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OZET

UNLU S. Su Kaynaklarindan Karbapenem Direncli Acinetobacter baumannii
Izolatlarina Etkili Bakteriyofaj izolasyonu ve Karakterizasyonu. Baskent Universitesi,
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji Tezli Yiiksek Lisans Programi,
Ankara, 2022.

Acinetobacter baumannii, bir¢ok hastane enfeksiyonundan sorumlu Gram-negatif non-
fermenter bir bakteriyel patojendir. A. baumannii kesfinden itibaren hem intrinsik
mekanizmalart hemde kazanilmis direng gelistirebilme yetenekleri nedeniyle bir¢ok
antibiyotige direngli hale gelmistir. Karbapenem direncli A. baumannii (KDAB) suslarmin
diinya capinda artan prevelansi, alternatif bir antimikrobiyal tedavi arayismma ve yeni
terapotik stratejilerin gerekliligini ortaya c¢ikarmustir. Bakteriyofajlar (faj) da coklu ilag
direncli (CID) bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi igin umut verici adaylardur.
Bu caligmada atik su ve g6l gibi ¢esitli su kaynaklarindan, KDAB izolatlarin1 enfekte eden
faj izole etmek, bu fajlarin klinik izolatlardaki litik aktivitesini arastirmak ve izole edilen
fajlar1 karakterize etmek amaglanmustir. A. baumannii, Baskent Universitesi Ankara
Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobioloji Laboratuvarinda gesitli klinik
numunelerden izole edilmistir. izolatlarin karbapenem direnci disk difiizyon yontemi ile
saptanmistir.  Calismamizda, blaoxa-23, blaoxa24 ve blaoxa ve kromozomal blaoxa-si
karbapenem diren¢ genleri polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile saptanmistir.
Klinik A. baumannii izolatlar1 arasindaki klonal iliski Pulsed-Field Jel Elektroforezi (PFGE)
ile belirlenmistir. Faj izolasyonu i¢in ¢esitli su kaynaklarindan periyodik olarak su 6rnegi
alinmustir. Izole edilen fajlar zenginlestirilip saflastirildiktan sonra litik aktiviteleri “spot
test” ile belirlenmistir. Fajlarin, “One-step growth” egrileri “multiplicity of infection” (MOI)
degerleri, 1s1 ve pH stabiliteleri degerlendirilmistir. Fajlarin morfolojilerini ve taksonomik
ailelerini belirlemek iizere transmisyon elektron mikroskop (TEM) goriintiileri alinmaistir.
Fajlarin molekiiler karakterizasyonu ve proteom analizleri i¢in restriksiyon profilleri
karsilastirilmis ve Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-Page)
uygulanmistir. Klinik KDAB izolatlarinin hepsinde kromozomal blaoxa-s1 geni saptanirken,
73’tnde (n=73/96, %70) blaoxa-23, 12’sinde (n=12/96, %12.5) blaoxa-24 geni oldugu
bulunmustur. Izolatlarin higbirinde blaoxa-ss genine rastlanmanmugtir. PFGE analizine gére
izolatlar 1 major olmak iizere 5 pulsotipe ayrilmistir. Klinik KDAB izolatlarina karsi litik

aktivite gosteren dort A. baumannii faji Baskent Universitesi Ankara Hastanesi atik suyu,



Kiitahya atik suyu, Kizilirmak ve Kirikkale at harasi atik suyundan izole edilmistir.
(@Ab65’nin latent periyodu 5 dk, 9Ab31 ve pAb69’nin 10 dk, pAb59’nin ise 15 dk olarak
bulunmustur. Ab31, pAb59, pAb65 ve pAb69’larinin patlama boyutlari ise sirasiyla, 3500,
1699, 2600 ve 118 PFU/CFU olarak hesaplanmistir. Biitiin fajlarin termal olarak stabil
olduklar1 ve farkli pH araliklarina toleransli olduklar1 belirlenmistir. TEM analizi
sonucunda, fajlar, Myoviridae ailesine ait olarak teshis edilmistir. Restriksiyon analizi, biitiin
fajlarin birbirinden farkli restriksiyon profilinin oldugunu gostermistir. Bu c¢alismada
degerlendirilen fajlarin, daha ileri in vivo calismalar ve CID bakterilerin tedavisinde

terapdtik bir ajan olarak kullanilmaya uygun oldugu ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, Bakteriyofajlar, Karbapenem Direnci,

Molekiiler Karakterizasyon

Bu ¢alisma Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu tarafindan
onaylanmis (Proje no: KA21/488) ve Baskent Universitesi Arastirma Fonunca

desteklenmistir.



ABSTRACT

UNLU 8. Isolation and Characterization of Bacteriophages from Water Sources
Effective Against Carbapenem Resistant Acinefobacter baumannii Isolates. Baskent
University, Institute of Health Sciences, Department Of Medical Microbiology,
Medical Microbiology Master's Program with Thesis, Ankara, 2022.

Acinetobacter baumannii i1s a Gram-negative non-fermentative bacterial pathogen
responsible for many hospital infections. Since its discovery, A. baumannii has become
resistant to several antibiotics due to its intrinsic and acquired resistance mechanisms. The
increasing prevalence of carbapenem-resistant A. baumannii (CRAB) has led to a search for
alternative antimicrobial therapy and to the development of new therapeutic strategies.
Bacteriophage (phage) therapy is a potential candidate for the treatment of multidrug-
resistant (MDR) bacterial infections. In this study, it is aimed to isolate and characterize
phages effective against CRAB from various water sources such as wastewater and lake and
to investigate the lytic activity of these phages in clinical isolates. A. baumannii isolates were
collected from different clinical specimens in Baskent University Ankara Hospital Infectious
Diseases and Clinical Microbiology Laboratory. Carbapenem susceptibility was determined
by disc diffusion method and Polymerase Chain Reaction (PCR) was used to detect blaoxa-
23, blaoxa-24 and blaoxa-ss ve chromosomal blaoxa-s1 carbapenem-resistance genes. The
genetic relation between clinical A. baumannii isolates was determined by Pulsed-Field gel
electrophoresis (PFGE). Water samples were taken periodically from various water sources
for phage isolation. After the isolated phages were enriched and purified, their lytic activity
was determined by a spot test. One-step growth curve, the multiplicity of infection (MOI),
and thermal and pH stability of phages were evaluated. Transmission electron microscopy
(TEM) was used to determine the morphologies and taxonomic families of phages.
Restriction digestion and Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(SDS-Page) were applied for the molecular characterization and proteome analysis of
phages. Chromosomal blaoxa-s1 gene was detected in all of the clinical CRAB isolates, while
blaoxa-23 was found in 73 of the isolates (n=73/96, 70%) and blaoxa-24 gene in 12 (=12/96,
12.5%). The blaoxa-ss gene was not detected in any of the isolates. PFGE revealed that the
bacterial isolates were divided into 5 pulsotypes, including one major pulsotype. Four phages

having lytic activity against CRAB A. baumannii were isolated from Baskent University



Ankara Hospital wastewater, Kiitahya wastewater, Kizilirmak and Kirikkale horse stud
wastewater. For pAb635, the latent period was 5 min, while for pAb31 and pAb69, it was 10
min. The latent period of Ab59 was 15 min. The burst size of pAb31, pAb59, pAb65 and
@Ab69 was 3500, 1699, 2600 and 118 PFU/CFU, respectively. All phages were thermally
stable and tolerant to a wide pH range. TEM analysis revealed that phages belonged to
Mbyoviridae family. Restriction analysis demonstrated that isolated phages had distinct
digestion profiles. Evaluated phages in this study were found to be promising for further in

vivo experiments and for usage as therapeutic agents to treat MDR bacterial infections.

Keywords: Acinetobacter baumannii, Bacteriophages, Carbapenem Resistance, Molecular

Characterization

This study was approved by Baskent University Institutional Review Board (Project no:

KA21/488) and supported by Baskent University Research Fund.



ONSOZ

Acinetobacter baumannii, hastane kaynakli enfeksiyonlara sebep olan Gram-negatif bir
bakteridir. Hem intrinsik hemde kazanilmis diren¢ mekanizmalar1 sayesinde ilaglara kolayca
direng gelistirebilen A. baumannii’nin CID ve pan-drug resistant suslar1 diinya genelinde
bildirilmektedir. Karbapenem direngli A. baumannii’nin artan insidansi ve kolistin direngli
suslarmn bildirilmesi, alternatif tedavi arayislarina sebep olmustur. Antibiyotiklerin kesfi ile
bakteriyofaj ¢aligmalar1 yavaslamistir. Fajlar, spesifik olarak bakterileri enfekte eder ve
alternatif tedavi arayisi icin umut verici ajanlar olmustur. Calismamizda, karbapenem
direncli A. baumannii izolatlarina kars1 litik aktivite gosteren fajlar1 izole ve karakterize
etmek; bdylece bu fajlarin terapdtik ajan olarak uygun olup olmadiklarimi arastirmak
amaclanmistir. Bu ¢alismada, karbapenem direngli klinik A. baumannii izolatlara karsi
litik aktivite gosteren dort faj izole edilmis ve bu fajlarin biyofiziksel stabiliteleri ve

molekiiler karakterizasyonlar1 belirlenmistir.

Vi
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1. GIRIS

Taksonomik smiflandirmaya gore Moraxellaceae familyasinda bulunan
Acinetobacter cinsi iiyeleri igerisinde, A. baumannii diinya capinda hastane kaynakli
enfeksiyonlarla iliskili en 6nemli patojendir [1]. A. baumannii nin antibiyotiklere hizla
direng gelistirdigi ve ¢oklu ilaca direngli (CID) suslarinim izole edildigi bildirilmektedir [2].
Diinya Saglik Orgiitii (DSO), A. baumannii'yi antibakteriyel ilaclardan etkili bir sekilde
kacabilen en oOnemli ESKAPE mikroorganizmalarindan (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve
Enterobacter tiirleri) biri olarak bildirmistir [3]. CID A. baumanniinin neden oldugu
enfeksiyonlarin ve salginlarin yayginligi nedeniyle, bu patojenin neden oldugu hastaliklarin
tedavisinde etkin kullanilan antibiyotik sayisi azalmaktadir [4]. A. baumannii’nin
aminoglikozidler, sefalosporinler, karbapenemler, tigesiklin ve kolistin dahil olmak iizere
cesitli antibiyotik smiflarina kars1 direng gelistirdigi gosterilmistir [5].

Diinya genelinde artan antibiyotik direnci insidansi, alternatif bir antimikrobiyal
tedavi arayisina yol agmistir. Bakteriyofajlar (faj), bakterileri enfekte eden viriislerdir ve
biyosferdeki en yaygin ve gesitli tiirler arasindadir. Bakterilerin bulundugu her yerde
bulunan fajlar, diinyada, bakteriler de dahil olmak {izere diger tiim organizmalardan daha
cok sayida (10°''den fazla) bulunmaktadir [6]. Kesiflerinden itibaren bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde, fajlarin potansiyel antimikrobiyal ajanlar olarak goriilmesinin
nedeni, hizli hiicre lizizi ile sonuglanan bir bakteriyel konadi taniyabilmeleri,
baglanabilmeleri ve i¢inde ¢ogalabilmeleridir [7]. Faj terapi, son yillarda antimikrobiyal
diren¢ oranlarindaki artigla yeniden giindeme gelmistir ve A. baumannii de dahil olmak
tizere Gram-negatif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar1 tedavi etmek icin fajlarin

kullanimina artan bir ilgi vardir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii, Moraxellacea ailesine mensup Acinetobacter cinsi
icerisinde yer alan bir bakteri tiiriidiir [8]. A. baumannii, Acinetobacter cinsinin en 6nemli
ve en yaygin iiyesi olup insan sindirim sisteminde bulunabilen Gram-negatif, oksidaz-
negatif, katalaz-pozitif, non-fermenter, hareketsiz, aerobik bir kokobasildir. Acinetobacter
tirleri arasinda A. baumannii diinya ¢apinda hastane kaynakli enfeksiyonlarla iligkili en

onemli tiyedir [1].

2.1.1. Patogenez ve klinik hastaliklar

A. baumannii, hastane kaynakli pndmoni, cilt ve idrar yolu enfeksiyonlar1 dahil
olmak {izere diinya ¢apinda hastane enfeksiyonlarmin 6nde gelen nedenlerinden biri haline
gelmistir [8, 9]. A. baumannii, diisiik dereceli bir patojen olarak kabul edilmesine ragmen
vantilator iligkili pnémoni, deri, kan dolagimi, idrar yolu ve diger yumusak dokularin firsatgi
enfeksiyonlarindan sorumlu 6nemli bir patojendir [10].

Genomik ve fenotipik analizler ile A. baumannii'nin, patojenitesinden sorumlu
bircok viriilans faktorii tanimlanmis olmasmma ragmen diger Gram-negatif patojenlerle
karsilastirildiginda A. baumannii'de nispeten daha az viriilans faktorii bulunmaktadir [2].
Bunlar arasinda, dis membran porinleri (OMP), fosfolipazlar, proteazlar, lipopolisakkaritler
(LPS), kapsiiler polisakkaritler, protein salgilama ve demir selatlama sistemleri
bulunmaktadir [2,4,11].

A. baumannii’nin ¢ok c¢esitli antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 ve viriilans faktorleri
arasinda, OMP olarak adlandirilan, hiicresel gecirgenligi modiile etmekte gorevli dis zar
proteinleri, dagilimlar1 ve dnemli fonksiyonlar1 nedeniyle en 6nemli viriilans faktorlerinden
biridir [12]. A. baumannii dig zar1, OmpA, CarO, OprD-benzeri OMP'ler, OMP33-36 kDa,
AbuO, TolB vb. dahil olmak iizere ¢ok sayida OMP'ye sahiptir [13,14].

Bu OMP'leri arasinda, OmpA, A. baumannii'nin adezyonunda, biyofilm olusumunda
ve konagi immiin yanitini regiile etmede kilit rol oynayan 6nemli bir viriilans faktoriidiir
[15]. OmpA, epitel hiicreler lizerinde biyofilm olusumuna katki saglayarak ve hiicre
yiizeyindeki fibronektin ile etkilesime girerek A. baumannii’nin akciger epitel hiicrelerine
yapismasina aracilik eder [16,17]. OmpA'nin asir1 {lretimi, hastane kaynakli pnémoni,
bakteriyemi ve A. baumannii'ye bagli olim ile iligkilendirilir [18]. Buna ek olarak,

OmpA’nin antimikrobiyal direncte de rol oynadig1 bilinmektedir ve ompA genindeki bir



bozulma sonucunda kloramfenikol, aztreonam ve nalidiksik asit ilaglarinin minimum
inhibisyon konsantrasyonlarinda (MIK) azalma saptanmustir [19].

Ekstraseliiler polisakaritler, bakteri hiicre zarfinin baslica immiinojenik
bilesenleridir. A. baumannii’nin zarf yapisi1 da patojenitesine katkida bulunan faktorlerle
iligkilidir. Bunlar arasinda kapsiiler ekzopolisakkaritler ve LPS bulunmaktadir [4]. 2015
yilinda yapilan bir c¢alismada incelenen tiim klinik A. baumannii izolatlarinin,
ekzopolisakkarit kapsiil gibi kompleks polisakkaritlerin iiretiminden sorumlu korunmus bir
gen kiimesi olan “K lokusu” icerdigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda bu ekzopolisakkarit
kapsiiliin konak serumuna karsi bakteriye koruma sagladigi ve hayvan enfeksiyon
modellerinde A. baumannii’nin viriilansini arttirdig1 da bilinmektedir [20].

Fosfolipid metabolizmasi i¢in gerekli olan ve bir¢ok bakteri i¢in viriilans faktorii olan
lipolitik enzim fosfolipazlar ii¢ sinifa ayrilmaktadir; fosfolipaz A, fosfolipaz C (PLC) ve
fosfolipaz D (PLD). PLC ve PLD, A. baumannii’de viriilans faktorleri olarak tanimlanmigtir
[4].

Bakterilerin dis zarindan olusan dis membran vezikiilleri (OMYV), fosfolipidler,
LPS’ler, OMP’ler ve periplazmik proteinler icermektedir [21]. Gram-negatif bakterilerin
salgiladigi OMV’ler, bakteriyel efektorleri konak hiicrelere tasiyan dagitim araclaridir.
OMV'ler, konak hiicre i¢ine ¢esitli viriilans faktorleri iletmektedir. Boylece, bakteri ve
konak hiicreler arasinda yakin temas olmaksizin, patojenlerin konak ile etkilesime girmesine
izin vermektedir [22]. A. baumannii’nin salgiladigt OMV’ler arasinda OmpA, proteazlar ve
fosfolipazlar gibi viriilans faktorleri bulunmaktadir [23].

A. baumannii ayrica demir baglayan sideroforlara sahiptir. Bunlar icince
asinetobaktin, en iyi karakterize edilmis siderofor viriilans faktoriidiir. Bir in vivo ¢alisma,
A. baumannii ATCC 19606 susunda asinetobaktin biyosentezi ve tasima islevinin bozulmasi
sonucunda bakterilerin epitel hiicreler i¢inde kaldigini ve boylece hiicre hasarinda ve enfekte
farelerin o6liimiinde 6nemli 6l¢iide bir azalma oldugunu bildirmistir [24].

A. baumannii i¢in ¢esitli protein salgilama sistemleri tanimlanmstir. Tip II ve tip VI
salgilama sistemleri, sirasiyla, T2SS, ve T6SS, bunlardan bazilaridir [4]. T2SS'nin, farelerde
A. baumannii kolonizasyonu ve enfeksiyonunda 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir.
Bir¢ok A. baumannii susu, ¢evredeki bakteri hiicrelerine toksik efektor proteinler vermek

icin T6SS kullanmaktadir [25,26].



2.1.2. Laboratuvar tanisi

A. baumannii, koyun kanli agar, triptik soy agar, eozin metilen blue agar ve
MacConkey agarda kolaylikla iireyebilen bir bakteridir. Kanli agarda, 0.5-2mm ¢apinda
seffaf ve opak koloniler olustururlar [27]. A. baumannii’nin laboratuvar tanisi i¢in kullanilan
biyokimyasal reaksiyonlardan; indol, gaz, H2S, Voges-Proskauer, oksidaz, lireaz, testleri

negatif, katalaz ve sitrat testleri pozitif reaksiyon verir.

2.2. Acinetobacter baumannii ve Beta-laktam Antibiyotiklere Diren¢

Beta-laktam grubu antibiyotikler, ¢ok sayida klinik endikasyonla en sik regete edilen
ila¢ siniflarindan biridir. 1930'lu yillardan itibaren kullanilmaya baslanmasiyla, bakteriyel
hastaliklara kars1 miicadeleyi biiyiik Olclide degistiren beta-laktam grubu antibiyotikler,
toplam antibiyotik pazarinin %65'ini olustururlar [28]. Beta-laktam grubu antibiyotiklerin
molekiiler yapisinda ortak olarak bir azot ve ii¢ karbon i¢eren beta-laktam halkasi bulunur.
Beta-laktam grubu antibiyotikler arasinda penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve
karbapenemler vardir. Monobaktamlar disindaki beta-laktam antibiyotiklerinde beta-laktam
halkasi bes ya da alt1 liyeli baska bir halka ile birlesmistir [29, 30]. Bu antibiyotikler, bakteri
hiicre duvari sentezinden sorumlu olan ve penisilin baglayan proteinlere (PBP) etki ederler.
Beta-laktam antibiyotikler PBP'lere kovalent ve geri doniisiimsiiz olarak baglanir ve boylece
hiicre duvari sentezini bozup transpeptidasyonu inhibe ederler [30].

Antibiyotik diren¢ mekanizmalari; antibiyotiklerin enzimatik inaktivasyonu ya da
modifikasyonu, antibiyotigin bakteride hedef aldig1 bolgede degisiklik, dis membran
gecirgenliginin azalmasi sonucu bakteri hiicresine antibiyotik girisinin engellenmesi ya da
azalmas1 ve efluks pompasiyla bakteri hiicresine giren antibiyotigin digar1 atilmasi ve bu
mekanizmalarin kombinasyonlar1 seklinde olagelir. Gram-negatif bakterilerde beta-
laktamlara karst en yaygin diren¢ mekanizmasi, beta-laktam halkasinin beta-laktamaz
enzimleriyle hidrolize olmasidir [31].

Beta-laktamaz enzimleri iki ana smifa ayrilir; Ambler ve Bush—Jacoby
siiflandirmasi. Ambler siniflandirmasi, amino asit dizi homolojisinden yararlanarak beta-
laktamazlar1 Smif A, B, C ve D olarak siniflarken Bush—Jacoby siniflandirmasi substrat
hidroliz profillerine (penisilin, sefalosporin, genis spektrumlu sefalosporin, karbapenem) ve
inhibitér profiline (B-laktamaz inhibitorleri, klavulanat ve tazobaktam, tarafindan

inhibisyon) gore Gruplar 1, 2, 3 ve 4 olarak simiflandirmaktadir (Tablo 1) [32,33].



Tablo 1. Beta-laktamazlarin simiflandirilmasi.

Bush- Ambler Klavulanik asit,
Jacoby Siniflamas1 Ayirt Edici Substratlar veya tazobaktam | Ornek Enzimler
Gruplar1 ile inhibisyon
1 C Sefalosporinler Hayir AmpC, ACC
le C Sefalosporinler Hayir CMY-10
2a A Penisilinler Evet BlaZ(PCl)
2b A Penisilinler, dar spektrumlu Evet TEM-1,TEM-2
sefalosporinler
2be A Genis spektrumlu sefalosporinler, Evet TEM-3, SHV-2
monobaktamlar
2br A Penisilinler, dar spektrumlu Hayir TEM-30,SHV-10
sefalosporinler
2ber A Genis spektrumlu sefalosporinler, Hayir TEM-50
monobaktamlar
2c A Karbenisilin Evet PSE-1, CARB-3
2ce A Karbenisilin, sefepim Evet RTGH4
2d D Oksasilin Evet OXA-1
2de D Genis spektrumlu sefalosporinler Evet OXA-11
2df D Karbapenemler Evet OXA-23, OXA-48
2f A Karbapenemler Hayir KPC-2, IMI-1
3a B Karbapenemler Hay1r NDM-1, VIM-1

* 32 no'lu kaynaktan uyarlanmistir.

2.2.1. Karbapenemazlar

2014 Ulusal Antimikrobiyal Direng Siirveyans Sistemi verilerine gore Tiirkiye’de
Acinetobacter spp'de %66 olan CID ve %89 olan karbapenem direnci, 2019 yilinda sirasiyla
%80 ve %90 olarak bildirilmistir [34]. Karbapenemler, diren¢li Gram-negatif bakterilerin
neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan genis spektrumlu aktiviteye sahip
beta-laktam antibiyotiklerdir [35]. Ancak karbapenemin artan klinik kullanimi, ytiksek
direng oraninin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Karbapenem direngli A. baumannii'de
(KDAB) en yaygin diren¢ mekanizmasi, basta oksasilinaz (OXA) tipi enzimler (D Sinif1) ve
metallo-B-laktamazlar (MBL'ler) (Sinif B) olmak {izere karbapenemaz iiretimidir. KDAB'de
en yaygin olarak tanimlanan dort OXA tipi karbapenemaz kodlayan gen; blaoxa-23, blaoxa-

51, blaoxa-24 ve blaoxa-ss’dir. blaoxa-51 ise A. baumannii’de kromozomal olarak kodlanan

intrinsik karbapenemazdir [36].




Ambler siniflamasina gore karbapenemazlar A, B ve D simiflarinda yer almaktadir.
Ambler sinif A karbapenemazlar, penisilinlere ve aztreonam'a diren¢ gosterebilen
kromozomal SME ve IMI ailelerini ve ayrica tiim beta-laktam antibiyotiklere direng
gosteren plazmit ile kodlanan Klebsiella pneumoniae karbapenemazlarini (KPC)
icermektedir [37]. Bu enzim grubu, genislemis spektrumlu beta-laktamazlardan (GSBL),
TEM, SHV ve CTX-M enzim ailelerini kapsamaktadir. A smifi beta-laktamazlarin
A. baumannii'de oldukca yaygin oldugu goriilmektedir [38]. KDAB’de, yakin zamanda
plazmit ve/veya integron ile kodlanan Ambler sinif A serin karbapenemazlar olan KPC-2,
KPC-3, KPC-4, KPC-10 ve GES-14 saptanmstir [39].

A. baumannii’de dort tip metallo-beta-laktamaz olarak adlandirilan Smif B beta-
laktamaz tanimlanmistir ve bunlar; IMP (imipenemaz), VIM (Verona integron-encoded-
metallo-beta-laktamaz), NDM (New-Delhi-metallo-beta-laktamaz) ve SIM’dir (Seoul
imipenemaz) [40]. Metallo-beta-laktamazlarin aktif bolgelerinde serin yerine ¢inko iyonu
(Zn*?) bulunmaktadir. Diger karbapenemazlarin aksine, metallo-beta laktamazlar, beta-
laktam inhibitorleriyle inhibe olmazlar, fakat EDTA gibi katyon selatlar1 ile inhibe
olmaktadir [41]. IMP ilk kez 1991 yilinda Japonya’da Serratia marcescens’te saptanmistir.
Uc farkli filogruptan toplamda alt1 IMP varyant1 A. baumannii’de tanimlanmistir ve bunlar
IMP-1, IMP-2, IMP-4, IMP-5, IMP-6 ve IMP-11"dir [42, 43].

C smifi beta-laktamazlar ise biitiin A. baumannii'lerde bulunan kromozomal olarak
kodlanmis intrinsik  sefalosporinazlardir  (Acinetobacter tiirevli  sefalosporinaz).

Oksisilinazlar veya karbapenem hidrolize edici simif D B-laktamazlar olarak da
adlandirilan D smifi beta-laktamazlar, tiim beta-laktamlar1 (esas olarak OXA-10 ailesi)
inaktive edebilmektedir ve karbapenem direncinin ana mekanizmasini olusturmaktadir. Hem
kromozomda hem de plazmitlerde bulunabilen bu blaoxa genleri arasinda blaoxa-s1, blaoxa-

23, blaoxa-24, blaoxa-ss, blaoxa-143 ve blaoxa-235 genleri bulunmaktadir [44].

2.3. KDAB i¢in Yeni Antimikrobiyal Thtiyaci
Antibiyotik direnci kiiresel bir sorun haline gelmistir. Antibiyotiklerin fazla ve yanlis
kullanilmasi, kolistin gibi son care antibiyotiklerin tarim ve hayvancilikta da kullanima
girmesi bakterilerde antibiyotik direncinin artmasina sebep olmustur. KDAB suslarinin artan
insidansi, alternatif bir antimikrobiyal tedavi arayisina yol agmistir. A. baumannii,
bakteriyofaj tedavisi gibi yeni terapoOtik stratejilerin acil olarak arastirilmasini ve

gelistirilmesini gerektiren en oncelikli patojenlerdendir.



2.4. Bakteriyofajlar
Bakteriyofajlar; okyanuslar, denizler, topraklar, igtigimiz sular ve yedigimiz
yemekler dahil olmak iizere her yerde yaygin olarak bulunurlar. Yeryiiziinde 10%° ila 103
arasinda faj oldugu tahmin edilmektedir; bakteriler de dahil olmak iizere diinyadaki biitiin
organizmalarin toplamindan fazladir. Fajlar, ekosistemde mikrobiyal dengenin
korunmasinda kilit rol oynarlar [45, 46]. Fajlar, spesifik olarak bakterileri enfekte eden ve

bakterilerde replike olan ve dkaryot hiicrelere zararsiz olan virlislerdir [46].

2.4.1. Bakteriyofaj tarihcesi

Ernest Hanbury Hankin 1896 yilinda, Hindistanda bulunan Ganj ve Yamuna
Nehirlerinin birgok bakteri tiirtine kars1 6zellikle de Vibrio cholerae’ya karsi antiseptik
ozelligi oldugunu bildirmistir. Modern faj calismalarinin, Frederick W. Twort’un 1915
yilinda gergeklestirdigi bir gozlem ile bagladigi bilinmektedir. Fakat, Félix d'Herelle'in 6ncii
caligmasindan sonra, Twort'un raporunun bakteriyofajlarla ilgili oldugu kabul edilmistir
[45]. Bakteriyofajlar, bagimsiz olarak 1915 yilinda Twort ve 1917 yilinda Félix d'Hérelle
tarafindan kesfedilmistir [47,48]. Twort, mikrokok kolonilerinin "camsi doniistiimiini"
tanimlarken, d'Hérelle Shigella’ya kars1 bir "anti-mikrop" izole etmistir. Hemorojik dizanteri
salginin1 aragtirmak iizere Paris Pasteur Enstititiisii’'nde ¢alisan d'Hérelle, hasta insanlarin
diskilarini filtrelemis ve bakterisiz filtratlar elde etmistir. Filtrelenen diskilart Shigella
izolatlar1 ile inkiibe etmis ve besiyeri lizerine yaymistir. Bu “anti-mikrobun” bakterilere
antagonist oldugunu ve agar lizerinde bakterilerin lizizine sebep oldugunu belirtmis ve
bunlara plak adin1 vermistir. “bakteri yiyen” anlamina gelen "bakteriyofaj" terimini ilk kez

tanimlamustir [45, 49, 50].

2.4.2. Faj terapisi

Bakteriyofajlarin kesfinden kisa bir siire sonra, d'Herelle, 1919 yilinda Hépital des
Enfants-Malades Paris’te dizanteriyi tedavi etmek icin fajlar1 terapotik olarak kullanmaya
yonelik ilk girisiminde bulunmustur. Faj preparati 12 yasinda siddetli dizantesi olan cocugun
tedavisi i¢in hazirlanmis ve giivenli oldugunu teyit etmek iizere, d'Herelle, Hutinel ve
hastane stayjerleri tarafindan ¢ocuga verilmeden 6nce yutulmustur. Tek doz anti-dizanteri
faj uygulamasinin hemen ardindan hastanin semptomlar1 kaybolmus ve birkag giin icerisinde
tamamiyla iyilesmistir. 1921 yilinda Richard Bruynoghe ve Joseph Maisin, cerrahi olarak
acilan lezyonlarin lizerine faj enjekte ederek enfeksiyonda 24 ila 48 saat icerisinde gerileme

oldugunu raporlayarak stafilokokal deri sendromunu tedavi etmistir [S1].



2.4.3. Ticari faj iiretimi

D’Herelle, Fransa’daki laboratuvarinda ¢esitli bakterilere karsi etkinligini saptadigi
en az bes adet faj preparati hazirlamistir ve Bacté-rhino-phage, Bacté-intesti-phage, Bacté-
pyo-phage, ve Bacté-staphy-phage olarak isimlendirilen bu faj prepapartlarini daha sonradan
L’Oréal olarak bilinen Fransiz bir sirkete pazarlamistir [52]. Amerika Birlesik
Devletleri'nde (ABD) 1940 yillarinda Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Escherichia coli ve diger bakteriyel patojenlere karsi aktivite gosteren terapotik fajlar
iiretilmeye baslanmistir. Ticari amagla iiretilen bu faj praparatlari, apseler, yaralar, vajinit,
akut ve kronik iist solunum yolu enfeksiyonlar1 ve mastoid enfeksiyonlarin tedavisi amaciyla
kullanilmigtir, fakat antibiyotiklerin kesfi ve kullanima girmesiyle terapdtik faj iiretimi
bir¢ok bati lilkesinde durmustur [51]. Buna ragmen, Dogu Avrupa’da ve Sovyet Rusya’da
fajlar, antibiyotiklerle ya da antibiyotiklere alternatif olarak kullanilmaya devam etmistir.
1923 yilinda Giorgi Eliava ve D’Herelle tarafindan kurulan “Eliava Institute of
Bacteriophage, Microbiology, and Virology” (EIBMV) ve 1952 yilinda kurulan “Hirszfeld
Institute of Immunology and Experimental Therapy” (HIIET) enstitiileri, sirasiyla, Giircistan

ve Polonya’da aktivitelerine devam etmistir [51].

2.4.4. Fajlarin smiflandirilmasi

Tarihsel olarak fajlar PCR, dizileme veya bugiin bildigimiz bir¢ok molekiiler
yontemin olmadigi zamanlarda morfolojilerine gore smiflandirilmistir [53]. Kuyruklu
fajlarin taksonomik olarak siniflandirilmasi, elektron mikroskopi goriiniimlerine gore, A
(kasilabilen kuyruklu), B (uzun, kasilamayan kuyruklu) ve C (kisa, kasilamayan kuyruklu)
olmak tizere 3 morfotipte siniflandiran David Bradley’in oncili siniflandirma ¢aligmasina
dayanmaktadir. 1967 yilinda Bradley fajlari, morfolojik yapilarina ve niikleik asit ¢esitlerine
gore 6 gruba ayirarak siiflandirmistir. Niikleik asit ¢esitlerine gore ise ¢ift sarmalli DNA
iceren fajlar A, B ve C grubunda yer alirken tek sarmalli DNA igeren fajlar D ve F grubunda,
RNA igerenler ise E grubunda yer almistir (Tablo 2) [54].

Bradley siniflandirmasina gore, T4, A, PM2, ®X174, MS2 ve fd fajlar1 olmak iizere
toplamda alt1 faj cinsinin oldugu kabul edilmistir [54]. Bu siniflandirmanin yapildig: tarihte,

yalnizca 111 tane faj varlig1 bilinmekteydi [55].



Tablo 2. Bradley siniflandirmasi.

Bradley Gruplan Ozellikleri Niikleik Asit
A Kasilabilen, kuyruklu fajlar DNA
B Kasilamayan, uzun kuyruklu fajlar DNA
C Kasilamayan, kisa kuyruklu fajlar DNA
D Kuyruksuz, biiyiik kapsomerli fajlar DNA
E Kuyruksuz, kiiciik kapsomerli fajlar RNA
F Filamentoz fajlar DNA

* 54 no’lu referanstan uyarlanmaistir.

Bradley’in ardindan, Hans W. Ackermann ve Abraham Eisenstark 1974
yilinda, 672 kuyruklu ve yapisi isometrik veya filament6z olan 33 faji dahil ederek bir
simiflandirma yapmustir. Bu smiflandirmaya gore fajlar1 dort ana grupta incelemis, 17
morfolojik gruba ayirmistir [56];

1- Kuyruklu Bakteriyofajlar
2- Kiibik Simetrili Bakteriyofajlar
3- Filamentoz Bakteriyofajlar

4- Niikleik Asiti Bilinmeyen Bakteriyofajlar

Kuyruklu fajlar grubunda, ¢ift-sarmalli DNA igeren, zarflar1 bulunmayan fajlar yer
almis ve bu fajlar da kuyruk boylar1 baz alinarak, Bradley siniflandirmasina gore, kisa, uzun
ya da kasilabilen kuyruklu fajlar olarak iice ayrilmigtir. Her bir grup yine fajlarin bas
sekillerine gore tiger alt gruba daha ayrilmistir [56].

Kiibik simetrili fajlar ise, a) tek sarmalli DNA igeren, zarfsiz ve 30 nm g¢apindaki
fajlar, b) DNA tastyan, zarfsiz ve 60 nm ¢apindaki fajlar, c) ¢ift sarmalli DNA igeren ve lipid
zarfl fajlar, d) tek sarmalli RNA iceren, zarfsiz fajlar ve e) ¢ift sarmalli RNA igeren, lipid
zarfli fajlar olarak bes gruba ayrilmistir [S6].

Filamentoz fajlar grubunda bulunan fajlarimn ise hepsi tek sarmalli DNA igeren zarfsiz
fajlardir. Bu fajlar da kisa ya da uzun filament6z yapili olarak iki alt gruba ayrilmistir [56].

Niikleik asiti bilinmeyen fajlar ise, a) 33 nm ¢apinda, kiibik partikiilli Clostridium
faji, b) 31-35 nm ¢apinda, kiibik partikiillii Mycoplasma faj1 ve c) oval sekilli, zarfli, 50-120
nm ¢apinda, Arholeplasma faj1 olarak ii¢ alt gruba ayrilmistir [56].

Ackermann’in 2000 yilinda giincelledigi siniflandirmasina gore fajlar 13 aile

icerisinde smiflanmis ve 140’tan fazla bakteriye etkili bulunmustur (Tablo 3) [57].



Tablo 3. Faj ailelerinin siniflandirilmasi ve 6zellikleri.

Morfolojlkc =y ok At Aileler Ozellikleri
Gruplar
Myoviridae Kasilabilir kuyruk
Kuyruklu Fajlar dsDNA Siphoviridae Uzun, kasilamayan kuyruk
Podoviridae Kisa kuyruk
ssDNA Microviridae Polihedral kapsid
dsDNA Corticoviridae  Polihedral kapsid
Polihedral Fajlar dsDNA, L Tectiviridae Lipid vesikiiller
sSRNA Leviviridae -
dsRNA Cystoviridae Lipid zarf
ssDNA Inoviridae Uzun filamenter
Filamento6z Fajlar dsDNA Lipothrixviridae Lipid zarf
dsDNA Rudiviridae TMV-benzeri
Pleomorfik Fajlar dsDNA Plasmaviridae  Lipid zarf

Fuselloviridae  Limona benzer sekil

* 57 no’lu kaynaktan uyarlanmistir.

ds: Cift zincirli, ss: Tek zincirli, L: lineer.

2.4.5. International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTYV)
siiflandirmasi

Virtslerin taksonomik smiflandirmasi ve virlis taksonlarmin adlandirilmasi,

“International Committee on Taxonomy of Viruses” (ICTV) ve ICTV'nin fajlara odaklanan

“Bacterial and Archaeal Subcommittee” (BAVS) tarafindan siirdiiriilmektedir. Bu

smiflandirma, faj genomunun molekiiler yapisi (tek sarmalli/cift sarmallit DNA/RNA), viral

kapsid yapisi, zarfli/zarfsiz olusu, konak araligi, patojenitesi ve dizi benzerligine

dayanmaktadir [58].

2.4.6. Kuyruklu fajlar

Biitiin kuyruklu fajlar1 kapsayan Caudovirales takimi, Ackermann tarafindan 1998
yilinda teklif edilip kabul edilmistir. 2000'li yillarin baginda genomik c¢agin dogusuyla
birlikte, faj genom dizi analizleri, 6zellikle Caudovirales takimina ait bakteriyofajlarda,
yiiksek bir genomik c¢esitlilik oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu ¢aligmalar, tic morfolojik aile
icinde (Podoviridae, Myoviridae ve Siphoviridae) ilk alt ailelerin olugsmasina sebep olmustur
[59]. 2008 yilinda, ii¢ caudoviral familya Myoviridae, Podoviridae ve Siphoviridae sadece
18 cins ve 36 tiir icermekteydi. Veritabanlarindaki faj genomlarinin sayisi arttik¢a, bu ti¢

ailenin monofiletik olmadig anlasilmistir. i1k faj genom tabanli ag gosterimi olan “The
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Phage Proteomic Tree” ve diger bir¢ok arag¢ ve yayin ile parafiletik gruplar gosterilmistir.
Bu kanitlara dayanarak, BAVS, yeni, genom temelli aileler tanimlayarak, daha 6nce Ortiisen
kuyruklu faj gruplarimi ayirmaya baslamistir [S9]. 2016 yilinda ise Caudovirales takimi alt1
alt aile, 80 cins ve 441 tiir icermekteydi [60]. Ag tabanli yaklagimlar ve meta-analizler
sonucunda Myoviridae ailesine U¢ yeni alt aile; Ackermannviridae, Chaseviridae ve
Herelleviridae, Siphoviridae ailesine iki yeni alt aile; Demerecviridae ve Drexlerviridae ve
Podoviridae ailesine bir yeni alt aile Autographiviridae ailesi resmi olarak eklenmistir [59].

Kuyruklu fajlar, tiim fajlarin %96’sin1 olusturur [61]. Uzun, kasilamayan kuyruklu
faj ailesi Siphoviridae (6rnegin, A, HK97, SPP1, p2, TP901-1) kuyruklu fajlarin %61’ini
olusturmaktadir. Uzun, diiz, kasilabilen kuyruklari ile karakterize Myoviridae fajlari
(6rnegin, T4, 92, 0KZ) %25, kisa, kasilamayan kuyruklu Podoviridae fajlari (6rnegin, ¢29,
T7, P22) ise kuyruklu fajlarin %14 {inii olusturmaktadir (Sekil 1) [62, 63].

Kapsid
Kapsid Kuyruk — Taban
Kuyrmk Liflen

Bovun
Kuyruk Kilifi Kuvruk

Kuyruk {r{w p _\%

‘jr : é ; - Taban
7§ T ﬁkt; —— Kuyruk Lifleri
I |1 Kuyruk Lifler

b

Sekil 1. Myoviridae (a), Siphoviridae (b) ve Podoviridae (c) fajlarinin temsili yapilar1 (63

no’lu kaynaktan uyarlanmistir).

2.4.7. Yapsal ozellikleri

Faj genomu tek sarmalli/¢ift sarmalli, DNA ya da RNA’dan olusmaktadir. Bu genetik
materyal, kapsid igerisine paketlenmistir. Microviridae, Corticoviridae, Tectiviridae,
Leviviridae ve Cystoviridae ailelerinde polihedral kapsid bulunurken Inoviridae ailesinde

filamentli, Plasmaviridae ailesinde pleomorfik ve Caudovirales ailesinde ise kapsid, bir
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kuyruga baghdir [64]. Bugiine kadar izole edilmis fajlarin biiyiik bir cogunlugu kuyrukludur
ve ¢ift sarmalli DNA genomuna sahiptir. Caudovirales tyeleri arasinda kapsid c¢aplari
genom boyutuna bagli olarak 45 ile 185 nm arasinda degismektedir. Kuyruklu fajlarin cogu
(~%?75) ikosahedral kapsid yapisina sahiptir ve yaklasik %15'1 kuyruk ekseni ile hizalanmig
uzun bir kapside sahiptir [65, 66].

Fonksiyonel bir fajin olugmasi, bakteriyi enfekte ettikten sonra konak hiicre
tarafindan tiretilen gerekli tiim proteinlerle baslayan ¢ok asamali bir siirecin sonucudur. Faj
DNA’s1, olgun bir kapsidin boyutuna genisleyen prokapsidin icine paketlenir. Adaptor ve
durdurucu proteinler, DNA si1zintisin1 6nlemek amaciyla portal kompleksine baglanir. Daha
sonra, dekorasyon proteinleri kapside baglanir ve kuyruk eklenir; boylece nihai enfektif faj

olusur (Sekil 2) [67].

Kapsid Proteini
Yapi proteini
Portal

Faj DNA'si
Endoniikleaz
Adaptor
Durdurucu

s000'9/!,

Dekorasyon proteini

h N
S 1 _),, \\_’ Z
‘\ \\’ e AN

Sy

Sekil 2. Fonksiyonel bir fajin olusum asamalar1 (67 no’lu kaynaktan uyarlanmistir).

Fajlar, enfeksiyon olusturmak i¢in genomlarmi konak hiicrelere enjekte etmek
zorundadir. Cogu faj bunun icin kuyruk kullanir. Kuyruk, bakteriyel hiicre duvarina
baglanmaya, penetrasyonuna ve faj genomunun enjeksiyonuna aracilik eden kompleks, ¢cok
proteinli bir yapidir. Kuyrugun, konak hiicre sitoplazmasini nasil agtig1 hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir [68]. Zarfl1 6karyotik virlislerin ¢ogu, konak hiicre membranina bir hidrofobik
fiizyon peptidi ilistirerek fiizyonu gergeklestirir. Zarfsiz 6karyotik virtisler ise, konak hiicre
zar1 lizerinde por olusturarak veya bir hiicresel zar par¢galama mekanizmasi yoluyla fiizyonu

saglamak i¢in bir transmembran peptidi kullanir. Prokaryotik viriislerin ise muhtemelen
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yakinsak evrimin bir sonucu olarak hidrofobik, por olusturan ve membranda aktif bir peptidi
kullanarak zar penetrasyonu gergeklestirmesi Okaryotik viriislerle ortak mekanizmalari

paylastigin1 gostermektedir [69].

2.4.8. Yasam dongiisii

Fajlar, bakterilerde litik ve lizojenik dongii olmak {izere iki farkli yasam dongiisii
sergilemektedir. Yasam dongiileri en az bes asama igerir; adsorpsiyon, penetrasyon, bakteri
genomunun bozulmasi, yeni fajlarin partikiillerinin biyosentezi, bakteri lizizi ve virion
salmimi. Faj yasam dongiisiindeki en Onemli adimlardan biri adsorpsiyondur. Fajin
bakteriye adsorbe olabilmesi i¢in bakteri membrani {lizerindeki bazi spesifik proteinleri,
lipopolisakkaritleri veya diger molekiilleri (teikoik asitler, fimbria, flagella) tanimasi
gerekir. Bakteri yilizey reseptorlerinin faj tarafindan basarili bir sekilde taninmasi, fajin
bakteri yiizeyine penetre olmasini ve viral genomunu enjekte etmesini saglar. Faj
penetrasyonu, fajin kuyrugunda bulunan bazi lizozim enzimlerinin hiicre duvarinin N-
asetilmuramik asit ve N-asetil-D-glukozaminler arasindaki 1,4-B-baglarin1 hidrolize etmesi
ile gerceklesmektedir. [70].

Litik dongiide faj virionu bakteri ylizeyine adsorbe olur ve genomunu konak hiicre
icine enjekte eder. Faj enfeksiyonu ile konak hiicrenin genetik fonksiyonlarmin yeniden
programlanmasi indiiklenir. Boylece, faj kendi genomunu kopyalar ve kendi yapisal ve
fonksiyonel proteinlerini ifade eder. Daha sonra, faj virion partikiilleri birlestirilir ve viral
niikleik asit ile yiiklenir. Konak hiicre dakikalar veya saatler sonra pargalanir ve bir¢ok yeni
faj, hiicre disina serbest birakilir [45]. Bakteriyel membranin ve hiicre duvarinin bozulmasi,
peptidoglikan hidrolizini saglayan endolisinler, plazma zarint bozan holinler ve Gram-
negatif bakterilerin dis zarmi destabilize eden spaninler gibi spesifik lizis proteinlerince
saglanir [70].

Fajlar, alternatif olarak bir lizojenik dongii baslatabilir; Faj genomunun replikasyonu
yerine, profaj ad1 verilen, genellikle konak genoma entegre olan, ancak bazen bir plazmid
olarak korunan hareketsiz bir formda kalabilmektedirler. Fajlar, bu durumda siiresiz olarak
kalabilir. Konak hiicre icindeki profajla cogalir ve her biri profaj iceren hiicrelerin
olusturdugu bir popiilasyon ortaya c¢ikar. Bu profajlar, lizojenik dongiiden ¢ikarak, litik
dongiiye girebilirler (Sekil 3) [45, 49].
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Sekil 3. Fajlarin yasam dongiisii (49 no’lu kaynaktan uyarlanmaistir).

Lizojenik veya litik dongii se¢imini etkileyen bazi faktorler vardir. Ornegin, lizojenik
fajlarda litik veya lizojenik dongiiniin baslatilmasinin faj genomunda kodlanmis spesifik
sinyal peptitleri ile yonetildigi gosterilmistir. Bacillus tiyelerini enfekte eden fajlarin, 6aa
olarak adlandirilan bir iletisim peptidi lirettigi bildirilmis ve bu iletisim peptidlerinin yeterli
miktardaki varliginda fajlarin lizojenik dongiiye karar verdigi gosterilmistir. Bu dongiide
ayrica bu iletisim peptidleri yeni liretilen fajlarin onceki fajlarla iletisim kurmasini, yani
yakin gec¢misteki enfeksiyonlarin miktarini tahmin etmesini ve dolayisiyla litik veya
lizojenik dongiiye karar vermesini saglar ve bu sistem “Arbitrium” sistemi olarak adlandirilir

[71].

CID bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde alternatif olarak
kullanilabilecek fajlarin litik fajlar olmas1 gerekmektedir. Buna ek olarak kisa bir latent
periyot, yiiksek patlama boyutu, genis 1s1 ve pH araliklarinda stabil olmalar1 da fajlarin

teropatik ajan olarak uygunlugunu belirleyen faktorlerdir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Laboratuvarda Kullanilan Gerec ve Malzemeler
3.1.1. Gerecler
e CHEF-DR III System Cihazi (Bio-RAD, ABD)
e Pulsed-Field Jel Elektroforez Goriintilleme Cihazi (Bio-RAD, ABD)
e Transmisyon Elektron Mikroskopu (FEI/Techani, ABD)
e SDS-PAGE cihaz1
e Etiiv (Niive, Tiirkiye)
e Pastor firin1 (Niive, Tirkiye)
e Is1 blogu (Biosan, Tiirkiye)
e Santrifiij (Hettich, Almanya)
e Mini Santrifiij (Isolab, Almanya)
e Otoklav (Hirayama, Japonya)
e Biyogiivenlik kabini (Heraeus, Almanya)
e Vorteks (Daihan, Giiney Kore)
e Derin dondurucu (Argelik, Tiirkiye)
e ThermalCycler (Labnet, Finlandiya)
e (Qubit 4 Florometre (Thermo Fisher Scientific, ABD)
e Epoch Mikroplak Spektrofotometre (Biotek, ABD)
e Hassas terazi (Scaltec, ABD)
e Su Banyosu (Memmert, Almanya)
e Mini Calkalayici (shaker) (Stuart, Cin)
e Otomatik pipet seti 0,5-10; 20-200; 100-1000u1 (Eppendorf, Almanya)
e 10; 200; 1000; 10000 pl steril filtreli pipet ucu (Eppendorf, Almanya)
e Balon joje
e Petri kab1 (Firatmed, Tiirkiye)
e Steril plastik 6ze (LP Italiana SPA, talya)
e Steril pamuk uclu ekiivyon ¢ubuk
e 0.22yl filtre (Frisenette ApS, Danimarka)
e Karbon kapli grid (Agar Scientific Ltd., Ingiltere)
e 1,5 mL mikrosantrifiij tiip (Isolab, Almanya)
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e 15; 50 ml falkon tiipii (Isolab, Almanya)
e 8’li 0,2 mL PZR tiipii (Isolab, Almanya)

e 16x100 mm cam deney tiipii

3.1.2. Besiyerleri, kimyasal ve kitler
e FEozin Metilen Blue Agar
e %S5 Koyun Kanli Agar (Or-Bak, Tiirkiye)
¢ %5 Skim-milk besiyeri (BD Difco, ABD)
e Triptik Soy Agar (CondaLab, Ispanya)
e Triptik Soy Broth (CondaLab, Ispanya)
e Luria Broth (CondaLab, Ispanya)
e SeaKem Gold Low Melting Agaroz (Lonza, Isvicre)
e TrisBase (Sigma Aldrich, Almanya)
e EDTA (SRL, italya)
e EtBR (AppliChem, Almanya)
e PCR Master mix (Qiagen, Almanya)
e Jel yiikkleme soliisyonu/ Bromofenol (SNP Biyoteknoloji, Tiirkiye)
e Primerler (Sentebiolab, Tiirkiye)
e Viral DNA izolasyon kiti (Zip Prime, Tiirkiye)
e Apal enzimi (Takara, Japonya)
e EcoRV, HindIII Restriksiyon Enzimleri (Thermo Fisher Scientific, ABD)
e BamHI (New England Biolabs, UK)

3.2. Izolat Profili

Calisamizda Baskent Universitesi Ankara Hastanesi'nde ¢esitli klinik 6rneklerden
izole edilen A. baumannii izolatlar1 kullanilmistir. Izolatlar, 01.01.2020 — 30.12.2020
tarihleri arasinda toplanmistir. Izolatlar deney yapilana kadar %5 skim-milk besiyerinde

stoklanmis ve -20°C’de saklanmustir.

3.2.1. Antibiyotik duyarhlik testleri
Amikasin, gentamisin, imipenem, kolistin, levofloksasin, meropenem,
siprofloksasin, tigesiklin ve trimetoprim sulfametoksazol duyarlilik testleri rutin

caligmalarda yapilmistir. Kolistinin MiK degeri, EUCAST standartlarina uygun olarak
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broth mikrodiliisyon yontemini temel alan Sensititer ile belirlenmistir [72]. Imipenem

ve/veya meropeneme direng saptanan izolatlar calismaya dahil edilmistir.

3.2.2. A. baumannii genotiplendirilmesi
Caligmaya dahil edilen klinik A. baumannii izolatlarin genetik benzerlikleri Pulsed-

Field Jel Elektroforezi (PFGE) ile belirlenmistir.

3.2.3. Pulsed-Field jel elektroforezi

Bakteri izolatlarmin genotiplendirilmesi ve kromozomlarinin fiziksel ve genetik
haritasini olusturmak i¢in PFGE uygulanmistir. Yontem “Centers for Disease Control”
(CDC) protokoliinde ufak modifikasyonlarla yapilmistir [73]. TSA’ya ekilen bakteriler
bir gece 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Caligilacak 6rnek sayisi kadar cam tiipe 2 ml
“Hiicre Siispansiyon Tamponu” (HST) eklenmis ve saf bakteri kolonileri plastik 6ze ile
alinip HST i¢inde siispanse edilip vortekslenmistir. Bakteri yogunlugu 4 McFarland’a
ayarlanmistir. 200 pl bakteri siispansiyonu 25 pl Proteinaz K (20mg/ml) ile karigtirildi.
400 pl eritilmis %1 SeaKem Gold agaroz eklendi ve pipetaj yapildi. Bu karigimdan 200l
plug kuyucuklarina aktarilarak 4°C’de 10 dk jelin donmasi beklendi ve jel bloklar1
olusturuldu. Her bir bakteri igin ikiser jel blogu kullanilmistir. Ornek sayis1 kadar falkona
5 ml liziz buffer ve 25 pl Proteinaz K eklenmis ve donan jeller bu falkonlara aktarilmstir.
2 saat 55°C su banyosunda inkiibasyonun ardindan liziz tamponu aspire edilmis ve 2 kez
5 ml su ve 4 kez de TE tamponuyla yikanmistir. Her bir yikama asamasinin aralarinda
10°ar dakika 55°C’ye ayarlanmis su banyosunda inkiibe edilmistir. Islemlerin ardinda her
bir jel blogu 5 ml TE icerisinde 4°C’de bir gece inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun
ardindan tekrar yikanmis ve jel bloklar1 bistiiri ile kesilmistir. Apal enzimi ve buffer ile
kesilen jel bloklar1 10 dk siispanse edilerek jel icerisine gomiilii olan DNA molekiilii Apal
restriksiyon enzimiyle kesilmistir. Sonrasinda jel bloklar1 elektroforez taragina
yerlestirilerek %2’lik Agaroz jel hazirlanmistir. Jel donduktan sonra Chef Dr III PFGE
cihazina yerlestirilmis ve 16 saat, 6 volt/cm’de, 14°C’de yiiriitilmiistiir. Ardindan
etidyum bromiir (EtBr) ve su ile yikanmis ve goriintiilenmistir. Jel, BioNumerics 7.5

programinda analiz edilmis ve dendogram olusturulmustur.
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3.2.4. Karbapenem direnc¢ genlerinin saptanmasi

CDC; karbapenem direng genlerinden en az birini bulunduran A. baumannii
izolatlarin1  'karbapenem diren¢li A. baumannii' olarak tanimlamaktadir [74].

A. baumannii'deki karbapenem direnci, oksasilinaz (OXA) grubuna atfedilmektedir.
3.24.1. Karbapenemaz genlerinin PZR ile saptanmasi

Calismamizda, blaoxa-23, blaoxa24 ve blaoxa-ss ve kromozomal blaoxa-si
karbapenem diren¢ genlerinin saptanmasi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi

kullanilmastir.
3.2.4.2. DNA izolasyonu

A. baumannii izolatlarinin DNA izolasyonu gecelik taze kiiltlirleri kullanilarak
biyogiivenlik kabini igerisinde yapilmustir. i1k olarak -20°C’de skimmed-milk icerisinde
stoklanan bakteriler ¢ozdiiriilerek TSA’ya tek koloni ekimi yapilmistir. 37°C°de 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan, steril tek kullanimlik igne 6ze ile tek koloni alinmis ve 1 ml distile
deionize su igerisinde siispanse edilmistir. Ardindan, 95°C’de 10 dakika boyunca
kaynatilmig ve 10 dakikanin sonunda buz igerisine aktarilmistir. Soguyan tiipler, hiicre
atiklarinin uzaklastirilmas1 amaciyla 14.000g’de 10 dakika santrifiij edilmistir [75].

Siipernatant temiz tiipe aktarilarak PZR calismasina kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.4.3. Primerler

blaoxa-23, blaoxa-24 ve blaoxa-ss ve kromozomal blaoxa-si karbapenem direng genleri

sirastyla, 501, 1024, 507 ve 353 bp olup hedefleyen primer baz dizileri asagidaki gibidir;

blaoxa-s1

e OXA-51-Forward; 5’-TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3’
e OXA-51-Reverse; 5’-TGGATTGCACTTCATCTTGG-3’

blaoxa-23

e OXA-23-Forward; 5’-GATCGGATTGGAGAACCAGA-3’
e OXA-23-Reverse; 5’-ATTTCTGACCGCATTTCCAT-3’

blaoxa-24
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o OXA-24-Forward; 5’-GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA-3’
e OXA-24-Reverse; 5’-AGTTGAGCGAAAAGGGGATT-3’

blaoxa-ss

e OXA-58-Forward; 5’-AAGTATTGGGGCTTGTGCTG-3’
e OXA-58-Reverse; 5’-CCCCTCTGCGCTCTACATAC-3’

3.24.4. PZR reaksiyon miksi

25 pl Qiagen PCR Master Mix 1 pl reverse, 1 pl forward primer ve 18 pl su eklenerek

PZR reaksiyon miksi hazirlanmis ve hazirlanan mikse bakteri DNA’s1 eklenmistir.
3.24.5. Amplifikasyon
Amplifikasyon kosullar1 termal dongii cihazinda asagidaki gibi programlanmistir:

1. On Denatiirasyon: 94°C’de 5 dakika
2. 30 dongii:
e Denatiirasyon: 94°C’de 25 saniye
e Baglanma: 52°C’de 40 saniye
e Uzama: 72°C’de 50 saniye
3. Final: 72°C'de 6 dakika

3.2.4.6. PZR iiriinlerinin jel elektroforezinde analizi

0.5X TBE (pH 8.4), agaroz ve EtBr kullanilarak %?2’lik agaroz jel hazirlanmis ve
PZR fiirilinleri jel elektroforezinde degerlendirilmistir. Elektroforez tankina dokiilen jel
donduktan sonra PZR {iriinleri jel yiikleme soliisyonu ile karistirilmis ve 12 pl kuyucuklara
eklenmistir. 2 saat boyunca 100 voltta yiiriitilen PZR fdirlinleri UV 151k altinda
degerlendirilmistir. A. baumannii blaoxa dogrulanmis suslar pozitif kontrol olarak 100 bp
size marker kullanilarak gosterilmis [76] ve A. baumannii ATCC 19606 negatif kontrol

olarak kullanilmistir.

19



3.3. Bakteriyofajlar
3.3.1. Bakteriyofaj izolasyonu

Bakteriyofaj izolasyonu icin su 6rnekleri Kizilirmak, Eymir, Baskent Universitesi
Ankara Hastanesi atik suyu, Kirikkale Universitesi Hastanesi atik suyu, Kiitahya atik suyu
ve Kirikkale at harasi atik suyundan 27.10.2021-23.03.22 tarihleri arasinda diizenli
periyotlarla toplanmistir. Bakteriyofaj izolasyonu Lin ve ark. tarafindan belirtilen yontemde
ufak degisiklikler yapilarak gergeklestirilmistir [77]. Toplanan su 6rnekleri 5000g devirde
15 dk santrifiij edildikten sonra siipernatanttan 20 ml temiz falkona alinmistir. Ardindan 10
tane A. baumannii susu 1 McFarland yogunluga ayarlanarak 100’er pl her birinden alinip su
orneginin iizerine eklenerek 20-24 saatlik inkiibasyona kaldirilmistir. Inkiibasyonun
ardindan soliisyon 8000g’de 5 dk santrifiijlenip 0.22 ul’lik filtre ile filtrelenmistir. Faj izole

edilip edilemedigi spot test ile test edilmistir.
3.3.2. Spot test

Spot test yapmak {izere, her bir TSA’ya taze pasajlanan bakteri kolonileri se¢ilmis
ve 10 ul’lik tek kullanimlik 6ze ile tek ¢izgi seklinde ekim yapilmistir. Hazirlanan faj
soliisyonlarindan 10 pl ekim ¢izgisi lizerine damlatilmis ve 24 saatlik inkiibasyona
kaldirilmistir. Inkiibasyonun ardindan faj damlatilan yerde bakteri {iremesinin baskilandig

bir liziz zonun goriilmesi o bakteriye etkili faj oldugunu gostermektedir [78].
3.3.3. Faj piirifikasyonu

Fajlarin piirifikasyonu ve zenginlestirilmesi i¢in spot test ile olusan zonlardan 200
ul’lik pipet ucu ile agar kesilmis, TSB igerisinde diliie edilmis ve “Double-Layer” (DL)
metodu; 4 ml Luria Broth (LB) soft agara (55°C) 100 pl faj soliisyonu (her bir diliisyondan
ayri1 ayr1) ve 100 ul bakteri soliisyonu eklenerek TS A iizerine dokiiliip donmaya birakilarak

yapilmustir [79]. Saf faj plaklar1 goriilene kadar piirifikasyon asamasi devam etmistir.
3.3.4. Faj soliisyonu hazirlanmasi ve titre sayimi
DL agar metoduyla elde edilen saf faj plaklarini soliisyon haline getirmek i¢in plak sayisi en

cok olan besiyeri iizerindeki soft agar ile birlikte kazinarak 15 ml’lik steril falkon tiiplere

aktarilmistir. Uzerine 5 ml TSB ve 2 ml 1 McFarland faja spesifik bakteri eklenerek 24
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saatlik inkiibasyona kaldirilmustir. inkiibasyonun ardindan 8000g’de 5 dk santrifiij edilerek
0.22 ul’lik filtre ile fitrelenmistir. Filtrelenen soliisyon spot testi yapilarak +4°C’de
saklanmustir.

Hazirlanan soliisyondaki faj titresini hesaplamak i¢in iki yontemden yararlanilmistir.
[k yontemde TSA iizerine 3 ml soft agar, 100 pl 1 McFarland faja spesifik bakteri ve 100
pl farkli dilisyonlardaki faj soliisyonu ayri1 ayri eklenerek 24 saatlik inkiibasyona

kaldirilmistir. Inkiibasyonun ardindan her bir diliisyondaki faj titreleri;

Faj titresi (PFU/ml) =Plak sayisi x 10 x 10 diliisyon faktori

formtilii ile hesaplanmustir.

Ikinci yontemde ise TSA 8 esit paraya boliinmiis ve 3 ml soft agara 200 pl 1
McFarland faja spesifik bakteri eklenerek donmaya birakilmistir. Donduktan sonra 8
diliisyonu hazirlanan faj soliisyonlarindan 10 pl her bir bdlmeye ayr1 ayr1 damlatilmistir. 24
saatlik inkiibasyonun ardindan her bir bolmedeki plaklar sayilarak faj titresi agagidaki gibi
hesaplanmistir [80];

Faj titresi (PFU/ml) =Plak sayisi x 100 x 10 diliisyon faktori

3.3.5. Fajlarin 1s1 ve pH stabiliteleri

Fajlarin 1s1 ve pH stabiliteleri farkli 1s1 ve pH araliklarinda test edilmistir. Fajlar,
farkl sicakliklarda ve ¢esitli pH seviyelerinde 30 dakika boyunca inkiibe edilmis ve ardindan
titreleri DL agar metodu ile hesaplanmugtir.

3.4. Bakteriyofajlarin Karakterizasyonu

Fajlar, boyut, morfoloji ve genomik organizasyon agisindan incelenmistir.

3.4.1. Transmisyon elektron mikroskopisi

Piirifiye edilen ve titresi belirlenen fajlarin morfolojilerinin belirlenmesi i¢in 10 pl
faj soliisyonu karbon kapli bakir gridlerin {izerine damlatilmig ve %2’lik {iranil asetat ile 1

dakika boyunca boyanmistir. Boyamanin ardindan, boyanin fazlas1 Wattman kagidi ile

alimmis ve gridler 120 kV transmisyon elektron mikroskobunda incelenmistir [81].
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Numunelerin hazirlanmasinin ardindan transmisyon elektron mikroskopisi Orta Dogu
Teknik Universitesi Merkez Laboratuvarinda hizmet alimiyla yapilmistir.

3.4.2. Konak arahiginin belirlenmesi

izole edilen fajlarin konak araligmmn belirlenmesi icin Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris bakterileri kullanilmis ve bu bakterilere izole edilen faj

stispansiyonlari ile spot test uygulanmistir.

3.4.3. “Multiplicity of Infection” belirlenmesi

“Multiplicity of Infection” (MOI), enfeksiyon boyunca faj partikiillerinin konak
bakteri sayisina olan orani olarak tanimlanmaktadir. MOI hesaplamak i¢in, konak bakteri,
108 koloni-olusturan birim (CFU)/ml hazirlanmistir. Ardindan faj titreleri 10'°, 10°, 108, 107,
10% ve 10°’e ayarlanmistir. 200 ul diliie faj soliisyonlar:1 (MOI= 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 ve
100 PFU/CFU), 200 ul konak bakteri ile (108 CFU/ml) karigtirilip 37°C’de 3.5 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 10000g’de 4 dk santrifiij yapilmis ve siipernatant titre
sayim protokolii i¢in kullanilmistir [82]. Hazirlanan MOI’ler arasinda 3.5 saatlik

inkiibasyonun ardindan en yiiksek faj titresini veren MOI, optimal olarak belirlenmistir.

3.4.4. “One-step growth curve” deneyi

Her bakteriyofajin biiyiime egrisi, Hong ve ark. [83] tarafindan bildirilen protokolde
bazi ufak degisiklikler yapilarak incelenmistir. Kisaca, 1 ml bakteri (1 McFarland yogunluk)
siispansiyonu, 10000g'de 4 dk santrifiij edilmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Pelete,
optimal MOI oraninda 1 ml faj siispansiyonu eklenmis ve 37°C'de ve 150 rpm'de 10 dakika
stireyle bakteriyofajlarin konak hiicrelere adsorpsiyonunu saglamak i¢in inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan 10.000g'de 4 dakika boyunca santrifiij uygulanmis ve siipernatant
atilmistir. Pelet, 10 ml TSB i¢inde siispanse edilmis ve siispansiyon, 37°C'de 150 rpm'de
inkiibasyona birakilmistir. Toplam 65 dakikalik bir siireye kadar 5 dakikalik araliklarla 100
pl alinmis ve DL metodu uygulanarak ertesi giin her dakikaya karsilik gelen faj titreleri
sayilmistir. Bakteriyofajin latent periyodu ve patlama boyutu, bu biiyiime egrisinden
hesaplanmustir.

Patlama boyutunu hesaplamak iizere iki formiil bulunmaktadr. ilki;

inkiibasyon sonundaki (T65) en viiksek faj titresi — adsorbe olmavan faj titresi (T0)

Konak bakteri sayisi
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Ikincisi;

inkiibasvon sonundaki (T65) en viiksek faj titresi

adsorbe olmayan faj titresi (T0)
formiilii ile hesaplanmaktadir [84].

3.4.5. Bakteriyofaj proteom analizi

A. baumannii fajlariin yapisal proteinleri, sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-Page) ile tespit edilmistir. Konsantre faj preparasyonu (yaklagik 101°
PFU/ml), esit hacimde 2X Laemmli tamponu ile karistirilmig ve 10 dakika boyunca
kaynatilmistir. 25 pl faj-tampon karisimi ve 6 pl protein isaretleyici ile birlikte her bir
kuyucuga yiiklenmistir. Jel, boya jelin dibine ulasana kadar yaklagik 1 saat boyunca 20 mA
sabit akimda calistirilmistir. Son olarak jel, 4 saat boyunca %0.25 Coomassie mavi R-250
ile boyanarak tarayicida taranmigtir [85]. Numunelerin hazirlanmasinin ardindan SDS-Page
calismalar1 Orta Dogu Teknik Universitesi Merkez Laboratuvarinda hizmet alimiyla

yapimustir.

3.4.6. Bakteriyofaj niikleik asit izolasyonu

Faj siispansiyonlarinin titresi 10'! PFU/ml’ye ayarlanmis ve viral DNA, viral DNA
izolasyon kiti kullanilarak ekstrakte edilmistir. Kisaca, 200 pl faj siispansiyonu 250 pl liziz
tamponu ile karistirilmig ve yaklasik 10-12 dakika beklenmistir. Ardinda spinlenerek 320 ul
yikama soliisyonu I eklenmistir. 5 dk’lik inkbasyonun ardindan 7 pl beat-baglama soliisyonu
tiplere eklenmis ve tiipler manyetik portiipe yerlestirilip 2 dk boyunca beklenmistir.
Siipernatant atilmig ve tiipler yikama soliisyonu I ile yikanip vortekslenmistir. Tekrar
manyetik partiipe yerlestirilen tliplerin siipernatanti atilmis ve pelet yikama soliisyonu Il ile
yikanmigtir. Stipernatant atildiktan sonra tiipler 5 dakika boyunca kurutulmaya birakilmis ve
ardindan 70 pl eliisyon tamponu eklenerek 75°C’de 4 dk boyunca inkiibe edilmistir.
Ardindan vortekslenmis ve tekrar 75°C’de 8 dk boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda, tiipler manyetik portiipe yerlestirilmis ve siipernant yeni tiiplere
aktarilmistir.

Ekstrakte edilen viral DNA, Qubit 4 florometre ve Epoch cihazi kullanilarak

kuantifiye edilmistir.
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3.4.7. Bakteriyofaj genotiplendirme ve restriksiyon analizi

Izole edilen fajlarin genotiplendirilmesi igin restriksiyon profillerine bakilmustir.
EcoRV, HindIIl ve BamHI restriksiyon endoniikleazlari, viral faj DNA’smi1 kesmek icin
kullanilmigtir. DNA fragmanlari, EtBr iceren %0.8’lik agaroz jel kullanilarak ayrilmistir.
Elektroforez 100Voltta 50 dakika boyunca devam etmistir [86].
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4. BULGULAR

Calismamiza EUCAST standartlarina gére en az bir karbapeneme (imipenem,
meropenem, ertapenem) direncli olan 96 A. baumannii izolat1 dahil edilmistir. Tamaminda
kromozomal olarak kodlanan intrinsik blaoxa-s1 geni saptanmis ve 73 tanesinde (n=73/96,
%70) blaoxa-23 geni pozitif bulunurken, izolatlarin higbirinde blaoxa-ss genine
rastlanmamistir. 1zolatlarm 12’sinde (n=12/96, %12.5) blaoxa-24 pozitif bulunmustur.
[zolatlarin 13’iinde yalmzca blaoxa-s1 geni bulunmustur.  blaoxa-si geni ayri tutuldugunda,
izolatlarin 71’inde sadece blaoxa-23 geni, 2’sinde ise blaoxa-23 ve blaoxa-24 beraber
saptanmistir (Tablo 4). Izolatlarm %20.8’inin (n=20) kolistine direngli oldugu bulunmustur.

Kolistin direngli izolatlarin MIK degerleri 4 ile 128 mg/L arasindadir (Tablo 5).

Tablo 4. Karbapenem direngli A. baumannii izolatlarinin oksasilinaz genlerinin dagilimai.

Karbapenemaz geni A. baumannii n (%)
blaoxa-s1 96 (100)
blaoxa-23 73 (70)
blaoxa-24 12 (12.5)
blaoxa-ss 0(0)
Yalniz blaoxa-s1 13 (13.5)
Yalniz blaoxa-si ve blaoxa-23 71 (73.9)
blaoxa-s1 ve blaoxa-24 10 (10.4)
blaoxa-23 ve blaoxa-24 22.1)
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Tablo 5. Kolistin direncli izolatlarin MiK degerleri.

Izolat No. Klinik Kolistin MIK (mg/L)
Ab001 Anestezi 4
Ab004 Romatoloji 4
Ab012 Anestezi 128
Ab014 Geriatri 8
AbO16 Anestezi 4
Ab024 Kadm Dogum 128
Ab033 Gogiis Hastaliklari 64
Ab039 Fizik Tedavi 16
Ab044 Norosirurji 32
Ab050 Hematoloji 4
AbO51 Anestezi 4
Ab052 Anestezi 4
Ab056 Anestezi 128
Ab062 Kardiyoloji 4
AbO71 Plastik Cerrahi 128
s | e «
Ab076 Anestezi 64
Ab078 Norosirurji 128
Ab082 Yanik Tedavi 64
Ab096 Genel Cerrahi 128

Calismaya dahil edilen 96 izolatin 24 tanesi (%25) kan kiiltiiriinden, 19’ar tanesi
(%19.8) derin trakeal aspirat ve idrar kiiltiirlerinden izole edilmistir. izolatlarin 11°i (%11.4)
yara ve pily orneklerinden, 7 tanesi (%7.3) balgam kiiltiiriinden, 5 tanesi (%5.2) doku biyopsi

kiiltiirtinden, 4’er tanesi (%4.2) dren sivist ve solunum sekresyonlarinin kantitatif
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kiiltiiriinden, 2’si (%2.1) siirlintii kiiltiiriinden ve 1 tanesi de (%1.04) kateter kiiltiiriinden

izole edilmistir. (Tablo 6). Orneklerin 41°i (%42.7) anestezi, 7’si (%7.3) genel cerrahi ve

6’s1 (%6.2) kadin dogum kliniginden izole edilmistir.

Tablo 6. Calismaya dahil edilen A. baumannii izolatlarinin izole edildikleri klinik 6rneklerin

dagilimi.

[zolatlar, PEGE’ne gore 5 farkli pulsotipte siniflandirilmistir; A, B, C, D ve E (Sekil

4). Bir major pulsotip, iki orta diizey pulsotip ve iki mindr pulsotip bulunmustur (Tablo 7).

Klinik Ornekler A. baumannii n (%)

Kan 24 (25)

Idrar 19 (19.8)

Derin Trakeal Aspirat 19 (19.8)

Yara 11(11.4)
Balgam 7(7.3)
Doku 5@6.2)
Dren Sivist 4 (4.2)
Solunum Sekresyonlari 4(4.2)
Siiriinti 2(2.1)
Kateter 1(1.04)

Tablo 7. A. baumannii izolatlarinin pulsotiplerine gore dagilima.

Pulsotipler 1zolat Sayis1 (%) Pulsotip Diizeyi
A 16 (16.7) Orta Diizey Pulsotip
B 22.1) Minor Pulsotip
C 63 (65.6) Major Pulsotip
D 10 (10.4) Orta Diizey Pulsotip
E 5(5.2) Minor Pulsotip
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Sekil 4. A. baumannii izolatlarinin PFGE dendograma.
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Ab/O11
Ab/O060
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Ab/O10
Ab/024
Ab/O63



A pulsotipinde bulunan 16 A. baumannii izolatinin %75°1 (n=12) blaoxa-23 genini,
%18.7’s1 (n=3) blaoxa-24 genini tagimaktadir (Tablo 8).

Minor pulsotip B’de iki A. baumannii iiyesi bulunmaktadir; Ab/073 ve Ab/099.
izolatlarm ikisinde de blaoxa-24 genine rastlanmazken, Ab/099 izolatinda blaoxa-23 genine

rastlanmis fakat Ab/073 izolatinda saptanmamustir (Tablo 9).

Tablo 8. A pulsotipi A. baumannii izolatlarinin oksasilinaz genlerinin ve izole edildikleri

kliniklerin dagilimu.

A Pulsotipi .
iyolatlart blaoxa2s  blaoxa2a  blaoxa-si Izolat Kiiltiirii Klinik

6 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi

7 . + + Idrar Fizik Tedavi
19 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi
20 + - + Siiriintii KVvC

22 + + + Stiriintii Anestezi

23 + - + Idrar Gastroenteroloji
50 + - + Idrar Hematoloji
52 + - + Kan Anestezi
54 + - + Idrar Fizik Tedavi
56 - - + Yara ve Piiy Anestezi
69 - - + Yara ve Piiy Anestezi

71 + - + Doku Plastik Cerrahi
87 - + + Kan Noroloji
100 + - + Kan Anestezi
101 + - + Yara ve Piiy Yanik Tedavi
102 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi

Tablo 9. B pulsotipi A. baumannii izolatlarinin oksasilinaz genlerinin ve izole edildikleri

kliniklerin dagilima.

B Pulsotipi .
. blaoxa2z  blaoxa-24 blaoxasi  Klinik Ornekler Klinik
Izolatlar
Ab/073 - - + Balgam Hematoloji
Ab/099 + - + Doku Biyopsi Plastik Cerrahi
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Klinik izolatlarinin ¢ogunlugunun yer aldigi C pulsotipinde 63 A. baumannii tiyesi

bulunmaktadir. C pulsotipi izolatlarin %84.1°1 (n=53) blaoxa-23 genini ve yalnizca %7.9’u

(n=5) blaoxa-24 genini tasimaktadir. Klinik orneklerin %28.6’s1 (n=18) kan kiiltiiriinden,

%22.2’s1 (n=14) derin trakeal aspirat kiiltiiriinden izole edilmistir. Bunu, %17.5 (n=11) ile

idrar kiiltiiri takip etmektedir (Tablo 10).

Tablo 10. C pulsotipi A. baumannii izolatlarinin oksasilinaz genlerinin ve izole edildikleri

kliniklerin dagilimu.

_Puls((:)tipi blaoxa-as blaoxa-24 blaoxa-s: Klinik Ornekler Klinik
Izolatlar1
Ab/001 + - + Kan Anestezi
Ab/002 - - + Dren Sivist Anestezi
Ab/003 + - + Idrar Anestezi
Ab/004 th - + Idrar Romatoloji
Ab/008 + - + Solunum Sekresyonlari Anestezi
Ab/014 - + + Balgam Geriatri
Ab/015 + - + Kan Yanik Tedavi
Ab/016 - - + Idrar Anestezi
Ab/017 + + + Solunum Sekresyonlari Genel Dahiliye
Ab/018 + - + Balgam Onkoloji
Ab/021 + - + Kan Anestezi
Ab/025 + - + Balgam Kardiyoloji
Ab/026 + - + Kan Anestezi
Ab/027 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi
Ab/028 + - + Kan Anestezi
Ab/029 + - + Kan Kadin Dogum
Ab/033 + - + Idrar Gogiis Hastaliklart
Ab/035 + - + Doku Biyopsisi KVC
Ab/036 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi
Ab/037 + - + Yara ve Piiy Anestezi
Ab/038 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi
Ab/039 - + + Idrar Fizik Tedavi
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C

blaoxA- blaox A-

Pulsotipi  blaoxa-23 Klinik Ornekler Klinik

Izolatlar 24 !
Ab/040 + - + Idrar Acil
Ab/041 + - + Kan Gogiis Hastaliklar
Ab/042 + - + Idrar Geriatri
Ab/043 + - + Kan Anestezi
Ab/044 + - + Derin Trakeal Aspirat Norosirurji
Ab/046 + - + Kan Romatoloji
Ab/047 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi
Ab/049 + - + Kan Genel Cerrahi
Ab/051 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi
Ab/053 + - + Yara ve Piiy Kadm Dogum
Ab/055 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi
Ab/057 + - + Solunum Sekresyonlari Anestezi
Ab/058 + - + Derin Trakeal Aspirat KVC
Ab/059 + - + Kan Nefroloji
Ab/062 + - + Kan Kardiyoloji
Ab/065 + - + Doku Biyopsisi Plastik Cerrahi
Ab/066 - - + Dren Sivist Kadm Dogum
Ab/067 - - + Yara ve Piiy Genel Cerrahi
Ab/070 + - + Kan Anestezi
Ab/072 + - + Idrar Genel Cerrahi
Ab/074 + - + Balgam Enfeksiyon Hastaliklart
Ab/075 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi
Ab/076 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi
Ab/077 + - + Solunum Sekresyonlari Anestezi
Ab/078 + - + Kan Norosirurji
Ab/079 - - + Idrar Hematoloji
Ab/081 + - + Yara ve Pily Yara Tedavi
Ab/082 + - + Kateter Yanik Tedavi
Ab/083 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi
Ab/084 + - + Kan Anestezi
Ab/085 - + + Derin Trakeal Aspirat Anestezi
Ab/086 - - + Idrar Gastroenteroloji
Ab/088 + - + Yara ve Piiy Yanik Tedavi
Ab/090 + - + Derin Trakeal Aspirat KVC
Ab/091 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi
Ab/092 + - + Kan Anestezi
Ab/093 - + + Idrar Anestezi
Ab/095 + - + Balgam Genel Cerrahi
Ab/096 + - + Kan Genel Cerrahi
Ab/097 + - + Kan Anestezi
Ab/098 + - + Doku Biyopsisi Nefroloji
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D pulsotipi 10 A. baumannii iiyesi bulunmaktadir. izolatlarm %40’ inda (n=4)
blaoxa-23, %20’sinde (n=2) blaoxa-24 geni saptanmugtir (Tablo 11).

Tablo 11. D pulsotipi A. baumannii izolatlarinin oksasilinaz genlerinin ve izole edildikleri

kliniklerin dagilimu.

Dizl(’)lllzllii);:‘?l blaoxa2s blaoxaz4 blaoxa-si Klinik Ornekler Klinik
Ab/005 - + + Kan Anestezi
Ab/011 + - + Dren Sivisi Anestezi
Ab/012 - - + Dren Sivist Anestezi
Ab/031 + - + Idrar Kadin Dogum
Ab/032 + - + Derin Trakeal Aspirat Gogius Cerrahisi
Ab/034 - - + Yara ve Piiy Kadm Dogum
Ab/048 - - + Kan Genel Cerrahi
Ab/060 - - + Balgam Uroloji
Ab/061 - + + Yara ve Piiy Geriatri
Ab/080 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi

A. baumannii izolatlarinmn 5°i E pulsotipi iiyesi olarak belirlenmistir. izolatlarin iicii
idrardan izole edilmistir. Ikisinde blaoxa-24 geni saptanirken, iiciinde de blaoxa-23 geni

bulunmustur (Tablo 12).

Tablo 12. E pulsotipi A. baumannii izolatlarinin oksasilinaz genlerinin ve izole edildikleri

kliniklerin dagilima.

EIZl:)lllilli(l:i‘l:l blaoxa.23 blaoxa-2s blaoxa-s1 Klinik ()rnekler Klinik
ADb/010 + - + Kan Anestezi
Ab/024 + - + Yara ve Piiy Kadin Dogum
Ab/030 - + Idrar Genel Cerrahi
Ab/063 - + Idrar Fizik Tedavi
Ab/064 + - + Idrar Nefroloji

Klinik A. baumannii izolatlarina kars1 aktivite gosteren 10 A. baumannii faj1 izole
edilmigtir. Birbirinden farkli oldugu belirlenen dort A. baumannii faj ¢alismaya dahil
edilmistir (Sekil 5). Fajlar, pAb3 1, Ab59, pAb69 ve pAb6S olarak adlandirilmistir. pAb31,
izolatlarin %34.4’tine (n=33), PADb59, %32.3’line (n=31), pAb69, %34.4’line (n=33) ve
(@ADbO6S5 faj1 ise klinik A. baumannii izolatlarmin %35.4’line (n=34) kars1 etkili bulunmustur
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(Tablo 13). MOI degerleri 1 ile 100 PFU/CFU arasinda degismektedir. MOI sekil 6’da
goriildligl lizere, en diisiik diliisyonda en yiiksek titreyi veren MOI degeri, fajin MOI’si
olarak belirlenmistir (Tablo 13, Sekil 6).

; : e — . —
Sekil 5. izole edilen a) pAb31, b) pAb59, ¢) 9Ab65 ve d) pAb69’un plak goriiniimleri.

Fajlarin konak araligin1 belirlemek iizere Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis,
Proteus vulgaris bakterileri kullanilmis ve izole edilen fajlar hi¢birine karsi aktivite

gostermemistir.
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Sekil 6. MOI’si 1 PFU/CFU olarak belirlenen fajin MOI plaklarinin goriiniimii.

Tablo 13. Izole edilen bakteriyofajlarin klinik A. baumannii izolatlarma kars1 etkinlik

yiizdeleri ve MOI degerleri

Bakteriyofajlar Etkinlikleri (%) MOI (PFU/CFU)
@ADb31 344 1
@ADbS9 323 100
@Ab69 344 10
QADb6S 354 10

Fajlarin etkinlik ytizdelerinin pulsotiplere gore dagilimi Tablo 14’de gosterilmigir.

En ¢ok C pulsotipindeki A. baumannii liyelerine kars1 aktivite gosteriren @Ab65, en az A

pulsotipinde etkin bulunmustur.
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Tablo 14. Faj etkinliklerinin pulsotiplere gore dagilimi.

@ADb31 etkinlik @ADbS9 etkinlik @Ab69 etkinlik @Ab6S etkinlik

Pulsotipler n (%) n (%) n (%) n (%)

A (n=16) 5(31.2) 5(31.2) 5(31.2) 3(18.7)
B (n=2) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
C (n=63) 22 (34.9) 21 (33.3) 22 (34.9) 26 (41.3)
D (n=10) 5(50.0) 5 (50.0) 4 (40.0) 4 (40.0)
E (n=5) 1 (20.0) 1 (20.0) 1 (20.0) 1 (20.0)

“One-step growth curve” deneyi ile fajlarin latent periyodu ve patlama boyutu

belirlenmistir. Ab65’nin latent periyodu 5 dk, pAb31 ve pAb69’nin 10 dk, pAb59’nin ise

15 dk olarak bulunmustur. eAb31, pAb59, pAb65 ve pAb69’larinin patlama boyutlari ise
sirastyla, 3500, 1699, 2600 ve 118 PFU/CFU olarak hesaplanmistir. Fajlarin “one-step

growth curve” analizleri sekilde gosterilmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Fajlarin “One-step growth curve” goriintiileri.



Fajlarin 1s1 ve pH stabiliteleri farkli pH ve 1s1 araliklar test edilerek belirlenmistir.
Izole edilen fajlarm higbiri pH 2, 4 ve 12°de iireme gdstermemis ve hepsi de en yiiksek titreyi
pH 8 oldugunda vermistir. 9Ab31, pH 10 oldugunda da iireme gdsterememistir (Sekil 8,
Sekil 9). Fajlarin 1s1 stabiliteleri 10°C’den 70°C’ye karar test edilmistir. Bu 1s1 araliklarinda
biitiin fajlar termal olarak stabil bulunmus ve titrelerinde 6nemli Olciide bir azalma
saptanmamustir. Ab69 harig, biitiin fajlarin en diisiik titresi 70°C’de hesaplanmistir (Sekil
10).

¢Ab31 ¢Ab59
20 14
12
<= 15 =
é E 10
2 z @
a 10 a
S S 6
oo
o 5 §° 4
2
0 0
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
pH Araliklari pH Araliklar
bAb65 $Ab69
20 14
12
e E 10
~ ~
T T ®
a 10 o
S S 6
3 s 34
2
0 0
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
PH Araliklari pH Araliklari

Sekil 8. Farkli pH araliklarinda a) pAb31, b) pAb59, ¢) Ab65 ve d) pAb69’un stabiliteleri.
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Sekil 9. pH 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 degerlerindeki faj plaklarmin besiyerlerinde goriiniimii.
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Sekil 10. Farkli 1s1 araliklarinda a) 9 Ab31, b) pAb59, ¢) pAb6S ve d) pAb69 un stabiliteleri.
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TEM analizi sonucunda, fajlarin hepsinin kuyruklu ve Myoviridae ailesine ait oldugu

belirlenmistir. (Sekil 11).

F———— 100 nm_

Sekil 11. a) pAb31 ve b) pAbS59 ¢) pAb6S ve d) pAb69 tranmisyon elektron mikroskopi

goriintiileri.

Faj DNA’lar1, EcoRYV ile kesildiginde ¢ Ab69 sekiz ayr1 bant vermistir. pAb31, tek
bir bant pAb59 ise ii¢ bant verirken 9 Ab65 DNA’s1 EcoRV kesilememistir. Ab69, HindIII
ve BamHI ile kesildiginde iiger bant gostermistir. @ Ab65, kesildiginde 8 bant, BamHI ile
kesildiginde 1 bant gosteritken @Ab59, @Ab31 HindIl ile kesilememis, BamHI ile
kesildiginde ise 2 bant gostermistir. @AbS59, HindlII ile kesildiginde 2 bant gosterirken
BamHI ile kesildiginde 3 bant gostermistir. (Tablo 15, Sekil 12, Sekil 13)
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Tablo 15. Izole edilen fajlarin restriksiyon profilleri.

Fajlar EcoRYV profili HindIII profili BamHI profili
@Ab69 6 bant + 2 zayif bant 3 bant 3 bant
@Ab31 1 zayif bant kesilmemis 1 bant + 1 zay1f bant
@Ab65 kesilmemis 8 zayif bant 1 bant
@ADb59 2 bant + 1 zayif bant 2 bant 3 bant

kb M e Ab69 eAb31 @ADb65 @ADS9

20.0

10.0
7.0
50
4.0
3.0
2.0

1.5

1.0

0.7
0-s

0.4
03

0.2

Sekil 12. EcoRV restrisiyon enziminin jel elektroforez analizi ve fajlarin restriksiyon

profilleri. *M: 0.1-20 kb DNA marker.
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& M AB6Y A3l @Ab6S QADS M QAb69 pAb3l ADES ©AbS

Sekil 13. Sirasyla, HindIIl ve BamHI restriksiyon enzimleriyle kesilmis ¢Ab69, ¢Ab31,
@Ab65 ve @Ab59’un restriksiyon profilleri. *M: 0.1-20 kb DNA marker.

@Ab69'da molekiiler agirligi 180 kDa ila 40 kDa arasinda degisen yaklasik 5 bant
protein tespit edilmistir. @AbS9 ve @Ab31'de 180 kDa ila 35 KDa arasinda degisen
molekiiler agirliga sahip sirasiyla yaklasik 8 ve 10 bant tespit edilmistir. 9 Ab65 i¢in higbir

protein bandina rastlanamamustir (Sekil 14).

kDa M QAb69 PpAbS59 pAb31 QADb65
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Sekil 14. pAb69, pAbS59, pADb31 ve pAb65’in SDS-Page analizi.
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5. TARTISMA

CID bakteri suslarinin diinya genelinde hizli artis1 ve antibiyotik tedavisinin bu
izolatlar i¢in yetersiz kalmasi alternatif terapi ihtiyaglarini giindeme getirmistir. Antibiyotik
diren¢ mekanizmalari tagiyan bakteriler, 6zellikle klinik ortamlar gibi kendileri i¢in 6zellikle
yararl oldugu habitatlarda se¢ici bir avantaja sahiptir. Yaygin firsatci patojenler, ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii,
Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter tiirleri) grubunda toplanir. ESKAPE grubu
mikroorganizmalar, dogal ¢evre ile insan mikrobiyomumuz arasinda gidip gelirler ve biiytik
tehdit olustururlar ciinkii plazmidler, lizojenik fajlar ve transpozonlar gibi mobil genetik
elementleri tasirlar [87]. Diinya genelinde oOnemli bir nozokomiyal ajan olan
A. baumannii’'nin de CID suslar1 her gegen giin hizla rapor edilmektedir. Intrinsik ve
kazanilmis antibiyotik direncli, ¢ok ilaca ve her ilaca (pandrug) direncli A. baumannii
klonlar1 hastane ortamlarindan siklikla izole edilebilmektedir. A. baumannii’nin,
aminoglikozidler, sefalosporinler, karbapenemler, tigesiklin ve kolistin gibi bircok
antibiyotige kars1 direnc gelistirdigi bilinmektedir. Bu yiiksek diren¢ oranlarmin temel
sebebleri B-laktamazlarin varligi, diisikk dis membran gecirgenligi ve yiiksek aktiviteli atim
pompalar1 olarak sayilabilir ve bu mekanizmalarla bir¢ok antibiyotige karsi intrinsik direng
gosterirler [88]. A. baumannii intrinsik olarak AmpC-tipi sefalosporinaz iiretmektedir ve
blaampc genin yakininda bulunan ISAbal sekansinin insersiyonu, ekspresyonu arttirarak
genis spektrumlu sefalosporinlere karsi direng gelistirmesine sebep olmaktadir [89].
Kromozomal olarak kodlanan blaoxa-s1 geni de A. baumannii izolatlarmin karbapenemlere
olan duyarliligini etkilemektedir. Ayrica, A. baumannii tibbi cihazlar da dahil olmak tizere
kat1 yiizeylerde biyofilm olusturmaya egilimlidir. Bu nedenle, A. baumannii sadece tedavi
edilmesi zor olan bir ajan degil, ayn1 zamanda da hastane ortamindan eradike edilmesi
gittikge zorlasan bir patojendir.

A. baumannii’de karbapenem direncinin gelismesi i¢in baskin iki mekanizma
bulunmaktadir ve bunlar iki B-laktamaz alt grubunun iiretilmesidir: karbapenem hidrolize
eden simif D B-laktamazlar, blaoxa-s1, blaoxa-23, blaoxa-ss ve blaoxa-24, ve MBL'lardir [90].
Kromozomal olarak kodlanan blaoxa-si geni biitiin izolatlarda (%100) saptanmustir.
Brezilya’da dort hastanenin katildigi bir ¢alismada blaoxa-23 geni i¢in daha diisiik bir
goreceli prevalans bildirilmis olsa da, calismamizda blaoxa-si1 genini %70 oranla blaoxa-23

geni takip etmistir [91]. Izolatlarin 12’sinde (%12.5) sadece blaoxa-s1 geni bulunmustur.
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blaoxa-si geni dahil edilmediginde, izolatlarin 71’inde sadece blaoxa-23 geni, 2’sinde ise
blaoxa-23 ve blaoxa-24 beraber saptanmistir. Benzer olarak Wang ve ark.’nin 2018 yilinda
yaptiklar1 bir ¢alismada da KDAB izolatlarinin hepsinde blaoxa-s1 geni bulunurken,
blaoxa-ss genine rastlanmamistir. Benzer bir sekilde izolatlarin sadece %7.81’inin yalnizca
blaoxa-s1 tasidig1 bildirilmis ve en yiiksek prevalansin blaoxa-23 geni ile blaoxa-s1 geninin
kombinasyonu oldugu belirtilmistir [92]. Calismamizda blaoxa-23 geni ikinci en yaygin
karbapenemaz geni olarak saptanmistir ve KDAB izolatlar1 arasindaki prevalansi Tiirkiye’de
2016 yilinda bildirilen rapora gore daha yiiksektir. Raporda, blaoxa-23 geninin izolatlarin
%32’sinde saptandig1 bildirilmistir [93]. Dolayisiyla verilerimiz, Tiirkiye’de KDAB
izolatlar1 arasinda blaoxa-23 geninin prevalansinin arttigini gostermektedir. Bulgularimizla
uyumlu olarak, Italya'dan bir rapor, blaoxa-23 geninin %81.7 ile en yaygm karbapenemaz
oldugunu gostermistir [94]. Klinik A. baumannii izolatlarinin %12.5’inde (n=12) blaoxa-24
geni saptanmistir. 2017 yilinda lilkemizde yaymlanan ve 76 A. baumannii izolatinin dahil
edildigi calismada ise blaoxa-24 genine rastlanmamistir [95]. Benzer bir sekilde, tilkemizde
yogun bakimda yatan hastalardan izole edilen 61 A. baumannii izolatinda da blaoxa-24 geni
saptanmamustir [76]. Bulgularimiz, iilkemizde blaoxa-24 prevelansinda bir artis oldugunu
gostermektedir.

KDAB enfeksiyonlar1 diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi sorunudur ve polimiksin
B ve E (kolistin) gibi eski antibiyotiklerin kullanilmasini gerektirir. Son zamanlarda KDAB
tilkemiz hastanelerinde endemik bir patojen haline gelmis ve kolistinin yaygm kullanimi,
kolistin direncinin ortaya ¢ikmasiyla sonuglanmustir [96]. Kolistin, CID A. baumannii
kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi icin son c¢are seceneklerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Ancak kolistin direngli izolatlarin diinya c¢apinda bildirilmeye baglanmasi
endise yaratmaktadir. Karbapenem direncli 96 klinik A. baumannii izolatinin dahil edildigi
calismamizda, 20 (%?20.8) izolatin kolistine direncgli oldugu bulunmustur. Kolistin direncli
suslarm MIK degerleri 4 mg/L ila 128 mg/L arasinda saptanmustir. 2008-2011 yillari
arasinda Ankara Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi yogun bakim tinitelerinde yatan 229
hastanin dahil edildigi calismada, 4 hastada (%1.7) kolistin direncine rastlanmistir [97].
Calismamiz, kolistin diren¢li A. baumannii izolatlarinin Tiirkiye’de prevalansinin artista
oldugunu gostermektedir. Kolistin direngli 20 izolatin hepsinde blaoxa-s1 geni, 15’inde
(%75.0) blaoxa-23 geni, 2’sinde (%9.5) blaoxa-24 geni bulunmaktadir. Kolistin direncli
izolatlarin %35’inin (n=7/20) anestezi, %10 nunun (n=2/20) ndrosirurji kliniginden izole

edilmistir.
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Salginlarin takibi ve degerlendirilmesi i¢in izolatlarin arasindaki genetik iliskiyi
belirlemek ve bir susu ilgili klonal soy ile iliskilendirmek onemlidir. Bu nedenle ¢esitli
molekiiler tiplendirme teknikleri gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda ayrim giicii,
tekrarlanabilirligi ve duyarliligi nedeniyle PFGE altin standart olarak kabul edilmektedir
[98]. PFGE, siklikla hastane salginlarmin paternini ve hastaneler i¢inde ve arasinda
patojenlerin prevalansimi belirlemek igin kullanilmaktadir. Baskent Universitesi Ankara
Hastanesinde tedavi goren hastalardan izole edilen karbapenem direngli 96 A. baumannii
izolat1 arasindaki molekiiler iligkiyi gdstermek lizere PFGE uygulanmistir. PFGE, klinik A.
baumannii izolatlarinin biri major (C pulsotipi, n=63, %65.6), ikisi orta (A ve D pulsotipleri,
strastyla, n=16 ve n=10, %16.7 ve %10.4) olmak iizere toplamda 5 farkli pulsotipte (A, B,
C, D, E) oldugunu gostermistir. Karbapenemazlarin dagilimimin pulsotiplere gore farklilik
gosterdigi belirlenmistir. A pulsotipinde izolatlarin %18.7°si blaoxa-24 genini tagirken C
pulsotipinde blaoxa-24 geni, izolatlarin %7.9’unda saptanmistir. Hastaneden izole edilen A.
baumannii izolatlarinin farkl klonal tiplerde oldugunu klonal cesitliligi gdstermektedir.
Klonal ¢esitlilik, izole edilen 6rneklerin farkli kliniklerden alinan 6rnekler olmasiyla da
iligkilidir. Calismamizda, baslica kan, idrar ve derin trakeal aspirat orneklerinden izole
edilen KDAB izolatlar1 bulunmakla birlikte 6rnekler toplamda 10 farkli klinik 6rnek
tiriinden toplanmistir. Bununla beraber, izolatlar, %42.7’si (n=41/96) anestezi, %7.3’1
(n=7/96) genel cerrahi ve %6.2’s1 (n=6/96) kadin dogum kliniginden olmak iizere toplamda
21 farkli klinikten izole edilmistir. A. baumannii izolatlarinda klonal ¢esitliligin fazla olmasi,
antibiyotik direncinin yaygin olmasi ve bilhassa yogun bakim iinitelerinde yatan hastalar
icin tedavi seceneklerinin neredeyse tiikkenmis olmasi alternatif tedavi segeneklerine
yonelmeyi gerektirmektedir. Bu baglamda, spesifik olarak bakterileri enfekte eden fajlar, bu
patojenler icin alternatif bir terapotik ajandir.

Bakteriyofajlar, antibiyotiklere direncli bakterilerin tedavisi i¢in umut verici bir
secenektir. Direngli bakterilerin reseptor baglanma bdlgesine bir fajin baglanmasi, reseptor
ekspresyonunun degismesine veya regiilasyonunun durdurmasina sebep olur, boylece
bakteriler faj enfeksiyonundan kagabilir [99]. Faj saldiris1 sonucu bakteriler kaginilmaz
olarak bu terapotik ajana karsi direng gelistirmek icin evrimlesir. Evrimlesen bakterinin,
atim pompasi aktivitesini degistirdigi ve boylece antibiyotiklere karsi tekrar duyarl hale
geldigi bildirilmistir [100]. Fajlar, sadece antibiyotik direngli bakterilerle savasta degil ayni
zamanda antibiyotikle beraber kullaniminda da uygulanacak antibiyotigin dozunu diisiirmek
icin kullanilabilecek bir secenektir. Polisakkaritler bakterilerin biiytime ve fizyoloji gibi yap1

ve fonksiyonlarinda onemli roller oynamaktadir. Cogu bakterilerde kalin makromolekiiler

43



polisakkarit tabakalar1 bulunabilmektedir. Bu polisakkaritler bakteri patogenezinde,
biyofilm olusumunda ve bakterilerin 6ldiirme ve fagositoza karsi korunmasinda rol
oynamaktadirlar. Bakteriyofajlarin bakterisidal aktivitesi biiylik O6l¢iide endolizinler,
lizozimler ve bazi polisakkarit depolimerazlar gibi hidrolitik enzim o6zelliklerine
dayanmaktadir [101]. Bakteriyel polisakkaritlerin parcalanmasinda bakteriyofaj
depolimerazlar1 rol oynamaktadir. Bakteriyofajlarin bu polisakkarit depolimeraz aktivitesi,
plak disinda "halo" olarak adlandirilan dairesel bir boga gozii olusturmasi ile karakterizedir.
Faj polisakkarit depolimerazlar1 bakterilerin biyofilm tabakasini degrade edebilmektedir ve
bu sayede de antibiyotiklerin hiicre igine iletimini kolaylastirmaktadir [102, 103].
Dolayistyla, fajlarin antibiyotiklerle beraber kullanimi, antibiyotik dozunu disiirdiigli gibi
bakterilerin antibiyotiklere kars1 tekrar duyarl hale gelmesini de saglamaktadir.

Calismamizda dort A. baumannii faji gesitli su kaynaklarindan izole edilip
karakterize edilmistir. Fajlarin etkinlik spektrumlar1 spot test ile belirlenmis ve @ADb31,
izolatlarin %34.4’line (n=33), pADbS59, %32.3’iline (n=31), PAb69, %34.4’line (n=33) ve
@ADbO6S faji ise klinik A. baumannii izolatlarinin %35.4’line (n=34) karsi etkili bulunmustur
(Tablo 13). Fajlarin olusturdugu litik zonlar, tam liziz, yar liziz ve opak liziz zon olarak
belirlenmistir. Tam litik zonda fajin damlatildigi boélgede bakteri iiremesi tamamen
baskilanirken, opak zonda, zonun igerisindeki bakterilerin tamamu lizize ugramamustir. izole
edilen fajlarin aktivitelerinin pulsotiplere gore degisiklik gosterdigi saptanmistir; @Ab6S,
baskin olarak C pulsotipine etki ederken A pulsotipindeki etkinligi diger fajlara kiyasla
diisiik bulunmustur. Benzer sekilde, A pulsotipinde %31.2 etkilinlik gdsteren g Ab31, pAb59
ve Ab69 fajlarmin C pulsotipindeki etkinligi ¢ Ab65’e kiyasla diisiik bulunmustur.

Fajlarin alternatif bir ajan olarak kullanilmasi ve faj tedavisinin etkin olabilmesi i¢gin
faj farmokokinetiginin anlagilmasi gereklidir. Fajlarin, MOI’lerinin, yasam egrilerinin, 1s1
ve pH stabilitelerinin belirlenmesi terapotik amacghi faj uygulanabilirligini belirleyen
faktorlerden bazilaridir.

MOI, fajin herbir bakteriye olan orani olarak tanimlanmaktadir. Faj tedavisi igin,
tedavi siiresince gereken faj yogunlugunu belirlemek Onemlidir. Ancak enfeksiyon
doneminde fajlarin titreleri degisebilmektedir ve uygulanmasi gereken faj yogunlugunun
belirlenmesi zorlagsmaktadir. Calismamizda, izole edilem fajlarin MOI’lerinin, 1 ila 100
PFU/CFU arasinda degistigi belirlenmistir. pAb69 ve ¢Ab65'in MOI'sinin 10 PFU/CFU
oldugu bulunmustur. MOI’nin 10 oldugu durumda her bakteri hiicresinin en az bir faj
tarafindan baglanma ve enfekte olma sansinin %99.9'dan fazla oldugu bildirilmistir [104].

MOTI'nin 10 oldugu durumda bakteri canliliginda 10.000 kattan fazla azalma olmasi
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beklenmektedir. Buna karsilik MOI'nin 1 oldugunda ise bakterilerin %37'sinin hayatta
kalmasinin beklenecegi belirtilmistir [105]. A. baumannii pndmonisi {lizerine yapilan bir
arastirmada, bakteriyel enfeksiyondan sonra, fare gruplarinin, MOI 10 oraninda faj ile tedavi
edildiginde hepsinin, MOI 1 oraninda faj ile tedavi edildiginde ise %50’sinin hayatta kaldig1
gosterilmistir [106].

Bakteriyofajlarin “One-step growth” egrisi, duyarli bakterilere fajlarin adsorpsiyonu,
bakteri igindeki fajlarin latent periyodu ve fajlarin salmmimi (patlama) olmak iizere ii¢
asamaya ayrilir [107]. Tek bir bakterinin birgok faj ile enfekte olabilecegi bilinmektedir.
Calismamizda fajlarin patlama boyutunun 118 PFU/CFU ila 3500 PFU/CFU arasinda
degistigi belirlenmstir. Fajlarin latent periyodlart ise 5 dk ile 15 dk arasinda degismektedir.
Kisa bir latent donem ve yiikksek patlama boyutu, fajlarin replikasyon etkinligini
gostermektedir (Sekil 7) [108].

Bakteriyofajlar genellikle aside duyarl olarak kabul edilirler, ancak fajlarin asiditeye
verdikleri tepki biiyiik farkliliklar gdsterebilir. Neredeyse notr bir pH ortamina bile duyarl
fajlar bulunabilirken ¢ok diisiik pH’lara direng gosterebilen fajlarin varligi da bilinmektedir.
Genellikle, pH 5 ila 8 araliginda stabil olduklar1 bildirilen fajlarin genis pH araliklarini tolere
etme yetenegi, oral yoldan uygulama i¢in uygun olabileceklerini gdstermektedir [ 109, 110].
@Ab31’in farkli pH degerlerine duyarliligi diger izole edilen fajlardan daha fazla
bulunmustur. @Ab31, pH 2, 4, 10 ve 12 seviyelerine duyarli bulunmus ve bu degerlerde
plaklarda faja rastlanmamigstir. Ab31 digindaki fajlarin pH 10 oldugunda son derece stabil
ve faj titrelerinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Izole edilen biitiin fajlarin en yiiksek titresine
pH degeri 8 oldugunda ulagilmistir (Sekil 8).

Is1, fajlarin hayatta kalmasi i¢in en onemli faktorlerden biridir. Fajlarin hiicreye
baglanmasi, penetrasyonu, ¢ogalmasi ve latent periyodunun uzunlugunda temel bir rol
oynadigi bilinmektedir [111]. Yiiksek sicakligin niikleik asit ve protein denatiirasyonu
nedeniyle fajlar1 inaktive ettigi bildirilmistir. Yamaki ve ark. [112], izole ettikleri fajin
titresinin, 60°C'de 60 dakikalik inkiibasyondan sonra 3.5 log PFU mL! azaldigini
gbzlemlemistir. Calismamizda da Ab31 ve pAb59 titrelerinde 60°C’ye maruziyetten sonra
sirasiyla, 3.68 ve 4.63 log PFU mL! diisiis oldugu belirlenmistir. pAb69 ve @Ab65
titrelerinde 6nemli bir logaritmik diislis saptanmamuistir. Ab31, @Ab59 ve @AD6S titreleri
70°C’ye maruz kaldiklarinda, 6nemli 6l¢iide diismiis @Ab69 ise bu sicaklikta dahi stabil
bulunmustur. Genel olarak izole edilen dort fajin da, 10°C ile 70°C arasinda stabil olduklar1
belirlenmistir (Sekil 10).
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Bakteriyofajlarin ¢esitliligi, elektron mikroskobu kullanilarak morfolojik olarak veya
konak araligi, boyutu, plaklarin morfolojisi, farkli sicakliklar ve pH araligindaki stabilitesi
gibi fajlarin biyolojik 6zelliklerinden yararlanilarak analiz edilmektedir. Bunlara ek olarak,
fajlarin ¢esitliligini incelemek i¢in faj genomlarinin niikleotid dizilerinin in silico analizleri,
genlerin PCR ile tanimlanmasi, restriksiyon enzim analizi, tam genom dizi analizi, PFGE
gibi ¢esitli molekiiler yontemlerden de yararlanilmaktadir.

Elektron mikroskobu goriintiileri, faj ailelerinin taninmasi ve olusturulmasi ic¢in
temel saglamis olmakla birlikte yeni kesfedilen fajlarin siniflandirilmas: icin de onemli
kriterlerden biridir [113]. Izole edilen biitiin fajlar Myoviridae ailesi iiyesi olarak
belirlenmistir. Myoviridae ailesinde bas yapist diger kuyruklu fajlara gore daha biiyiiktiir
[114]. eADb31, @AbS59 ve @Ab69’un kuyruk boylar1 yaklasik 100 nm, ¢ Ab65’in ise 75 nm
olarak belirlenmistir. pAb59 ve pAb31’in bas yapisi 50 nm, pAb65 ve pAb69’un 75 nm’dir.

Fajlarin konak araligini belirlemek iizere Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis,
Proteus vulgaris bakterileri kullanilmis ve izole edilen fajlar hicbirine karsi aktivite
gostermemistir.

Restriksiyon analizi ve proteom analizi, ¢esitli fajlar1 karakterize etmek ve ayirt
etmek icin degerli bir yontemdir. Fajlarin viral DNA'st EcoRV, HindIlll ve BamHI
restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilmistir. Restriksiyon profilleri, dort fajin hepsinin
biribirinden farkli oldugunu gostermis ve BamHI, ¢ Ab59 ve pAb31 fajlarini ek bir bélgeden
daha keserek EcoRV ve HindIlI’den farkli bir restriksiyon profili vermistir. EcoRV
enziminin tanidig1 kisa dizi @Ab65’te yoktur. Ancak HindIll ve BamHI, ¢pAb65 viral
DNA'smm1 kesebilmistir. Proteom analizi, fajlarin birbirinden farkli protein bantlarini

gostermis ve fajlar1 birbirinden ayirmastir.
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6. SONUC VE ONERILER

Karbapenem direncli 96 klinik A. baumannii izolatinin dahil edildigi ve bu izolatlarin
klonal iligkisi ve oksasilinaz genlerinin dagiliminin arastirildigi calismamizda bu izolatlara
kars1 aktivite gosteren dort faj, lilkemizdeki c¢esitli su kaynaklarindan izole edilmistir.
Intrinsik olarak kodlanan blaoxa-s1 geninin biitiin izolatlarda bulundugu saptanmigtir. Buna
ek olarak blaoxa-23 ve blaoxa-24 genlerinin prevalansinin da lilkemizde artista oldugu
kanisina varilmstir. izolatlarm 20’sinin (%20.8) kolistin direncli suslar oldugu belirlenmis
ve tllkemizdeki kolistin direngli suslardaki artis dikkat c¢ekmistir. A. baumannii
izolatlarindaki yiiksek klonal ¢esitlilik, artan antibiyotik direnci ve tedavi segceneklerinin her
gecen giin daralmasi, alternatif bir terapotik ajan ihtiyacini glindeme getirmistir. Bu
baglamda, oOkaryot hiicrelere zararsiz ve spesifik olarak bakterileri enfekte eden
bakteriyofajlarin, bu patojenlere karsi umut verici bir alternatif oldugu diistiniilmektedir.

Calismamizda izole edilen fajlarin, klinik A. baumannii izolatlarina kars1 etkinligi
%32.3 ila %35.4 arasinda bulunmustur. Proteom analizi ve restriksiyon profilleri ile izole
edilen fajlarin birbirlerinden farkli olduklar1 belirlenmistir. TEM ile morfolojileri belirlenen
fajlarin, alternatif bir ajan olarak kullanilabilmesi ve faj tedavisinin etkin olabilmesi i¢in faj
farmokinetigi arastirilmistir. Bu baglamda, fajlarin MOJI’leri, yasam egrileri, 1s1 ve pH
stabiliteleri terapotik amacgl kullanima uygunluklarini test etmek iizere belirlenmistir.

Bu ¢alismada izole edilen fajlar, kisa latent periyodu, yiiksek patlama boyutu ve ¢ok
cesitli pH ve sicakliklari tolere etme konusunda tistiin 6zellikler gdstermistir. Genis bir pH
ve sicaklik aralifina tolerans, fajlarin antibiyotiklere alternatif olarak kullanilabilmesi i¢in
onemlidir. Bu nedenle, faj tedavisi ile maksimum etkinlik elde etmek i¢in fajlarin 1s1 ve pH
stabilitesini, yliksek litik aktivitelerini, kisa latent periyodlarini, yiiksek patlama boyutlarini
ve her bir bakteriyel ajana 6zgii MOI'lerini gdstermek dnemlidir. Bu ¢aligmada izole edilen
fajlar, olasi uygulamalar i¢in umut verici adaylardir. Gelecekte, litik aktivite spektrumlarini
arttirmak ve bakterilerin fajlara diren¢ kazanmasin1 Onlemek icin faj kokteyli
preparasyonlar1 hazirlanmalidir. Bunun i¢in daha fazla fajin izole edilip karakterize edilmesi
gerekmektedir. Fajlarin genetik c¢esitliligi ¢ok yiiksektir. Gelecekte, izole edilen faj
genomlarmin dizilenmesi ile biyoteknolojik ve tibbi araclar olarak potansiyel kullanimlar1
olan yeni faj proteinleri tespit edilebilir ve viral enfeksiyon sirasinda fajlar tarafindan

kullanilan biyolojik mekanizmalarin ¢esitliligi hakkinda bilgi sahibi olunabilecektir.
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