespit edilmistir.

ABO-Fajinin genomu ilgili yapilan ¢aligmlarda genom biiyiikliiglinlin yaklasik 30
kb oldugu ve ECORI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile sekiz pargaya ayrildigi
gorusmustir.

EcoRI kesimi ile elde edilen yaklagik 1000 bazlik bir fragment vektdr plazmite
aktarilmis ve dizi analizi yapilmistir. Elde edilen baz dizisinin NCBI Blast
sorgulamasinda, “Acinotabacter phage WCHABP1” genomu ile %99 (E-value: 0.0)
benzer bulunmustur.

Izole ettigimiz ve saflastirdigimiz ABO-Faji c¢alismamiza dahil ettigimiz A.
baumannii izolatlarinin %95°na etkili olmustur.

ABO-Fajinin konak o6zgiilliigii ile ilgili caligmalarda, bakteriyofaj 85 farkli
genotipte A. baumannii izolatina etkili olmustur.

ABO-Fajinin ¢alismaya dahil edilen 102’si ¢ogul direncli, 6’s1 ise tim ilaglara
duyarl olan toplam 108 A. baumannii izolatina etkili oldugu gorilmiistiir.
Gilintimiiz 6zellikle yogun bakimlarda salginlara yol acan ve cogul ilag direnci
nedeniyle tedavi giigliikleri yasanan A. baumannii igin farkli tedavi se¢eneklerinin
arastirilmasi zorunluluk haline gelmistir. Calismamizda elde ettigimiz bakteriyofaj
A. baumannii Gzerine yuksek dizeyde etkilidir.

Calismamizdan elde etttigimiz sonuclar, direngli A. baumannii enfeksiyonlarinin

alternatif tedavisininde bakteriyofajlarin yiiksek potansiyel tagidigin1 gostermistir.
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