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OZET

LIiTIK BAKTERIYOFAJLARIN iZOLASYONU KARAKTERIZASYONU VE COKLU
ILAC DIRENCLi PSEUDOMONAS AERUGINOSA'YA KARSI
CESITLI ANTIMIKROBIYAL AJANLARLA SINERJIK ETKILESIMININ
IN VITRO ARASTIRILMASI

Coklu ilag direncgli Pseudomonas aeruginosa, artan tedavi zorluklari nedeniyle kritik bir
halk sagligi sorunudur. Bu ¢aligmada, Balikesir bolgesindeki atik sulardan izole edilen iki litik
bakteriyofaj (BAUNPA1 ve BAUNPA3), farkli antibiyotikler [kolistin (COL), siprofloksasin
(CIP), meropenem (MEM), tobramisin (TOB)] ve antimikrobiyal peptitler [murepavadin (MUR),
peksiganan (PEX)] ile kombinasyon halinde in vitro olarak degerlendirilmistir. Fajlar morfolojik
(TEM) ve genetik (RFLP) analizlerle karakterize edilmistir. Her iki fajin biyolojik 6zellikleri
degerlendirilmis 30 dk lik latent donem, optimum MOI degeri 10, pH 6—8 araliginda ve 50 °C’ye
kadar stabilite ile birlikte, BAUNPA1 icin yaklasik 189 ve BAUNPA3 i¢in yaklasik 43 gibi
patlama boyutu degerleri saptanmistir. Konak aralig1 analizinde BAUNPA1 %34, BAUNPA3 %60
oraninda lizis gostermistir. Klinik 6rneklerden soyutlanan elli P. aeruginosa izolatina karsi,
kolistin ve murepavadin, en diisiik MiKso/MiKgy (0.5/1 pg/mL) degerleriyle en etkili ajanlar
olmustur.

Faj-antimikrobiyal madde kombinasyonlari, se¢ilmis bes klinik izolat lizerinde modifiye
cift tabakal1 agar (disk difiizyon, alt agar ve yumusak agara sub-MIK antibiyotik/peptid eklenmesi)
ve dama tahtas1 yontemleriyle, eszamanli ve ardisik uygulama modelleriyle test edilmistir. Disk
difiizyon ydntemi, plak boyutunda sinirl bir artis saglarken; alt veya yumusak agara sub-MIK
antibiyotik/peptid eklenmesiyle plak sayisi ve boyutunda anlamli artislar gozlemlenmistir. Alt
agara sub-MIK antibiyotik/peptid eklenmesi plak boyutunu artirmada daha etkili olurken;
yumusak agara sub-MIK antibiyotik/peptid eklenmesi ise plak sayisinda daha fazla artisa neden
olmustur. Plak boyutunda en belirgin artis MEM ile saglanirken, plak sayisinda artisa neden olan
antibiyotikler MEM, COL ve CIP olmustur. Dama tahtas1 yonteminde eszamanli uygulamalarda
CIP, COL ve MEM ile genellikle sinerjik etkilesim gozlenirken, ardisik modelde (faj-once)
antibiyotiklerin yan1 sira MUR ve PEX ile de sinerjik etkilesim gozlenmistir (FIKi < 0.5).

Bu tez, litik fajlarmm klinik kullamimdaki antibiyotikler ve antimikrobiyal peptitlerle
kombinasyonlarinin farkli in vitro modellerde karsilagtirmali analizini sunarak, direngli P,
aeruginosa enfeksiyonlarinda yeni tedavi stratejileri gelistirilmesine katki saglamaktadir.

Anahtar kelimeler: Bakteriyofaj, antibiyotik, antimikrobiyal peptid, Pseudomonas aeruginosa,
sinerji



ABSTRACT

ISOLATION CHARACTERIZATION OF LYTIC BACTERIOPHAGES AND
IN VITRO INVESTIGATION OF THEIR SYNERGISTIC INTERACTION WITH
VARIOUS ANTIMICROBIAL AGENTS AGAINST
MULTIDRUG-RESISTANT PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa is a critical public health concern due to
increasing treatment challenges. In this study, two lytic bacteriophages (BAUNPAI1 and
BAUNPA3) isolated from wastewater in the Balikesir region were evaluated in vitro in
combination with various antibiotics [colistin (COL), ciprofloxacin (CIP), meropenem (MEM),
tobramycin (TOB)] and antimicrobial peptides [murepavadin (MUR), pexiganan (PEX)]. The
phages were characterized morphologically (TEM) and genetically (RFLP). Biological properties
of both phages were assessed, revealing a 30-minute latent period, an optimal MOI value of 10,
stability between pH 6—8 and up to 50 °C, and burst sizes of approximately 189 for BAUNPAI1
and 43 for BAUNPA3. In host range analysis, BAUNPA1 and BAUNPA3 showed lysis rates of
34% and 60%, respectively. Among fifty P. aeruginosa isolates obtained from clinical samples,
COL and MUR were the most effective agents with the lowest MICso/MICoo values (0.5/1 pg/mL).

Phage—antimicrobial agent combinations were tested on five selected clinical isolates
using modified double-layer agar methods (disk diffusion, incorporation of sub-MIC
antibiotic/peptide into bottom or soft agar) and checkerboard assays under simultaneous and
sequential application models. The disk diffusion method yielded limited increases in plaque size,
whereas the addition of sub-MIC antibiotics/peptides to the bottom or soft agar led to significant
increases in both plaque number and size. Incorporation into bottom agar was more effective in
increasing plaque size, while incorporation into soft agar caused greater increases in plaque
number. The most notable increase in plaque size was observed with MEM, while MEM, COL,
and CIP contributed to increased plaque numbers. In checkerboard assays, simultaneous
application generally resulted in synergistic interactions with CIP, COL, and MEM, whereas in
the sequential model (phage first), synergistic effects were also observed with MUR and PEX
(FICI<0.5).

This thesis presents a comparative analysis of lytic phage combinations with clinically
used antibiotics and antimicrobial peptides across different in vitro models, contributing to the

development of novel therapeutic strategies against resistant P. aeruginosa infections.

Keywords: Bacteriophage, antibiotic, antimicrobial peptide, Pseudomonas aeruginosa, synergy
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1. GIRIS

Coklu ilaca direngli (CID) Pseudomonas aeruginosa, hastane enfeksiyonlarinda
ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde veya
uzun siire hastanede yatan hastalarda yliksek mortaliteyle seyreden enfeksiyonlara yol
acabilmektedir (Appaneal ve ark., 2018; Al-Orphaly ve ark., 2021). Bu Gram-negatif
firsatc1 patojen; nozokomiyal pnOmoni, kan dolasimi enfeksiyonlari, idrar yolu
enfeksiyonlar1 ve yara enfeksiyonlar1 gibi ¢esitli klinik tablolarla iligkilidir. Diisiik dis zar
gecirgenligi, aktif disa atim sistemleri ve ¢ok sayida -laktamaz enzimi iiretimi gibi direng
mekanizmalari, farkl antibiyotik siniflarina kars1 direng gelisimini kolaylastirarak tedavi

segeneklerini ciddi bigimde kisitlamaktadir (Botelho ve ark., 2019; Lorusso ve ark., 2022).

Son yillarda, yaygm ilaglara direngli (YID) P aeruginosa klonlarmin kiiresel
ol¢ekte yayilimi, klinik tedavide 6nemli zorluklara neden olmustur (Del Giacomo ve ark.,
2022; Cosentino ve ark., 2023; Kothari ve ark., 2023). Karbapenemler, aminoglikozitler
ve polimiksinler gibi geleneksel antibiyotiklerin etkinligi smirli kalmakta, hatta
sefalosporin-f-laktamaz inhibitdr kombinasyonlar1 gibi yeni gelistirilen ajanlarda bile
diren¢ sorunlar1 ortaya ¢ikmaktadir (Soltani ve ark., 2024; Gadaime ve ark., 2024; Shah
ve ark., 2025). Bu yiizden, CID P. aeruginosa enfeksiyonlarina karsi alternatif veya
tamamlayici terapdtik stratejilerin gelistirilmesi acil bir gereklilik haline gelmistir (Pang
ve ark., 2019; Chegini ve ark., 2020; Montero ve Horcajada, 2023). Artan antibiyotik
direnci, bakteriyofajlar ve antimikrobiyal peptitler (AMP'ler) gibi biyolojik ajanlara olan
ilgiyi de beraberinde getirmistir (Al-Anany ve ark., 2021; Lusiak-Szelachowska ve ark.,
2022).

Bakteriyofajlar, konak bakterilere 6zgiil olarak baglanarak onlar lizis yoluyla
ortadan kaldiran litik viriislerdir. Bu 6zgiilliik, 6zellikle direncgli bakterilere karsi secici
tedavi avantaj1 saglamaktadir. Preklinik ve klinik veriler, bakteriyofajlarin enfeksiyon

kontroliinde terapotik potansiyelini desteklemektedir (Law ve ark., 2019; Aslam ve ark.,



2020; Holger ve ark., 2021; Manohar ve ark., 2024). Bununla birlikte, litik
bakteriyofajlarin monoterapi olarak kullanimi; dar konak spektrumu, bakteriyel
reseptorlerin degisimiyle gelisebilecek diren¢ mekanizmalar1 ve konak immiin sistemi
tarafindan notralize edilme riski gibi simirlayict faktorlere sahiptir (Zalewska-Piatek,
2023). Bu nedenle, son donemde bakteriyofajlarin antibiyotiklerle kombinasyonuna ve bu
kombinasyonlarin potansiyel sinerjisine yonelik c¢aligmalar artmistir (Nikolich ve

Filippov, 2020).

AMP'ler, genellikle 12—50 amino asitten olusan, pozitif yiiklii ve amfipatik yapida
kiigiik molekiillerdir (van Hoek, 2014). Giinlimiizde 3100°den fazla dogal AMP
tanimlanmis olup, bakterilerden bitkilere, boceklerden omurgalilara kadar bir¢ok canlida
bulunur (Lazzaro ve ark., 2020; Luo ve Song, 2021). Dogal bagisiklik sisteminin 6nemli
efektorleri olan bu peptitler, patojenlere karsi ilk savunma hattinin 6nemli bir bilesenidir
(Diamond ve ark., 2009). Ortak bir yapisal motif tasimamalarina karsin ¢ogu, genis
antimikrobiyal spektruma sahip, kisa, amfipatik ve katyonik 6zellikte olup bakterilere,
mantarlara ve viriislere kars1 etkilidir (Chung ve Khanum, 2017). Okaryotik hiicrelere
kars1 diisiik toksisite, yiiksek 1s1 stabilitesi, ¢oziintirliik, diisiitk molekiiler agirlik ve direng
gelistirmeme gibi avantajlari, AMP’lerin terap6tik kullanim potansiyelini artirmaktadir

(Li ve ark., 2022).

Bakteriyofaj-antibiyotik sinerjisi (PAS), her iki ajanin birlikte kullaniminin
antimikrobiyal etkinligi artirmasi1 ve diren¢ gelisimini baskilamasi olarak tanimlanir
(Comeau ve ark., 2007). PAS etkisi; antibiyotiklerin hiicre duvari gegirgenligini artirarak
bakteriyofajlarin penetrasyonunu kolaylastirmasi, bakteriyofajlarin bakterileri yeniden
antibiyotiklere duyarl hale getirmesi, biyofilmlerin parcalanmasi ve antibiyotik stresinin
bakteriyel savunmalar1 zayiflatmasi gibi mekanizmalarla ortaya ¢ikmaktadir (Santamaria-
Corral ve ark., 2024; Kovacs ve ark., 2024). Bu sinerjik etkinlik yalnizca in vitro diizeyde
kalmamakta; hayvan modellerinde de enfeksiyon yiikiinlin azalmasi, enfeksiyonun
yayllmasmin 6nlenmesi ve hayatta kalma oranlarinda artis gibi olumlu sonuglarla
desteklenmektedir (Nale ve ark., 2015; Rodriguez-Gonzalez ve ark., 2020; Blasco ve ark.,
2020). Bu bulgular, bakteriyofaj-antibiyotik kombinasyonlarinin hem etkinligi



artirabilecegini hem de direng gelisimini engelleyebilecegini gostermektedir (Azam ve

ark., 2024; Gil-Gil ve ark., 2025).

Benzer bi¢imde, bakteriyofaj-AMP kombinasyonlar1 da dikkate deger terapdtik
sonuglar dogurabilir. AMP’lerin bakteriyel zarlar1 destabilize eden etkileri ile
bakteriyofajlarin konak se¢ici lizis yetenekleri sinerjistik ya da tamamlayici bir etkilesim
yaratabilir (Mirski ve ark., 2019; Kim ve ark., 2025; Xu ve ark., 2025). CID P. aeruginosa
suslarima karst murepavadin (MUR) ve pexiganan (PEX) gibi AMP’ler 6n plana
cikmaktadir (Giacometti ve ark., 2005; Gottler ve Ramamoorthy, 2009; Hernandez-Garcia
ve ark., 2024; Wei ve ark., 2024a). Bu AMP’lerin, P. aeruginosa’ya 6zgiil litik fajlarla
kombinasyonu, PAS yaklasimini asan, hedefe yonelik ve sinerjistik bir biyoterapotik

strateji olarak degerlendirilebilir.

Bu calismada, atik su kaynaklarindan izole edilen iki litik P aeruginosa
bakteriyofajinin karakterizasyonuna ek olarak, dort antibiyotik [siprofloksasin (CIP),
kolistin (COL), meropenem (MEM), tobramisin (TOB)] ve iki AMP [MUR, PEX] ile in
vitro sinerjik etkilesimlerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda; modifiye
cift katmanli agar yontemleri (disk difiizyon, alt agara sub-MIK antibiyotik/peptit
eklenmesi, yumusak agara sub-MIK antibiyotik/peptit eklenmesi) ve dama tahtas:
yontemi (eszamanli ve ardistk uygulama) kullanilarak bakteriyofaj-antibiyotik ve
bakteriyofaj-peptit kombinasyonlarinin sinerji potansiyelleri belirlenmistir. S6z konusu
yontemler, terapotik agidan uygun kombinasyonlarin 6n degerlendirilmesi i¢in etkili bir

tarama araci olarak kullanilmaktadir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Pseudomonas aeruginosa

2.1.1. Tarihge

Pseudomonas aeruginosa, Proteobacteria subesinin Gammaproteobacteria
sinifinda, Pseudomonadales takimi ve Pseudomonadaceae ailesinde simiflandirilan
onemli bir bakteriyel patojendir. Cins adi olan Pseudomonas, Yunanca “‘sahte”
anlamindaki pseudo- ve “birim” anlamindaki monas sozciiklerinin birlesiminden
tiiretilmistir. Aeruginosa ise, bu bakterinin karakteristik yesilimsi-mavi pigmentasyonunu
ifade eden Latince aeriigo (bakir pasi) kelimesinden koken almaktadir (Palleroni, 2010).
Bakterinin kesfi, 1882 yilinda Fransiz eczaci Carle Gessard’in yara pansumanlarinda
gozlemledigi mavi-yesil renk degisimini arastirmasiyla baglamistir. Gessard, bu
renklenmenin fenazin tiirevi bir pigment olan piyosiyaninden kaynaklandigini saptamis
ve P. aeruginosa’nin potansiyel patojenligine dair ilk bilimsel verileri ortaya koymustur

(Gessard, 1884).

Alman mikrobiyolog Walter Migula, 1894 yilinda morfolojik 0&zelliklere
dayanarak Pseudomonas cinsini tanimlamis ve P. aeruginosa’y1 bu cinse ait bir tiir olarak
siniflandirmigtir (Palleroni, 1984). Bakterinin sistematigi, 1966 yilinda Stanier ve ark.,
(1966) gerceklestirdigi fizyolojik ve biyokimyasal analizlere dayanan kapsamh
calismayla modern bir temele oturtulmustur. 1984°te DNA-DNA hibridizasyon (DDH) ve
ribozomal RNA temelli molekiiler calismalar, Pseudomonas cinsinin bes ana gruba
ayrildigin1 gostermis; P. aeruginosa’nin bu gruplar igerisinde Gammaproteobacteria ile
uyumlu olan Grup I'te yer aldigi dogrulanmistir (Lomholt ve ark., 2001). Bakterinin
molekiiler diizeyde daha ayrintili anlagilmasini saglayan énemli bir gelisme, 2000 yilinda
referans sus olan PAO1’in tam genom dizisinin yayimlanmasiyla yaganmistir (Stover ve

ark., 2000). Bu calisma, 6.3 Mbp biiyiikliigiinde bir genom ve 5.570 genin varligini ortaya



koymus; 6zellikle viriilans faktorleri ve antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin ¢oziilmesine

biiylik katki saglamistir (Tablo 2.1).

2004 yilinda, uluslararas bir arastirma konsorsiyumu tarafindan CIiD 6zelligi ile
one ¢ikan, VIM tip metallo-B-laktamaz iireten ve hastanelerde yayilim kapasitesi yiiksek
olan ST235 klonu tanimlanmistir (Curran ve ark., 2004). Bu gelismeler dogrultusunda,
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2017 yilinda yayimladig1 “Oncelikli Patojenler Listesi’nde,
karbapenem direngli P. aeruginosa suslarint “kritik oncelikli” patojenler ktegorisine
almistir (Tacconelli ve ark., 2018). DSO’niin antibiyotik direncini kiiresel saglik tehdidi
olarak tanimlayan, acil yeni antibiyotik gelistirme ihtiyacini vurgulayan bu karari, hastane
enfeksiyon kontrol protokollerinin yeniden gozden gecirilmesi gerekliligi acisindan

biiyiik 6nem tagimaktadir (Reig ve ark., 2022).

Tablo 2.1. Pseudomonas aeruginosa'nin kesfinden giiniimiize tarihsel gelisimi.

Yil Aciklama Onemi Referans
1882 ilégzolasyon Ve pryostyanin Patojenin ilk tanimlanmasi Gessard, 1884
1894  Pseudomonas cinsinin tanimi Taksonomik siniflandirma Palleroni, 1984

Nozokomiyal patojen olarak

1969  ilk hastane salgini kaydi Shooter ve ark., 1966

taninma
1977 E;T;ﬁig;%zisw kronik Kronik enfeksiyon paradigmast ~ Hoiby ve ark., 1977
1983 E}l;l?;erﬁzfrle)nem direnci rfjslt(e;lsaiktam direncinde donim Watanabe ve ark., 1991
1999 {lk kolistin direngli sus Son ¢are antibiyotigine direng Li ve ark., 2006
2000 PAOI1 genom sekansi Genomik ¢agin baslangici Stover ve ark., 2000
2004 ST235 pandemik klon tanimi Kiiresel direng yayilimi Curran ve ark., 2004
2016 mer-1 geninin kesfi Kolistin direncinin yatay transferi Liu ve ark., 2016
2017 DSO kritik patojen listesi Kiiresel saglik tehdidi Reig ve ark., 2022

2.1.2. Epidemiyoloji

P aeruginosa, Gram-negatif, firsatg1 bir patojen olarak kiiresel halk saglig

acisindan ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Antibiyotiklere karsi yiiksek diizeyde direng



gelistirme yetenegi, ¢evresel stres kosullarina toleranst ve immiinsiiprese bireylerde
kronik enfeksiyonlara neden olma kapasitesi nedeniyle 6nem kazanmaktadir (Gellatly ve
Hancock, 2013). Toprak, su ve bitki ortiisii gibi ¢esitli cevresel ortamlarda dogal olarak
bulunabilen bu bakteri, hastane kosullarina da kolaylikla adapte olabilmekte; su
sistemleri, tibbi cihazlar ve yiizeylerde kolonize olarak saglik hizmeti iliskili
enfeksiyonlarin 6nde gelen etkenlerinden biri haline gelmektedir (Horcajada ve ark.,

2019; Kizny Gordon ve ark., 2017).

Enfeksiyon riski, Ozellikle yogun bakim {initesi hastalarinda, yanik iinitesi
bireylerinde ve mekanik ventilasyon ya da invaziv tibbi cihazlara maruz kalan hastalarda
belirgin bi¢gimde artmaktadir (Vincent ve ark., 2020). Bagisiklik sistemi baskilanmig
bireyler —O0rnegin, kemoterapi goren kanser hastalari, organ nakli alicilart ve

HIV/AIDS’1i hastalar— daha yiiksek enfeksiyon riski altindadir (Pachori ve ark., 2019).

P. aeruginosa enfeksiyonlarinin prevalansi, bolgesel enfeksiyon kontrol 6nlemleri,
antibiyotiklerin akilct kullanimi1 ve saglik sistemlerinin altyap: diizeyine bagl olarak
degiskenlik gostermektedir. Bakterinin lavabolar, dus basliklar1 ve boru sistemleri gibi
hastane i¢i su kaynaklarinda biyofilm olusturma yetenegi, klasik dezenfeksiyon
islemlerine diren¢ gelisimine katki saglamakta ve tekrarlayan salginlara zemin
hazirlamaktadir (Kotsanas ve ark., 2013; Kos ve ark., 2015). Bulagma yollar1 olduk¢a
cesitli olup hastane kaynakli yayilim, genellikle kontamine ventilatorler, kateterler ve
endoskoplar gibi invaziv tibbi araglar araciligiyla gerceklesirken, el hijyeni eksikligi ve
yetersiz sterilizasyon uygulamalari bulasmay1 kolaylagtirmaktadir (Weiner ve ark., 2016;
Sader ve ark., 2014). Hastane su sistemleri kalic1 enfeksiyon rezervuarlart olustururken,
toplum kaynakli enfeksiyonlar genellikle kontamine yiizme havuzlari, jakuziler veya
sterilize edilmemis kontakt lens soliisyonlariyla iligkilidir (Taudien ve ark., 2023; Walker

ve Moore, 2015).

Klinik spektrum oldukg¢a genistir ve P. aeruginosa, akut ve hayati tehdit eden
enfeksiyonlardan kronik hastaliklara kadar c¢esitli klinik tablolarin etkeni olabilir.
Ozellikle ventilatorle iliskili pndmoni (VAP), yiiksek mortalite oranlariyla dikkat
cekerken (Modi ve Kovacs, 2020), KF hastalarinda kronik akciger enfeksiyonlari,



ilerleyici akciger hasarina yol agmaktadir (Hauser ve ark., 2011; Rossi ve ark., 2021). Kan
dolagimi enfeksiyonlart siklikla fulminan sepsise neden olurken (Kang ve ark., 2011), deri
ve yumusak doku enfeksiyonlar1 ise Ozellikle yanik hastalarinda agir klinik seyir
gostermektedir (Spernovasilis ve ark., 2021). Enfeksiyonlara bagli mortalite oranlar;
enfeksiyonun tipi, konagin bagisiklik durumu ve etkenin antibiyotik duyarliligina gore
degismekle birlikte, VAP ve bakteriyemi gibi ciddi klinik durumlarda bu oran %30-50
arasinda bildirilmektedir (Bassetti ve ark., 2018). Karbapenem direngli P. aeruginosa
(CRPA) suslarinin yayginlagsmasi, tedavi segeneklerini daha da siirlayarak mortalite

riskini artirmaktadir (Jean ve ark., 2022).

Artan antibiyotik direnci, P. aeruginosa’y1 DSO’niin "acil énlem alinmasi gereken
kritik patojenler" listesine tagimistir (Tacconelli ve ark., 2018). Bu bakterinin genetik
plastisitesi, diren¢ genlerinin hizla edinilmesini kolaylastirmakta; biyofilm olusturma
kapasitesi ve ¢evresel kaliciligi ise direngli suslarin yayiliminda 6nemli rol oynamaktadir
(Gheorghita ve ark., 2023). Son yillarda tiim genom dizileme gibi ileri molekiiler
teknikler, 6zellikle saglik hizmeti iligkili salginlarin takibi ve dnlenmesinde etkili birer

arag olarak one ¢ikmaktadir (Hammoudi Halat ve Ayoub Moubareck, 2022).

2.1.3. Patogenez ve Viriilans Faktorleri

P aeruginosa, ¢ok sayida viriilans faktorii ve bu faktorleri yoneten karmagik
diizenleyici aglar sayesinde farkli ¢evresel kosullarda enfeksiyon olusturabilen son derece
adaptif bir patojendir (Tablo 2.2). Immiinsiiprese bireylerde ve KF gibi kronik hastalik
tablolarinda gosterdigi kalicilik, sahip oldugu ¢ok yonlii patogenez stratejilerinin bir

sonucudur (Qin ve ark., 2022).

Bu bakterinin dis zar1, patogenezde dnemli islevler iistlenen yapilar barindirir.
Lipopolisakkarit (LPS), dis zarin temel bileseni olup hiicre biitlinliigiinii korumakla
kalmaz; ayn1 zamanda biyofilm olusumu ve antimikrobiyal peptitlere karsit direng
gelistirme siireglerinde kritik rol oynar (Ramsey ve ark., 2004; Chen ve ark., 2024). Dis
membran vezikiilleri (OMV'ler), yalnizca lipit ve genetik materyal tasimakla kalmaz, ayni

zamanda bazik fosfataz, B-laktamaz, fosfolipaz C ve Cif gibi toksik bilesenleri de igerir



(Kulp ve Kuehn, 2010). Bu yapilar, konak bagisiklik sisteminden kacis, epitel doku
hasarinin indiiklenmesi ve biyofilm mimarisinin desteklenmesi gibi ¢esitli patogenez

mekanizmalarina katki saglar (Bomberger ve ark., 2009).

Tablo 2.2. P. aeruginosa’nin viriilans faktorleri ve patogenezdeki rolleri.

Viriilans Faktorii Islevi Patogenezdeki Rolii Referans
TLR4 9 . .
Lipopolisakkarit aktivasyonu, Bagls.l Klik sistemi uyarim, Moradali ve ark.,
fagositozdan kagzs,
(LPS) kompleman . e 2017
) . biyofilm stabilitesi
direnci

Dis membran
vezikiilleri (OMYV)

Tip III Sekresyon
Sistemi (T3SS)

Tip VI Sekresyon
Sistemi (T6SS)

Ekzotoksin A (ETA)

Piyosiyanin

LasA /LasB
elastazlari

Alkalin proteaz
(AprA)

Fosfolipaz C

Ramnolipidler

Protein, toksin,
sRNA tagmimi

ExoS, ExoT,
ExoU, ExoY
efektérlerinin
iletimi

Bakteriyel ve
konak hedeflere
toksin enjeksiyonu

EF-2'yi ADP-
ribozilasyonla
inhibe eder

Reaktif oksijen
tiirleri (ROS)
iiretimi

Elastin, kollajen,
immiinoglobulin
pargalanmast

Konak
proteinlerinin
pargalanmast

Hiicre zarlarini
pargalama

Hiicre zarlarini ve
biyofilm matrisini
bozma

Toksin iletimi,
bagisiklik baskilama,
biyofilm matiirasyonu

Hiicre iskelet bozulmasi,
apoptoz,

inflamatuvar yanit
modiilasyonu

Mikrobiyal rekabet,
kolonizasyon,
bagisiklik baskilama

Protein sentezini durdurur,
hiicre 6liimiine neden olur

Oksidatif doku hasari,
siliyer disfonksiyon

Doku invazyonu,
epitel bariyer bozulmast

Doku hasari, bagisiklik kagist

Epitel hasari, sitotoksisite

Biyofilm yay1ilimi,
doku invazyonu

Goman ve ark.,
2025

Reuven ve ark.,
2025

Cianfanelli ve ark.,
2016

Michalska ve Wolf,
2015

Lew ve ark.,
2025

Cathcart ve ark.,
2011

Wang ve ark.,
2025

Akinboboye ve ark.,
2025

Abdel-Mawgoud ve ark.,
2010

Viriilansin en 6nemli yapisal araglarindan biri olan Tip III Salgilama Sistemi

(T3SS), bakterinin konak hiicreye toksik efektdr proteinler enjekte etmesini saglayarak

"molekiiler siringa" islevi goriir. Bu sistem aracilifiyla tasinan ExoS, ExoT, ExoU ve
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ExoY gibi efektor proteinler; hiicre iskeletini hedef alarak bozulmaya neden olur veya

fosfolipaz aktivitesiyle hizli hiicre lizisine yol acar (Hauser, 2009; Ullah ve ark., 2023).

Ayrica Tip VI Salgilama Sistemi (T6SS), bakteriler arasi rekabette ve konak hiicre
modifikasyonunda rol oynayan 6nemli bir yap1 olup, P. aeruginosa genomunda ii¢ alt tipte
(H1-T6SS: bakterisidal, H2-T6SS: konak modifikasyonu, H3-T6SS: doku kolonizasyonu)
tanimlanmistir (Hood ve ark., 2010). Hiicre dis1 toksinler de viriilans repertuarinin 6nemli
bilesenlerindendir. Ekzotoksin A (ETA), konak hiicrede protein sentezini inhibe ederek
apoptoz veya nekroz ile sonuglanan hiicre 6liimiine neden olurken; piyosiyanin, oksidatif
stres araciligtyla hiicresel hasar olusturur (Santamarina-Fernandez ve ark., 2025). LasA
ve LasB elastazlari, alkalin proteaz, lipazlar, fosfolipaz C ve ramnolipidler gibi hidrolitik
enzimler ise konak dokunun pargalanmasini kolaylastirarak invazyonu destekler (Jurado-
Martin ve ark., 2021). Ayrica sideroforlar olan piyoverdin ve piyoselin, demir alimini
diizenlemenin yani sira quorum sensing (QS) sistemleri araciligiyla viriilans genlerinin

ekspresyonunu da etkiler (Cox ve Adams, 1985).

Antibiyotik direnci ve viriilans arasinda koprii kuran mekanizmalardan biri de
RND (Resistance-Nodulation-Division) ailesine ait efflux pompa sistemleridir. MexAB-
OprM, MexCD-Opr], MexEF-OprN ve MexXY-OprM gibi sistemler yalnizca
antibiyotiklerin disa atilimimi saglamakla kalmaz, aym1 zamanda QS sinyallerinin ve

viriilans ile iliskili metabolitlerin diizenlenmesinde de gorev alir (Phan ve ark., 2015).

P aeruginosa’nin kronik enfeksiyonlardaki kaliciligi biiyiik olgiide biyofilm
yapisina dayanmaktadir. Biyofilm matriksi; Psl, Pel ve aljinat gibi ekzopolisakkaritler,
hiicre dist DNA (eDNA) ve membran vezikiillerinden olusur (Habib ve ark., 2025).
Biyofilm olusumu, Las, Rhl ve Pgs QS sistemleri ile GacS/GacA, RetS ve LadS gibi iki

bilesenli diizenleyici sistemler tarafindan kontrol edilmektedir (Dupont ve ark., 2025).



2.1.4. Klinik Hastaliklar

P aeruginosa, hem lokalize yiizey enfeksiyonlarina hem de invaziv sistemik
enfeksiyonlara yol acabilen 6nemli bir firsatg1 patojendir. Virililans faktorleri, biyofilm
olusturma kapasitesi ve artan antibiyotik direnci, 6zellikle immiinsiiprese bireylerde ciddi
klinik tablolara neden olmasina zemin hazirlar (Mulcahy ve ark., 2014). Enfeksiyonlarin
klinik manifestasyonu, konagin bagisiklik durumu, enfeksiyonun invazyon derinligi ve

enfekte dokunun 6zelliklerine bagl olarak degiskenlik gosterir.

P. aeruginosa, bir¢ok lokal enfeksiyonda 6zellikle doku hasarinin oldugu ya da
bariyer biitiinliigiiniin bozuldugu durumlarda 6ne ¢ikar. Lokal enfeksiyonlar arasinda en
sik karsilagilanlar; dis kulak yolunun tutuldugu otitis eksterna (6zellikle “yiiziicii kulag:”
olarak bilinen form), kontakt lens kullanimina bagl gelisen akut keratit vakalar1 ve cerrahi
insizyon bdlgelerinde, diyabetik ayak {iilserlerinde veya yanik yaralarinda ortaya ¢ikan
deri ve yumusak doku enfeksiyonlaridir (Trevifio Gonzélez ve ark., 2021; Al-Mujaini ve
ark., 2009; Ghanbarzadeh Corehtash ve ark., 2015). Ayrica, P. aeruginosa, iiriner
kateterlerin uzun siireli kullanimu ile iliskili idrar yolu enfeksiyonlarina da neden olur; bu
enfeksiyonlar siklikla biyofilm olusumu nedeniyle tedaviye direngli ve kronik seyirlidir

(Flores-Mireles ve ark., 2019).

Sistemik enfeksiyonlar ise daha ciddi klinik sonuglara yol agabilmektedir.
Ozellikle VAP, yogun bakim hastalarinda yiiksek mortalite riski tasir (Koulenti ve ark.,
2017). Kan dolasimi enfeksiyonlar1 (bakteriyemi ve sepsis) P. aeruginosa’nin en ciddi
komplikasyonlar:1 arasinda yer almakta olup hizl ilerleyen sistemik inflamatuvar yanita
ve organ yetmezliklerine yol agabilir (Bassetti ve ark., 2018). Nadir olmakla birlikte,
merkezi sinir sistemini etkileyen menenjit ve beyin apsesi gibi enfeksiyonlar, genellikle
travma, cerrahi miidahale veya ventrikiiloperitoneal santlar araciligiyla gelismektedir (van
de Beek ve ark., 2016). Gastrointestinal sistem enfeksiyonlar1 ise ¢ogunlukla immatiir
immiin sisteme sahip yenidoganlarda, 6zellikle de nekrotizan enterokolit gibi hayati tehdit

eden tablolar seklinde goriiliir (Anderson ve ark., 2016).
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2.1.5. Laboratuvar Tanisi

P aeruginosa tanisi; konvansiyonel kiiltiir tekniklerinden immiinolojik testlere,
molekiiler yontemlerden ileri tani1 teknolojilerine kadar genis bir yelpazede
gergeklestirilebilmektedir (Capatina ve ark., 2022). Geleneksel olarak, tani siireci segici
besiyerlerinde yapilan kiiltiirlere dayanir. Ozellikle setrimid agar gibi besiyerlerinde
selektif olarak iireyebilmesi, tanimlamada avantaj saglar. Bu bakteriye 6zgii pigment
iiretimi —piyosiyanin (mavi-yesil) ve piyoeverdin (sari-yesil}— taniy1 destekleyici
onemli fenotipik 6zelliklerdir. Ayrica, oksidaz pozitifligi, 42 °C’de iireyebilme yetenegi
ve karakteristik tiziim benzeri kokusu da tanimlamada ayirt edici fenotipik kriterlerdendir

(Lowbury ve Collins, 1955; Sarkheili ve ark., 2025).

Tanimin dogrulugunu artirmak amaciyla kullanilan otomatize mikrobiyolojik
sistemler (Vitek 2, Phoenix 100), hem hizli tiir tanimlamas1 hem de antibiyotik duyarlilik
testleri acisindan avantaj saglamaktadir. Ancak mukoid fenotip gosteren suslarda bu

sistemlerin sonuglar1 dogrulama gerektirebilir (Juretschko ve ark., 2007).

Immiinolojik yontemler de tani siirecinde destekleyici rol oynamaktadir. Enzim
baglantili immiinosorbent test (ELISA) ve immiinoblotlama gibi teknikler, P
aeruginosa’nin lipopolisakkarit (LPS) yapisi ya da ekzotoksinlerine karsi gelisen 6zgiil
antikorlarin saptanmasinda kullanilir. Ayrica, monoklonal antikor temelli direkt
immiinofloresans testleri, 6zellikle balgam gibi solunum 6rneklerinde hizli ve spesifik tani

saglamaktadir (Lam ve ark., 1989; Mauch ve ark., 2014).

Molekiiler biyolojiye dayali yontemler ise yliksek duyarlilik ve 06zgiillik
diizeyleriyle dikkat ¢cekmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), gercek zamanli PCR
(qPCR), izotermal amplifikasyon (LAMP) ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) gibi
teknikler, hedef gen dizilerinin dogrudan tespitiyle hizli sonu¢ verir. Bu nedenle, gyrB,
oprL ve ecfX gibi korunmusg gen bdlgelerinin amplifikasyonu, %100'e yakin 6zgiilliikle
tan1 koymay1 miimkiin kilmaktadir (Deschaght ve ark., 2011; Mao ve ark., 2015).
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Son yillarda gelisen alternatif yaklagimlar da tani siirecine entegre edilmektedir.
Elektrokimyasal sensorler ile piyosiyanin gibi spesifik metabolitlerin tespiti, hizli ve
kantitatif degerlendirme imkani sunmaktadir (Webster ve ark., 2014). Ayrica, matriks
destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometrisi (MALDI-TOF
MS), yiiksek ozgillik ve hiz avantaji ile tani laboratuvarlarinda yaygin bigimde

kullanilmaya baslanmistir (Kacaniova ve ark., 2019).

2.1.6. Tedavi ve Antibiyotik Direnci

P aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde en uygun yaklasim, her izolatin
antimikrobiyal duyarlilik profilinin belirlenmesine dayali bireysellestirilmis tedavi
stratejileridir. Ozellikle siddetli enfeksiyonlarda, ampirik tedavi olarak antipseudomonal
bir penisilin (6rnegin piperasilin/tazobaktam) ile bir aminoglikozit (TOB/gentamisin
[GEN]) kombinasyonu onerilmektedir (Tamma ve ark., 2022). Seftazidim (SEF) gibi
liciincii kusak sefalosporinler de etkili olabilmekle birlikte, CID veya YID suslara karsi
COL ¢ogunlukla "son ¢are" ajan olarak kullanilmaktadir (Tsuji ve ark., 2019).

P aeruginosa’nin antibiyotik direnci, ¢ok katmanli ve kompleks mekanizmalar
tizerinden gelismektedir (Tablo 2.3). Bu bakterinin dogal direnci, dis zarin diisiik
gecirgenligi, RND ailesine ait efflux pompa sistemleri ve kromozomal kaynaklit AmpC B-
laktamaz iiretimi gibi faktdrlere dayanmaktadir (Morita ve ark., 2012). Ote yandan,
edinilmis diren¢ mekanizmalari, genislemis spektrumlu [-laktamazlar (ESBL’ler),
metallo-B-laktamazlar (VIM, IMP, NDM), DNA giraz ve topoizomeraz IV genlerinde
(gyrA, parC) meydana gelen mutasyonlar ve plazmid kokenli direng genlerinin kazanimi

ile iliskilidir (Pachori ve ark., 2019).

Klinik P. aeruginosa izolatlarinda B-laktam antibiyotiklere karsi direng oranlari
%20-40 arasinda degigsmekte olup; karbapenem direnci ise cografi dagilima bagli olarak
%S5 ile %50 arasinda bildirilmektedir (Hu ve ark., 2020; Zeng ve ark., 2023). Bu yiiksek
direng¢ oranlari, tedavi basarisimt onemli Ol¢lide etkilemekte ve alternatif tedavi

seceneklerini giindeme getirmektedir.
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Tablo 2.3. P. aeruginosa’nin diren¢ mekanizmalari.

Antibiyotik
Smifi

Diren¢ Mekanizmasi

Klinik Etki

Referanslar

B-Laktamlar

1. Zar gecirgenliginin
azalmasi

2. Efflux pompalarinin
asirt ifadesi

3. B-Laktamaz {iretimi

1. Enzimatik

Karbapenem direnci (MEM,
IMP)

Coklu ilag direnci (SEF,
aztreonam)

Genis spektrumlu B-laktam
direnci

Chevalier ve ark.,
2017

Morita ve ark., 2012

Pachori ve ark., 2019

Ramirez ve

Aminoglikozitler modifikasyon GEN, TOB, AMC direnci Tolmasky, 2010
2. Efflux pompalari Pano-aminoglikozit direnci Morita ve ark., 2012
Florokinolonlar L. Hedef bolge CIP, LEV direnci Pachori ve ark., 2019
mutasyonlart
2. Efflux pompalari Coklu ilag direnci Morita ve ark., 2012
Polimiksinler 1. LPS modifikasyonu COL direnci El-Sayed Ahmed ve
ark., 2020
Fosfomisin 1. Hedef enzim FOX direnci Falagas ve ark., 2016
mutasyonu
Yeni Ajanlar 1. B-Laktamaz Yeni B-laktam/B-laktamaz Bassetti ve ark., 2018

varyantlari

inhibitérlerine direng

Seftazidim-avibaktam,  seftolozan-tazobaktam, imipenem-relebaktam  ve
sefiderokol gibi yeni nesil antibakteriyel ajanlar, CID/YID P. aeruginosa suslarma kars
umut vadeden tedavi secenekleri arasinda yer almaktadir (Bassetti ve ark., 2018; Zhanel
ve ark., 2019). Bununla birlikte kolistin gibi antibiyotikler, nefrotoksisite ve ndrotoksisite
gibi 6nemli yan etkilerine ragmen direngli enfeksiyonlarda siklikla kombinasyon

tedavilerinde yer bulabilmektedir.

2.1.7. Korunma ve Kontrol

P. aeruginosa’ya bagl saglik hizmeti iligkili enfeksiyonlarin 6nlenmesinde, etkili
enfeksiyon kontrol onlemleri temel bir gerekliliktir. Bu kapsamda el hijyenine uyum,
hastane enfeksiyonlarinin azaltilmasinda en kritik faktorlerden biri olarak One
cikmaktadir. Alkol bazli el antiseptiklerinin P. aeruginosa'ya kars1 %99.99 oraninda etkili
oldugu gosterilmistir (Kampf, 2018). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan dnerilen *“5
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An” el hijyeni protokoliiniin diizenli olarak uygulanmasi, saglik hizmeti iligkili enfeksiyon

oranlarint %50—60 oraninda azaltabilmektedir (Mathur ve ark., 2022).

Cevresel dekontaminasyonda da etkili dezenfeksiyon stratejileri biiylik 6nem tasir.
9%0.55’lik sodyum hipoklorit soliisyonlari, 6zellikle biyofilm olusturan P. aeruginosa
suslarina karsit en etkili dezenfektanlar arasinda yer almaktadir (Otter ve ark., 2013).
Bunun yani sira, invaziv cihazlarin kullanim siiresinin siirlandirilmasi da enfeksiyon
riskini azaltmak agisindan Onemlidir. Ornegin, ventilatdr devrelerinin 48-72 saat
araliklarla degistirilmesi, VAP insidansin1 %40—45 oraninda diisiirebilmektedir (Lorente

ve ark., 2004).

Direngli suslarin yayilimin1 6nlemek amaciyla uygulanan temas onlemleri ve
kohort izolasyonu da etkili korunma stratejilerindendir. Ozellikle CRPA vakalarinda, bu
onlemler yayilimi %60-70 oraninda azaltabilmektedir (Drees ve ark., 2014). Ayrica, aktif
siirveyans kiiltiirlerinin uygulanmas1 ve antimikrobiyal yonetim programlarinin
entegrasyonu, direng gelisiminin Onlenmesi ve antibiyotiklerin rasyonel kullanimi

acisindan kilit rol oynamaktadir (Harris ve ark., 2016; Baur ve ark., 2017).

2.2. Bakteriyofaj

Bakteriyofajlarin antimikrobiyal tedavi aract olarak kullanimi, bir yiizyili askin
stiredir siiregelen ve donemsel degisim gosteren bir bilimsel evrim siirecine sahiptir. Bu
tarihsel gelisim ii¢ ana dénemde incelenebilir: Tk dénem (1919-1950), bakteriyofajlarin
kesfiyle birlikte klinik uygulamalarda yaygin olarak kullanildig1 ve “Bakteriyofaj Terapisi
I” olarak amilan erken donemdir. Ikinci dénem (1950-2005), antibiyotiklerin
yayginlagsmasiyla bakteriyofajlara olan ilginin azaldigi “karanlik c¢ag” niteligindedir.
Ugiincii ve giincel dénem ise, antibiyotik direncinin kiiresel bir kriz haline gelmesiyle
birlikte bakteriyofajlarin yeniden bilimsel giindeme tasindig1 “Bakteriyofaj Terapisi 11
donemidir (Rimon ve ark., 2022). Bu tarihsel cergeve, bakteriyofajlara yonelik ilginin

bilimsel, politik ve ekonomik faktorlerle nasil sekillendigini anlamada 6nem tagimaktadir.
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2.2.1. Tarihge

Bakteriyofajlara dair ilk gozlemler, 1896’da Hankin’in Hindistan’da koleraya
kars1 etkili, filtrelenebilir ve 1siya duyarli bir ajan tanimlamasiyla baslamistir (Hankin,
1896; Van Helvoort, 1992). 1915’te Twort’un stafilokok kiiltiirlerinde gozlemledigi
lizatlar bu bulgular1 desteklemis, ancak sistematik bir yaklagima doniistiiriilememistir
(Twort, 1936). D’Hérelle’in 1917°de Shigella igeren diski orneklerinde bakterisidal
aktiviteye sahip bir ajan tanimlamasi1 ve bunu “bakteriyofa;” olarak adlandirmasi, modern
bakteriyofaj biliminin temelini olusturmustur (d’Hérelle, 1961; Sulakvelidze ve ark.,

2001).

1920’11 yillardan itibaren bakteriyofajlar ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde klinik
olarak kullanilmaya baslanmig, Hindistan, Brezilya ve Sovyetler Birligi gibi iilkelerde
genis capli uygulamalar yapilmistir (Compton, 1942; Gordillo Altamirano ve Barr, 2019).
Tiflis’teki Eliava Enstitiisi bu alandaki Oncii merkezlerden biri olmustur. Ancak
antibiyotiklerin kesfiyle birlikte Bati’da faj terapisine olan ilgi hizla azalmis, bilimsel
cevrelerde yontem giivenilirligine dair tartismalar ortaya ¢ikmistir (Salmond ve Fineran,
2015). Sovyetler Birligi’'nde ise faj arastirmalari devam etmis, ancak bu caligsmalar

ideolojik dnyargilar nedeniyle Bati'da uzun siire gérmezden gelinmistir.

Bakteriyofajlar yalnizca terapotik degil, ayni zamanda molekiiler biyolojinin
temelini olusturan model sistemler olarak da 6nem kazanmistir. Luria ve Delbriick’lin
fluktuasyon testi, Hershey-Chase deneyleri ve Benzer’in genetik haritalama c¢aligmalari
bakteriyofajlarin  genetik mekanizmalarin  aydinlatilmasindaki roliinii  gOstermistir
(Hershey ve Chase, 1952). Antibiyotik direncinin artisiyla birlikte 1980’lerden itibaren
bakteriyofajlara olan ilgi yeniden canlanmis ve 2006’da FDA’nin ListShield iiriiniinii
onaylamasiyla klinik gegerlilik kazanmaya baglamistir (Carlton ve ark., 2005; Schooley
ve ark., 2017).

Giliniimlizde bakteriyofajlar, biyofilm ¢6ziilmesi, hedefe 06zgii molekiillerin
tasinmast ve CRISPR-Cas sistemlerinin anlagilmasinda da kullanilan biyoteknolojik

araglar olarak degerlendirilmektedir (Lu ve Collins, 2007; Barrangou ve Doudna, 2016).
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Tiim bu gelismeler, bakteriyofajlarin yalnizca antimikrobiyal degil, ayn1 zamanda genetik

ve biyoteknolojik alanlarda da kilit rol oynadigin1 géstermektedir.

2.2.2. Yap1 ve Simiflandirma

Bakteriyofajlarin siniflandirilmasinda ilk yaklagimlar morfolojik ve fenotipik
ozelliklere dayaliyd: (Sekil 2.1). Elektron mikroskopisi ile kapsid ve kuyruk yapilarinin
gozlemlenmesiyle Myoviridae, Siphoviridae ve Podoviridae gibi aileler tanimlanmistir
(Ackermann, 2011). Ancak bu morfolojik smiflamalar, genomik verilerin
yayginlagsmasiyla yetersiz kalmistir. Giiniimiizde, filogenetik temelli ve monofiletik

kriterlere dayanan siniflandirmalar benimsenmektedir (Simmonds ve ark., 2023).

Bas < O —— Kapsid

Y. ——— Sikma Bilezigi
74 N

—» Protein Kilif

Kuyruk

. — Kuyruk Fibrilleri

Bazal Levha

Sivri Uglar

Sekil 2.1. Bakteriyofaj yapisi.

Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi (ICTV), 2022 yilinda gergeklestirdigi
taksonomik revizyonla, 6nceki morfolojik temelli aileleri sistematikten ¢ikarmis ve yerine
genetik temelli Caudoviricetes smifini getirmistir. Yeni siniflandirmada tiir diizeyinde
%95, cins diizeyinde %70 genom benzerligi gerekmektedir (Turner ve ark., 2023). Ayrica

bakteriyofaj tiirleri i¢in binomiyal adlandirma sistemine gec¢ilmistir.

Giincel ICTV verilerine gore 47 aile, 1.199 cins ve 3.601 tiir tanimlanmastir.
Crassvirales takimi altinda yer alan crAss-fajlar gibi bazi faj gruplar, insan

mikrobiyotasinda yaygin bulunmalar1 nedeniyle 6zel olarak simiflandirilmistir (Sekil 2.2).
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Buna karsin “gubaphage” kladi gibi heniiz sisteme entegre edilememis gruplar da

mevcuttur (Turner ve ark., 2023).

Genetik cesitliligin yiiksekligi, yatay gen transferi ve rekombinasyon olaylari,
bakteriyofajlarin taksonomik siniflandirilmasini zorlagtirmaktadir (Casjens ve Hendrix,
2015). Bu nedenle proteomik analizler ve biyoinformatik araglar (VIRIDIC, vContact2
vb.) siniflandirma siirecinde giderek daha fazla kullanilmaktadir (Bin Jang ve ark., 2019;

Moraru ve ark., 2020).

Bakteriyofajlarin Siniflandirniimasi

l l l l l

. Genom Aile Niikleik Asit
Y Y i
api asam Donglisll gy, iiklugn (n:13) (n:53)
. « 200 kpb kuguk » kuyruklu (n:3) + dsDNA (n:39
Basit  Kompleks Lizojenik Litk 7 >200 kpb buyuk « polihedral(n5) .+ sSRNA fn:o)
« "540 kpb dev « filamentli (n:3) + dsRNA (n:4)

» pleomorfik (ni2) o+ +sSRNA (n:6)

SN L 7. 2022’den dnce g \}

2022'den sonra

Sekil 2.2. Bakteriyofajlarin siniflandirilmasi (Segundo-Arizmendi ve ark., 2025).

2.2.3. Yasam Dongiisii

Bakteriyofajlar, bakterileri enfekte ederek ¢ogalan viriislerdir ve yagam dongiileri
litik ve lizojenik olmak tizere iki temel stratejiye ayrilir. Litik dongiide bakteriyofajlar
konak hiicreyi lizis ile pargalayarak yeni viryonlar iiretir. Adsorpsiyon, penetrasyon, gen
ekspresyonu, montaj ve lizis asamalarini igeren bu siireg, terapdtik kullanimda tercih

edilen hizl1 ve 6ldiiriicii etkisiyle dikkat ¢ceker (Clokie ve ark., 2011; Olszak ve ark., 2017).

Lizojenik dongiide ise bakteriyofaj genomu konak DN A’sina entegre olur ve profaj

formunda hiicreyle birlikte pasif sekilde gogalir. Cevresel stres faktorleriyle litik dongiiye
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gecis tetiklenebilir (Howard-Varona ve ark., 2017). Bu siiregte bakteriyofajlar konak
hiicreye antibiyotik direng genleri gibi genetik 6geler de aktarabilir (Keen, 2012).

Baz1 bakteriyofajlar psddolizojenik davranig sergileyerek gecici olarak inaktif
kalabilir ve uygun kosullar saglandiginda ¢ogalmaya devam edebilir (Cenens ve ark.,
2013). Yasam dongiisiine dair bu esneklik, bakteriyofajlarin biyolojik ¢esitliligini ve uyum

kabiliyetini artiran temel 6zelliklerdendir.
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Sekil 2.3. Bakteriyofaj yasam dongiisii.

Bakteriyofajlarin yasam dongiilerine iliskin siire¢ Sekil 2.3’te sematik olarak
sunulmaktadir. Siirecin ilk asamasinda (1), bakteriyofaj partikiilii, konak bakterinin hiicre
ylizeyinde bulunan 06zgilil reseptér molekiillerine yiiksek afinite ile baglanarak
adsorpsiyonu gerceklestirir ve ardindan genetik materyalini hiicre icerisine enjekte eder.
Devam eden asamada (2), bakteriyofaj DNA’s1 sitoplazmada halkasal bir yap1 kazanarak
replikasyon ic¢in uygun konformasyona ulasir ve bu noktada iki olast ¢ogalma
stratejisinden birine yonelir. Litik dongiiye ge¢is halinde (3a), bakteriyofaj genomu konak
hiicrede ¢ogaltilir, yapisal proteinlerin sentezi gerceklestirilir ve bu yap1 taslarinin bir
araya gelmesiyle olgun bakteriyofaj partikiilleri olusturulur. Alternatif olarak (3b),
lizojenik dongiiniin tercih edilmesi durumunda, bakteriyofaj DNA’s1 konak bakterinin
kromozomal DNA’sina entegre olur ve profaj adi verilen latent bir formda hiicre
genomunda stabil bir sekilde varligini stirdiiriir. Litik dongiiniin ilerleyen safhasinda (4a),

bakteriyofaj replikasyonu tamamlandiginda, hiicre i¢inde biriken olgun viryonlar holin ve
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endolizin gibi faj kaynakli lizis proteinlerinin etkisiyle konak hiicrenin par¢alanmasina
neden olur ve yiizlerce yeni bakteriyofaj partikiilii ¢evre ortama salinir. Diger yandan (4b),
lizojenik fazda bulunan ve kromozomal DNA’ya entegre halde varligini siirdiiren profaj,
konak hiicre boliinmeleriyle birlikte nesilden nesile aktarilir ve bu siirecte bakteriyofaj
genomu herhangi bir yapisal partikiil olusturmaksizin replikasyona katilir. Siirecin son
basamaginda (5), konak hiicrenin maruz kaldig1 ¢evresel stres kosullari (6rnegin UV 15111,
oksidatif ajanlar veya antibiyotikler gibi) profajin indiiksiyonunu tetikleyebilir; boylece
bakteriyofaj DNA’s1 konak genomundan eksize edilerek litik dongii yeniden baslatilir ve

aktif faj iretimi tekrar devreye girer.
2.2.4. Bakteriyofaj Terapisi

Antibiyotik direncinin artisiyla birlikte bakteriyofajlar yeniden alternatif tedavi
araci olarak onem kazanmistir (Palma ve Qi, 2024; Kim ve ark., 2025). Giircistan ve
Polonya gibi iilkelerde tarihsel olarak siiregelen bakteriyofaj terapisi, glinlimiizde Bati'da
da yeniden benimsenmeye baslanmistir. Giiniimiizde bakteriyofaj terapisi iki ana strateji
cergevesinde uygulanmaktadir: bireysellestirilmis monofaj uygulamalari ve sabit faj
kokteylleri. Ilki, enfeksiyon etkenine dzel olarak izole edilen bakteriyofajlarin dogrudan
kullanimiyla gerceklestirilirken; ikincisi, tanimli patojen gruplarina karsi gelistirilmis

bakteriyofaj kokteylerinin kullanimiyla uygulanmaktadir (Hatfull ve ark., 2022).

Son yillarda bakteriyofajlarin solunum yolu, yara, ortopedik implant ve iiriner
sistem enfeksiyonlarinda yiiksek basar1 oranlariyla kullanildigi bildirilmistir (Kim ve ark.,
2025, Chang ve ark., 2018; Rimon ve ark., 2023). Klinik kullanim 6ncesi saflagtirma,
endotoksin arindirma, genetik karakterizasyon ve stabilite gibi kalite kontrol adimlari

kritik 6nemdedir (Luong ve ark., 2020).

Bakteriyofajlarin antibiyotiklerle kombinasyonu, sinerjistik etki olusturarak
bakteriyel yiikii azaltabilir ve diren¢ gelisimini engelleyebilir. Bu sinerji, fajlarin
enfeksiyon sonrasi bakteriyel metabolizmay1 degistirmesi ve hiicre duvarinda hedeflerin
aciga cikmasiyla iligkilidir (Kortright ve ark., 2019). Ayrica bakteriyofajlarin disa atim
pompalarint hedeflemesi, bakterilerin antibiyotiklere kars1 duyarliliini artirabilir

(Abedon, 2019).
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Tiim bu avantajlara karsin, klinik uygulamalarda karsilasilan en biiyiik zorluklar
arasinda standart {iretim protokollerinin eksikligi ve ruhsatlandirma siireclerinin
karmagiklig1 yer almaktadir. Yedi randomize kontrollii ¢aligmadan sadece ikisinde anlamli
klinik bagar1 elde edilebilmis olmasi, faj-patojen uyumsuzlugu ve protokol heterojenligi

gibi faktorlerin 6nemini ortaya koymaktadir (Kim ve ark., 2025).

Yapay zeka destekli genom analizleri ve hiicre igermeyen sistemlerle faj {iretimi
gibi yenilik¢i yaklagimlar, bu tedavi stratejisinin daha yaygin ve etkili bigcimde

uygulanmasinin 6niinii agmaktadir (Clokie, 2021).

2.3. Antimikrobiyal Maddeler

Bu calismada P. aeruginosa'ya karsi in vitro etkinlikleri ve bakteriyofajlarla
potansiyel sinerjistik etkilesimleri degerlendirilmek iizere farkli etki mekanizmalarina
sahip dort antibiyotik (CIP, COL, MEM ve TOB) ile iki antimikrobiyal peptid (MUR ve
PEX) se¢ilmistir. Secilen ajanlar, yalnizca klinik 6neme sahip olmalar1 degil, ayni
zamanda hiicresel hedefleri ve bakterisidal etkileri bakimindan birbirini tamamlayan
ozellikler gostermeleri acisindan da Onem tasimaktadir. Bu cesitlilik, kombinasyon
tedavilerinin olasi sinerjik etkilerini daha genis bir perspektiften degerlendirme olanagi

sunmaktadir.

2.3.1. Antibiyotikler

Siprofloksasin

Florokinolon sinifinin ikinci kusak bir temsilcisi olan CIP (Sekil 2.3), DNA giraz
ve topoizomeraz IV enzimlerini inhibe ederek DNA replikasyonunu bozar ve bakteriyel
hiicre 6liimiine yol acar (Shariati ve ark., 2022). Gram negatif bakterilerde DNA giraz,
gram pozitiflerde ise topoizomeraz IV ilizerinde daha baskin etki gosterir (Aldred ve ark.,
2014). Genis spektrumlu etkisi, giiclii oral biyoyararlanimi ve iyi doku penetrasyonu

sayesinde solunum, iiriner ve gastrointestinal sistem enfeksiyonlarinda yaygin bigimde
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kullanilmaktadir (Ball, 2000; Fasugba ve ark., 2015). Ayrica biyoterorizm kaynakli

enfeksiyonlarda da stratejik dneme sahiptir (Price ve ark., 2003).

O O
OH

Sekil 2.4. Siprofloksasinin kimyasal yapisi.

P aeruginosa'ya karst en sik tercih edilen florokinolonlardan biri olmasina
ragmen, CIP’e kars1 diren¢ oranlar1 diinya genelinde ve Tiirkiye’de artis gostermektedir.
Omnegin, Birlesik Krallik’ta %30°’a varan direng oranlar1 bildirilmektedir (Rehman ve ark.,
2019). Tirkiye’de yapilan c¢alismalar bu oranin %24-35 arasinda degistigini
gostermektedir (Behget ve ark., 2019; Akel ve ark., 2021).

Kolistin

Polimiksin E olarak da bilinen COL (Sekil 2.5), Gram negatif bakterilerin dis
zarinda yer alan LPS yapisina baglanarak zar gecirgenligini bozar ve hiicre iceriginin
disar1 sizmasina neden olur (Velkov ve ark., 2013). Bu etkiyi, pozitif yiiklii amin gruplari
aracilifiyla elektrostatik baglarla gergeklestirir. COL, 1950’11 yillarda klinik kullanima
girmis; 1970’lerde toksisite nedeniyle terk edilmis ancak CID bakterilerin artistyla son
yillarda yeniden terapdtik bir segenek haline gelmistir (Falagas ve ark., 2005; Paterson ve

Harris, 2016).

COLl’e kars1 direng genellikle LPS yapisindaki degisikliklerle iliskilidir. Bu
degisiklikler pmrA, pmrB ve mgrB gibi genlerdeki mutasyonlara dayanir. Ayrica plazmid
kaynakli mer genleri, COL direncinin yatay transferle yayilmasma neden olarak halk

saglig1 agisindan ciddi risk olusturur (Zhi ve ark., 2016; Bahgeci ve ark., 2025).
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Sekil 2.5. Kolistinin kimyasal yapist.

Meropenem

Genis spektrumlu bir karbapenem olan MEM (Sekil 2.6), penisilin baglayici
proteinlerle etkileserek bakteriyel hiicre duvari sentezini inhibe eder ve hiicre lizisine yol
acar (Hurst ve Lamb, 2000). Gram negatif bakterilere kars: gii¢lii etkisi nedeniyle 6zellikle
yogun bakim hastalarinda, immiinsiiprese bireylerde ve direncli enfeksiyonlarda siklikla

tercih edilmektedir (Zhanel ve ark., 1998).

Sekil 2.6. Meropenemin kimyasal yapisi.

Direng gelisimi karbapenemaz iiretimi (NDM, KPC, VIM) ve dis zar
gecirgenliginde azalma (0rnegin OprD porin kaybi) gibi mekanizmalarla iligkilidir
(Chotimakorn ve ark., 2025). Tiirkiye'de yapilan ¢aligmalarda MEM direncinin 1990’1
yillardaki %4 diizeyinden, 2018-2023 doneminde %30’ un {izerine ¢iktig1 bildirilmektedir
(Beder ve ark., 2024).
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Tobramisin

Aminoglikozid sinifina ait bir antibiyotik olan TOB (Sekil 2.7), ribozomun 30S alt
birimine baglanarak protein sentezini inhibe eder ve bakteriyel hiicre 6liimiine yol agar
(Li ve Schneider-Futschik, 2023). Ayrica hiicre zar1 gegirgenligini bozarak igerik
sizintisina neden olur. Hem intraven6z hem de inhalasyon formiilasyonlar1 bulunan TOB,

Ozellikle KF hastalarinda P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde énemlidir (Ratjen

ve ark., 2001; Fiel ve Roesch, 2022).
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Sekil 2.7. Tobramisinin kimyasal yapist.

Diren¢ mekanizmalar1 arasinda aminoglikozid modifiye edici enzim iiretimi,
ribozomal hedef mutasyonlari ve disa atim pompalarinin (mexXY) asir1 ekspresyonu yer
almaktadir (Aghazadeh ve ark., 2014). Tirkiye'de yapilan bir ¢alismada TOB direnci
yalnizca %#4,1 olarak saptanmistir (Beder ve ark., 2024).

2.3.2. Antimikrobiyal Peptidler

Murepavadin

MUR (Sekil 2.8), Gram negatif bakterilerin dis zar biyogenezinde gorevli LptD
proteinini hedefleyen ve P aeruginosa’ya 0zgi gelistirilmis ilk peptidomimetik
ajanlardan biridir (Martin-Loeches ve ark., 2018). Dogal bir AMP olan protegrin I’in (PG-

1) yapisal ozelliklerinden ilham alinarak tasarlanmistir. PG-1'in giiglii antimikrobiyal



etkisine karsin yiiksek hemolitik potansiyeli, MUR'nin daha se¢ici ve giivenli bir versiyon

olarak gelistirilmesini gerekli kilmistir (Wach ve ark., 2018).

MUR, bakteriyel membrani dogrudan delmeden LPS taginimini engeller; boylece
dis zar biitiinliiglini bozar ve hiicre 6liimiine neden olur. B-hairpin konformasyonuna sahip
molekiil, Trp2 ve Trp8 gibi aromatik kalintilarla hedef baglanmasini kuvvetlendirir (Wei
ve ark., 2024b). Klinik olarak hem intravendz hem de inhalasyon formiilasyonlari
gelistirilmistir. Inhalasyon formu o6zellikle kistik fibrozis hastalarinda uygulanirken,

sistemik enfeksiyonlar i¢in IV form tercih edilmektedir (Sader ve ark., 2018a).
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Sekil 2.8. Murepavadinin kimyasal yapisi.

Direng gelisimi ¢ogunlukla LptD proteininde meydana gelen mutasyonlar ile
iligkilidir. Bu degisiklikler, MUR nin baglanma etkinligini azaltarak bakteriyel duyarlilig1
diisiirebilir (Dale ve ark., 2018). Ancak MUR, klasik antibiyotiklerle c¢apraz direng
gostermemesi ve 6zgiil etki mekanizmasi sayesinde, direngli suslara karsi terapotik agidan

onemli bir alternatif sunmaktadir (Hernandez-Garcia ve ark., 2024).
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Peksiganan

PEX (Sekil 2.9), Xenopus laevis adl1 Afrika pengeli kurbagasindan izole edilen
dogal bir antimikrobiyal peptit olan magainin-2’nin sentetik tiirevidir (Zasloff, 2002).
Gelistirme siirecinde, Ozellikle diyabetik ayak enfeksiyonlarmin topikal tedavisine
yonelik %0,8’lik krem formu olusturulmus ve Faz III ¢alismalarda degerlendirilmistir
(Lipsky ve ark., 2008). Ancak bu c¢alismalar, PEX’in standart yara bakimina anlamli bir

uistiinliik saglamadigini gostermis ve FDA onay1 alinamamustir.

| | 1
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Sekil 2.9. Peksigananin kimyasal yapisi.

PEX, bakteriyel hiicre zarmin anyonik fosfolipidlerine baglanarak membran
destabilizasyonuna yol agar, gézenek olusumunu indiikler ve hizli bakterisidal etki saglar
(Brogden ve Brogden, 2011). Hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilere karsi
etkilidir ve ozellikle direngli suslara karsi potansiyel tasimaktadir (Ge ve ark., 1999;
Gomes ve ark., 2020).

PEX’e karsi direng gelisimi olduk¢a sinirlidir. Bunun nedeni, klasik hedef
proteinler yerine membran yapisini hedef almasidir. Ancak bazi teorik mekanizmalar —
ornegin membran kompozisyonunun degismesi veya reseptorlerin azalmasi— bu yonde

potansiyel risklerin varligimi diisiindiirmektedir (Hancock ve Sahl, 2006).

2.4. Bakteriyofaj Antibiyotik/Peptid Sinerjisi

CID P. aeruginosa izolatlarmin tedavisinde karsilasilan zorluklar, bakteriyofaj-
antibiyotik/peptid kombinasyonunu giderek daha cazip bir strateji haline getirmistir.

Bakteriyofajlar ve antibakteriyel ajanlar farkli hedeflere yonelerek birbirlerinin eksiklerini
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tamamlayabilir; bu da sinerjistik bir etki olusturarak tedavi basarisini artirabilir (Abedon,

2019).

Ornegin, sub-MIK verilen beta-laktam antibiyotiklerin P. aeruginosa hiicrelerinin
uzamasina neden oldugu ve bu sayede fajlarin enfekte hiicre basmma daha fazla faj
iiretebildigi gosterilmistir (Comeau ve ark., 2007). Ayrica bazi bakteriyofajlar, bakteriyel
disa atim pompalarini hedef alarak bu sistemlerin baskilanmasina yol agmakta; boylece

bakterilerin antibiyotiklere yeniden duyarli hale gelmesini saglamaktadir.

AMP’lerle yapilan kombinasyonlar da benzer sekilde dikkat ¢ekicidir. Hiicre
zarini hedef alan AMP’ler, bakteriyofajlarla birlikte kullanildiginda 6zellikle biyofilm
olusturan bakterilere karsi etkinligi artirabilir. Ornegin, LL-37 peptidi ve faj kaynakli
endolizinlerin kombinasyonu, vankomisin diren¢li enterokoklara karsi etkili olmustur.
COL gibi membran bozucu peptitlerle yapilan kombinasyonlar ise P. aeruginosa

biyofilmlerinde anlamli eradikasyon saglamistir (Diallo ve Dublanchet, 2022).

Bakteriyofaj-antibiyotik etkilesimlerini degerlendirmek ic¢in cesitli in vitro
yontemler gelistirilmistir. Modifiye ¢ift tabakali agar yontemi (MCTAY), sinerjiyi gorsel
olarak degerlendirmede kullanilabilir. Bu ydntemde antibiyotik iceren disklerin
olusturdugu gradyan ortamda faj plak boyutunda biiylime veya inhibisyon zonunda
genisleme sinerjiyi gosterebilir (Comeau ve ark., 2007). Alt agara antibiyotik/peptid
eklenmesiyle elde edilen doz gradyani, ajanlarin siirekli ve fizyolojik maruziyetini simiile
ederek etkilesimlerin daha dogru degerlendirilmesini saglar (Stachurska ve ark., 2021).
Bunun yani sira, sivi kiiltiirlerde uygulanan dama tahtasi yontemi (checkerboard),
sinerjinin  kantitatif olarak analiz edilmesini saglar. Bu yontemde farkli
konsantrasyonlardaki faj ve antibakteriyel ajanlarin kombinasyonu kullanilarak

fraksiyonel inhibitdr konsantrasyon indeksi (FIKI) hesaplanir (Nikoli¢ ve ark., 2022).

Zamanlama, sinerji diizeyi iizerinde belirleyici bir faktordiir. Literatiirde,
bakteriyofajlarin antibiyotiklerden 6nce verilmesinin veya es zamanli uygulanmasinin
genellikle daha etkili sonuglar verdigi bildirilmektedir. Bunun aksine, antibiyotiklerin

once verilmesi —ozellikle bakteriyostatik ajanlar kullanildiginda— konak hiicre
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metabolizmasini baskilayarak faj replikasyonunu engelleyebilir (Liu ve ark., 2022;

Chaudhry ve ark., 2017).

Sonug olarak, faj-antibiyotik ve faj-AMP kombinasyonlar1, CID P. aeruginosa gibi
zorlu patojenlere karst umut vadeden alternatifler arasinda yer almaktadir. Bu strateji
yalnizca bakteriyel yiikii azaltmakla kalmay1p, direng gelisimini baskilama potansiyeli de
tasimaktadir. Farkli in vitro degerlendirme yontemlerinin birlikte kullanilmasi, sinerjiyi
daha giivenilir sekilde 6lgmeyi miimkiin kilmakta ve klinik gecis siirecine saglam bir

bilimsel zemin sunmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cihaz, Kimyasal ve Diger Malzemeler

Bu calismada cihaz olarak, etiiv (Memmert, Almanya), benmari (Memmert,
Almanya), otoklav (Hiclave, Japonya), vorteks (Velp, Italya), mikrosantrifiij (Hettich,
Almanya), santrifiij (Eppendorf, Almanya), mikroskop (Zeiss, Almanya), hassas terazi
(Sartorius, Almanya) mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific, ABD), McFarland
okuyucu (Biomerieux, Fransa), distile su cihaz1 (Gesellschaft Fiir Labortechnik,
Almanya), jel elektroforez tanki1 (Thermo Scientific, ABD), pH metre (Thermo Scientific,
ABD) kullanild.

Bu calismada kullanilan kimyasallar, Mueller Hinton agar (Oxoid, Ingiltere),
Eozin Metilen Blue agar (Fluka, Isvicre), beyin kalp infiizyon broth (Becton, Dickinson
and Company, ABD), RPMI-1640 (Gibco, ABD), gliserol (Mediko Kimya, Tiirkiye) maya
oziitli (Oxoid, Ingiltere), tripton (Gibco, ABD), sodyum kloriir (Fluka, Isvicre), agar-agar
(Condalab, Ispanya), kalsiyum kloriir dihidrat (Kimyalab, Tiirkiye), magnezyum siilfat
heptahidrat (Isolab, Almanya), tris-HCI (Goldbio, ABD), tris base (Goldbio, ABD), borik
asit (Kimyalab, Tiirkiye), etilendiamintetraasetik asit (Sigma-Aldrich, ABD), izoamilalkol
(Sigma-Aldrich, ABD), DNAase I (Thermo Fisher Scientific, ABD), RNAase A
(Promega, ABD), Proteinaz K (AppliChem, Almanya), fenol (AppliChem, Almanya),
kloroform (Merck, Almanya), sodyum asetat (Sigma-Aldrich, Almanya) ticari olarak

temin edildi.

Bu ¢aligmada kullanilan diger malzemeler: ependorf tiip (Firatmed, Tiirkiye) ¢ok
kanall1 pipet (Capp, Danimarka), steril petri kab1 (Isolab, Almanya), steril 96 kuyucuklu
U tabanli mikroplaka (LP Italiana Spa, Italya), 0.22 pm por ¢apina sahip membran filtre
(Isolab, Almanya). Ek olarak; bu tezde yer alan baz1 sekiller BioRender.com kullanilarak

olusturuldu.
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3.2. Besiyeri ve Cozeltiler

Mueller Hinton Agar (MHA)

Ticari besiyeri 38 g distile su i¢inde ¢oziiliip 1 L’ye tamamlanarak 1 atm basingta
121°C’de 15 dk siireyle otoklavda steril edildi ve 40-50°C ye kadar sogutulduktan sonra
90 mm steril petri kaplara 20°ser mL ddkiilerek katilagsmaya birakildi.

Mueller Hinton Broth (MHB)

Ticari besiyeri 21 g distile su i¢inde ¢oziilerek 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan

besiyeri otoklavda steril edildi.

Eozin Metilen Blue Agar (EMB)

Ticari besiyeri 37.5 g distile su iginde ¢oziiliip 1 L’ye tamamlanarak otoklavda
steril edildi ve 40-50°C ye kadar sogutulduktan sonra 90 mm steril petri kaplara 20’ser
mL dokiilerek katilasmaya birakildi.

Beyin Kalp Infiizyon Broth (BHI)

Ticari besiyeri 37 g distile su i¢inde ¢oziilerek 1 L’ye tamamlanarak ve igerisine
%S5 gliserol eklenerek otoklavda steril edildi ve 40-50°C ye kadar sogutulduktan sonra,
steril 2 mL kriyo tiiplerine 1’er mL dagitild1.

Luria Bertani Broth (LB)

Igeriginde maya 6ziitii (5.0 g/L), tripton (10 g/L) ve NaCl (10 g/L) bulunan besiyeri

1 L distile suda ¢oziiliip otoklavda steril edilerek kullanima hazir hale getirildi.

Luria Bertani Alt Agar (1.5% w/v agar)

Iceriginde maya 6ziitii (5.0 g/L), tripton (10 g/L), NaCl (10 g/L) ve agar (15 g/L)

bulunan besiyeri, 1 L distile suda ¢oziiliip son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde
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CaCl: eklenerek otoklavda steril edildi ve 40-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra her bir

90 mm steril petri kaplara 20’ser mL dokiilerek kullanima hazir hale getirildi.

Luria Bertani Yumusak Agar (0.5% w/v agar)

Iceriginde maya &ziitii (5.0 g/L), tripton (10 g/L), NaCl (10 g/L) ve agar (5 g/L)
bulunan besiyeri, 1 L distile suda ¢6ziiliip son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde
CaCl. eklenerek otoklavda steril edildi ve 40-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril

cam tiliplere 5’er mL dagitild.

Saline Magnezyum (SM) Tamponu

5.8 g/LL NaCl ve 2 g/LL MgSOa-7H-0 distile su i¢inde ¢oziiliip 1 M Tris-HCI (pH
7.5) ¢ozeltisinden 50 m eklenerek 1 L’ye tamamlandi ve otoklavda steril edilip kullanima

hazir hale getirildi.

Kalsiyum Kloriir Dihidrat (IM) Cozeltisi

147.01 gram CaCl.-2H-O yaklagik 800 mL distile suda tamamen ¢oziilerek 1 L’ye

tamamlandi. Cozelti +4°C'de saklandi.

10X Tris Borat EDTA (TBE) Tampon
108 g Tris base, 55 g borik asit ve 8.3 g EDTA distile su i¢inde ¢oziiliip 1 L'ye
tamamlanarak pH’s1 8 olarak ayarlandi ve otoklavda steril edilerek kullanima hazir hale
getirildi.
6X Jel Yiikleme Tamponu

Bromfenol mavisi (25 mg) ve siikroz (4 g), 10 mL distile su igerisinde ¢oziilerek

6X konsantrasyonda jel ylikleme tamponu hazirlandu.
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Proteinaz K Stok Soliisyonu

20 mg liyofilize proteinaz K 1 mL steril distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlanan stok

soliisyon -20°C'de saklandh.

%1'lik Agaroz Jel

0.8 g agaroz tozu 80 mL 0.5X TBE tampon ¢o6zeltisi igerisine eklenip mikrodalga
firnda 1-2 dk boyunca araliklarla isitilarak homojen bir ¢ozelti elde edildi. Cozelti
yaklasik 50°C'ye sogutulduktan sonra 5 pL SafeView jel goriintiileme boyas1 eklenerek
homojen oluncaya kadar karistirilip elektroforez tankina dokiildii ve kuyucuk olusumu

icin uygun tarak yerlestirilerek oda sicakliginda katilagmasi i¢in bekletildi.
3.3. Antimikrobiyal Maddeler

Bu ¢alismada kullanilan antibiyotikler CIP, COL, MEM, TOB ve MUR’in etken
maddeleri MedChemExpress (ABD) firmasindan ticari olarak saglandi. PEX ise
Magainin Pharmaceuticals Inc. (ABD) firmasindan temin edildi. Disk diflizyon testleri
icin kullanilan ticari antibiyotik diskleri, CIP (5 pg), COL (10 pg), MEM (10 pg) ve TOB
(10 pg) Oxoid (Ingiltere) firmasindan satin alindu.

3.4. Bakteri izolatlar

Bu calismada, Balikesir Universitesi (BAUN) Saglik Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvara 2022-2024 yillar1 arasinda kabul edilen
farkli hastalara ait klinik 6rneklerden soyutlanarak kiiltiir koleksiyonumuzda saklanan 50
P aeruginosa ile 5’er Stenotrophomonas maltophilia, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, A. baumannii ve S. aureus susu sec¢ildi. ADT’de kontrol susu olarak P

aeruginosa ATCC 27853 kullanildi.

Klinik o6rneklerden izole edilen P aeruginosa, S. maltophilia, E. coli, K.
pneumoniae, A. baumannii ve S. aureus suglart Phoenix-M50 (Becton, Dickinson and

Company, ABD) otomatik bakteriyel tanimlama sistemi kullanilarak tanimlandi. Bu
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suslar, calismalarda kullanilmak iizere saf kiiltiir olarak %5 gliserollii BHI broth i¢inde -

80°C’de saklandi.

3.5. Bakteriyofaj izolasyonu

3.5.1. Atik Su Orneklerinin Toplanmasi

P aeruginosa’ya 6zgii litik bakteriyofajlarin izolasyonu amaciyla, ii¢ farklh
lokasyondan atik su ornekleri toplandi (Tablo 3.1). Bu lokasyonlar, BAUN Saglik
Uygulama ve Arastirma Hastanesi kanalizasyon sistemi, BAUN Cagis Yerleskesi
icerisinde yer alan golet ve Balikesir ili Altieyliil ilgesine bagh Pasakdy mahallesindeki
Pasakdy deresi olup her birinden 1 L olmak iizere toplam 3 L atik su 6rnegi toplandi. Farkli
lokasyonlardan atik su 6rneginin alinmasiyla, bakteriyofaj izolasyon sansini artirmay1 ve
potansiyel bakteriyofaj kaynaklarinin gesitliliginin saglanmasi amaclandi. Ornek toplama
islemleri sirasinda, steril 1 L’lik siseler kullanild1 ve etiketleme yapildi. Alinan 6rnekler,

soguk zincir kosullarinda kisa siirede laboratuvara transfer edildi.

Tablo 3.1. Bakteriyofaj izolasyonu amaciyla su 6rneklerinin alindig
lokasyonlara ait cografi koordinatlar.

Yer Konum
BAUN Saglik Uygulama ve Arastirma 39°32'56"N
Hastanesi 27°59'59"E
BAUN Cagis Yerleskesi'ndeki kampiis goleti 39°32'40"N
28°00'20"E
Balikesir Pasakoy, Pasakdy Deresi 39°33"27"N
27°58'54"E
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3.5.2. Konak Bakteri Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Bakteriyofaj izolasyonu ic¢in ilk adimm, konak bakteri siispansiyonunun
hazirlanmasidir. Bu amagla, konak olarak kullanilacak bakteri susu, MHA’a ekildi ve
37°C'de 18-24 s inkiibe edildi. Daha sonra, tek bir koloni steril 6ze ile secilerek 10 mL LB
broth besiyerine inokiile edildikten sonra 37°C'de 18-24 s siireyle inkiibe edildi.

3.5.3. Su Orneklerinden Bakteriyofajlarin Zenginlestirmesi

Bakteriyofaj zenginlestirme islemi, atik su Orneklerindeki bakteriyofaj
yogunlugunu artirmak amaciyla yapildi (Van Twest ve Kropinski, 2009). Sekil 3.1°te
goriildiigi gibi ilk olarak, atik su 6rnegi 5000 rpm'de 10 dk santrifiijlenerek biiyiik
partikiillerden arindirildi. Santrifiij sonrasi, stipernatan 0.22 pum’lik membran filtreden
gecirildi. Sirasiyla 7 mL LB broth i¢ine filtrelenmis atik su 6rneginden 1 mL, konak
olarak secilen gecelik P. aeruginosa bakteri siispansiyonundan 2 mL eklenerek 37°C'de
18-24 s inkiibe edilip 10000 rpm'de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi, 0.22 pm’lik
membran filtreden gecirilen siipernatan (bakteriyofaj lizat1), sonraki calismalarda

kullanilmak tizere +4°C'de saklandi.

AT T

. . Steril Tup Santrifuj Filtrasyon Filtrelenmis
Atik Su Kaynagi igerisine 50 mL (5000 rpm 10 dk)  (0.22 pm por capli filtre)  Atik Su Ornegi
Su Orneginden
Alindi
™ —
RS Vs \
® )Y
® 2@ © =
oy = v,
: ? o 2mL  Gecelik Konak Bakteri
— Suspansiyonu
| Santrifuj < -
(10000 rpm 10 dk) = E
ﬁ A% > -
. 7
Bakteriyofaj Inktbasyon
Lizati - 37°C 18-24 Saat
(-]
Filtrasyon Luria Bertani
(0.22 pm por gapli filtre) (LB) Broth

Sekil 3.1. Atik su 6rneklerinden bakteriyofaj zenginlestirilmesi.
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3.5.4. Bakteriyofaj Varhiginin Agar Spot Test ile Arastirilmasi

Bakteriyofaj varliginin belirlenmesi i¢in kullanilan agar spot test yontemi (Sekil
3.2), bakteriyofajlarin konak bakteri {izerindeki litik etkinligini degerlendirmek amaciyla
yaygin olarak tercih edilmektedir (Daubie ve ark., 2022). ilk olarak, 5 mL LB yumusak
agar hazirlanip 40-50°C'ye sogutularak 100 pL konak bakteri siispansiyonu ekleyip
karistirildiktan sonra LB agar iceren petri kabinin yiizeyine yayildi. Daha sonra oda
sicakliginda 15 dk bekletilerek katilasmasi saglandi ve 10 pL bakteriyofaj lizat1 isaretli
alanlara damlatildi. Ayrica isaretli bos bir alana 10 puLL SM tamponu kontrol olarak
pipetlendi. Petri kaplar1 30 dk oda sicakliginda bekletilmesini takiben 37°C'de 18-24 s
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, bakteriyofaj lizatinin damlatildig: alanlarda bakteri

tiremesinin olmadig1 bolgeler, bakteriyofajlarin litik etkisi olarak degerlendirildi (Xie ve

ark., 2018).
Q m 100pL : \ @

Gecelik Konak Bakteri 5 mL Yumusak Agar Luria Bertani Agar
Suspansiyonu (%0.5 Agar) (%1.5 Agar)

30 Dakika
Bakteri Uremesi Yok Oda Isisinda
(Litik Bakteriyofaj Varligi) Bekletildi

Degerlendlrme isaretli Alanlara
Inkubasyon ou
37°C 18-24 Saat
Bakteri Uremesi Var
(Litik Bakteriyofaj Yok)
Bakteriyofaj Lizati

Sekil 3.2. Bakteriyofaj varliginin agar spot test ile arastirilmasi.

3.5.5. Cift Tabakah Agar Yontemi

Agar spot testi yapilarak litik bakteriyofaj varlig1 saptandiktan sonra, bakteriyofaj

lizatinin seri diliisyonlar1 hazirlanarak her bir diliisyon 6rnegi i¢in ¢ift tabakali agar
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yontemi uygulandi (Gratia, 2000; Santos ve ark., 2009). Bu yonteme gore, bakteriyofaj
lizat1 seri diliisyonlar1 SM tamponu ile 1:10-1:10"8 araliginda hazirland1 (Sekil 3.3).

Seri Dilusyon
................. >
100pL 100pL  100pL  100pL 100pL
S e S RS o~
,"/_\
100pL
5 P - . ~ 5
10° 107 102 103 10+ 10°%
Bakteriyofaj l J
Lizati V
900 L

Saline Magnezyum (SM) Buffer

Sekil 3.3. Bakteriyofaj diliisyon 6rneklerinin hazirlanmasi.

Her bir diliisyon 6rneginden ve konak bakteri siispansiyonundan 100 pL, 5 mL
yumusak agar ile karistirilarak, petri kabindaki LB agar yiizeyine ~2mm kalinlikta yayildi.
Petri kaplari, 30 dk boyunca oda sicakliginda yumusak agarin katilasmasi igin
bekletilmesini takiben 37°C'de 18-24 s boyunca inkiibe edildi (Sekil 3.4). Inkiibasyon
sonrasinda, agar yiizeyinde bakteriyofaj plak morfolojisi degerlendirildi (Jo ve ark., 2024).

&y <

Gecelik Konak Bakteri @ @
Suspansiyonu \
L —

5mL Yumrusak Agar Luria Bertani Agar

(%0.5 Agar) (%1.5 Agar)
10 30 Dakika
Bakteriyofaj s Oda Isisinda
Dilusyon Ornegi Bak&%:{:']‘g fak Bekletildi

Degerlendirme

inkubasyon
37°C 18-24 Saat

Sekil 3.4. Cift tabakal1 agar yontemi.
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3.5.6. Bakteriyofajin Tek Plak Yontemi ile Saflastirilmasi

Bakteriyofajin tek plak izolasyonu ile saflastirilmasi islemi, ¢ift tabakali agar
yonteminde sinirlar1 belirgin ve birbirinden farkli morfolojik 6zelliklere sahip plaklar
secilerek gerceklestirildi (Adams, 1959; Huang ve ark., 2018). Bu yonteme gore, sinirlari
belirgin bir plak, steril pipet ucu ile alinip 1 mL steril SM tamponu i¢inde karistirilarak
bakteriyofaj partikiillerinin agardan serbest kalmasi saglandi. Daha sonra 10 mL LB broth
icine aktarilarak 100 puL konak bakteri stispansiyonu ve 50 uL CaCl: (1M) ile eklendi. Bu
karisim, 37°C'de 18-24 s inkiibe edildikten sonra 13.000 rpm'de 10 dk santrifiij edildi.
Elde edilen siipernatan 0.22 um’lik membran filtreden gecirildi. Bu bakteriyofaj lizati (1.
plak saflastirma) kullanilark ayni islem toplam 5 kez tekrarlandi (Sekil 3.5). Her bir
tekrarda, sinirlar1 belirgin ve morfolojik olarak benzer plaklar segilerek bakteriyofajlarin

saflig1 artirildi (Luong ve ark., 2020).

&)
SegilenPlak @& @ 100 pL ‘\Jﬂ
/\ /\\ Gecelik Konak

Bakteri Siispansiyonu

30
X Kalsiyum Kloriir
Sinirlan Belirgin Bakteriyofaj 10 mL S (1m)
Plag: Pipet Ucu Yardimiyla LB Broth ‘e \/
Alnir ~
-~
~

“a

] NN S r—@_ DU \‘
Bakteriyofaj Lizati " =1 -

(1. Plak Saflagtirma) Filtrasyon Santrifiij inkiibasyon
(0.22 pm por ¢apli filtre) (13000 rpm 10 dk) 37°C 18-24 Saat

Sekil 3.5. Tek plak izolasyonu ile bakteriyofajlarin saflagtirilmasi.

3.5.7. Bakteriyofaj Titrelerinin Hesaplanmasi

Tek plak izolasyonu ile saflagtirilan bakteriyofajlarin titresini belirlemek icin, daha

once belirtildigi gibi seri diliisyonlar hazirlandi (Sekil 3.3). Her bir diliisyon 6rnegi i¢in
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cift tabakali agar yontemi uygulanarak agar yiizeyinde olusan plaklar sayildi ve
bakteriyofaj titresi (plak olusturan birim, POB/mL) asagidaki formiil kullanilarak
hesapland1 (Bonilla ve ark., 2016).

POB/mL = Plak Sayisi/ Diliisyon faktorii x Siipernatan hacmi (uL) X 1000 pL/mL
3.6. Bakteriyofajlarin Karakterizasyonu
3.6.1. Bakteriyofaj DNA izolasyonu

Bakteriyofaj DNA'sinin izolasyonu amaciyla 2 mL bakteriyofaj lizati (~108
POB/mL) 15.000 rpm'de 2 s boyunca santrifiij edildikten sonra siipernatan uzaklastirilarak
100 pL SM tampon ile siispanse edildi. Daha sonra, 1 pL DNAase (1 IU/uL) ve 1 pL
RNAase (10 mg/mL) eklenip 37°C'de 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, 1sitici
blokta 70°C'de 10 dk bekletilerek enzimler inaktive edilip karisima 3 pL Proteinaz K (20
mg/mL) eklendi ve 55°C'de 1 s bekletildi. Bu karisima v/v  oraninda
fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) eklenip karistirildi ve 10.000 rpm'de 5 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi list faz steril bir ependorf tiipe alinip 1/10 hacimde 3 M sodyum
asetat (pH:5) ile v/v %100 izopropanol eklendi. Karigim, -20°C'de 20 dk bekletildi ve
15.000 rpm'de 20 dk santrifiij edilerek DNA peleti olusturuldu. Pelet {izerine %70 etanol
eklenerek 15.000 rpm'de 5 dk santrifiij edildi ve 37°C'de 30 dk kurutuldu. Kurutulan pelet,
distile su ile ¢oziilerek saf bakteriyofaj DNA's1 elde edildi (Summer, 2009; Salih Dogan
ve ark., 2024).

3.6.2. Bakteriyofajlarin Restriksiyon Profilinin Belirlenmesi

Bakteriyofaj DNA'sinin restriksiyon profili, HinDIII restriksiyon enzimi
kullanilarak belirlendi. Bu amag igin steril bir ependorf tiipe 10 pL bakteriyofaj total
DNA's1, 2 pL enzim tamponu, 1 pL restriksiyon enzimi (HinDIII) ve 7 pL distile su
eklenerek 37°C'de 1 s bekletilmesini takiben agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi. Jel
elektroforezi islemi, 100 volt uygulanarak 30 dk siireyle gerceklestirildi (Salih ve ark.,
2022; Ali ve ark., 2023).
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Bu tez kapsaminda gerceklestirilen bakteriyofajlarin DNA izolasyonu ve
restriksiyon profilinin belirlenmesi ile zamana baglt etkinligin belirlenmesi-rediiksiyon
deneyi ile ilgili calismalar, Aydin Adnan Menderes Universitesi Rekombinant DNA ve
Rekombinant Protein Uygulama ve Arastirma Merkezinde (ADU-REDPROM)
yuritildi.

3.6.3. Optimum Enfeksiyon Coklugu Degerinin Belirlenmesi

Optimum enfeksiyon c¢oklugu (Multiplicity of Infection, MOI) degerinin
belirlenmesi, bakteriyofajlarin konak bakteri iizerindeki enfeksiyon etkinligini anlamak
ve cogalma kapasitelerini optimize etmek icin kritik bir adimdir. MOI, bakteriyofaj
partikiil sayisinin (POB/mL) bakteri hiicre sayisina (KOB/mL) orani olarak tanimlanir
(Yang ve ark., 2010). Bu caligsmada, optimum MOI degerini belirlemek i¢in 6ncelikle
bakteriyofaj titresi ve konak bakteri sayisi ayarlandi. Uygun bakteri siispansiyonu ve
bakteriyofaj diliisyon 6rneginden ii¢ farkli tiipe 500°er uL dagitilarak sirasiyla 0.1, 1 ve
10 MOI degerlerine sahip siispansiyonlar elde edildi.

Bu siispansiyonlar, bakteriyofajlarin bakterilere adsorbe olmasini saglamak
amaciyla 10 dk boyunca oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra, tiipler 13.000 rpm’de 3
dk santrifiij edilip adsorbe olmamis bakteriyofajlar1 uzaklastirmak amaciyla siipernatan
dikkatli bir sekilde atildi. Kalan kisim, 1 mL taze LB broth ile siispanse edilip 13.000
rpm’de 3 dk santrifiij edilerek siipernatan uzaklastirildi. Bu islemin ardindan, kalan kisim
1 mL LB broth ile stispanse edilip 37°C’de 3 s bekletilmesini takiben santrifiij etme islemi
tekrarlanarak 500 pL siipernatan steril tiiplere alindi. Her bir siipernatana 10 pL kloroform

eklenerek tiipler tekrar santrifiij edildi.

Her bir MOI degerine ait siipernatanlardan seri diliisyonlar hazirlandi. Daha sonra,
100 pL konak bakteri siispansiyonu, 5 mL yumusak agar ile karigtirilarak LB agar
ylizeyine yayilip, oda sicakliginda 15 dk bekletilerek katilagsmasini takiben her bir seri
diliisyondan 10 pL damlatildi. Daha sonra 37°C’de 18-24 s inkiibe edildi. Bu siire sonunda
en yiiksek litik etkinin elde edildigi MOI degeri, optimum MOI degeri olarak belirlendi
(Karaynir ve ark., 2022).
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3.6.4. Bakteriyofajlarin Konak Araliginin Belirlenmesi

izole edilen ve saflastirilan bakteriyofajlarin cesitli klinik drneklerden soyutlanan
P aeruginosa (n:50), S. maltophilia (n:5), E. coli (n:5), K. pneumoniae (n:5), A. baumannii
(n:5) ve S. aureus (n:5) bakterilerine karsi etkinligi agar spot test yontemi ile belirlendi
(Fikadu ve ark., 2024). Ilk olarak, her bakteri susu icin hazirlanan konak bakteri
stispansiyonundan 100 pL (yaklagik 108 KOB/mL) 5 mL yumusak agar ile karistirild1 ve
LB agar yiizeyine yayildi. Yumusak agarin katilasmasi i¢cin 30 dk oda sicakliginda
bekletilen her bir petri kabinin isaretli yiizeyine 10 pL bakteriyofaj lizat1 damlatilip oda
sicakliginda kurumasini takiben 37°C'de 18-24 s inkiibe edildi. Bakteriyofaj lizatinin
damlatildig1 alanlar saydamliklarina gore tam lizis (++), kismi lizis (+) veya lizis yok (-)

olarak degerlendirildi (Ali ve ark., 2023).

3.6.5. Bakteriyofajlarin Zamana Bagh Etkinliklerinin Belirlenmesi

Farklt MOI degerlerine sahip bakteriyofajlarin, konak bakteri tizerindeki zamana
bagh etkisini degerlendirmek amaciyla rediiksiyon deneyi gerceklestirildi (Ali ve ark.,
2023). MOI 10, 1 ve 0.1 degeri olacak hazirlandi. Hazirlanan farkli MOI karisimlarindan,
mikroplaka kuyucuguna 100 pL, logaritmik fazdaki konak bakteri slispansiyonundan
(ODs9snm ~0.20) 100 pL pipetlendi. Pozitif kontrol (100 uL LB broth + 100 pL konak
bakteri siispansiyonu), negatif kontrol (200 uL LB broth), bakteriyofaj kontrolii (100 uL
LB broth + 100 uL bakteriyofaj lizat1) kontrol kuyucuklarina pipetlendi. Mikroplakalar,
37°C'de 24 s boyunca inkiibe edilerek her s basi mikroplaka okuyucu (Multiskan FC,
Thermo Fisher Scientific, USA) ile ODs9s nm’de yogunluk O&lgiimleri yapildi. Bu
Olctimler, bakteriyofajlarin konak bakteri iizerindeki litik etkisini ve bakteri

yogunlugundaki azalmay1 degerlendirmek i¢in kullanildi (Yildirim ve ark., 2019).
3.6.6. Tek Adimh Cogalma Egrisi Deneyi

Bakteriyofajlarin konak bakterilerde olusturduklar1 enfeksiyon kinetikleri,
replikasyon dinamikleri ve latent donem siirelerinin belirlenebilmesi amaciyla tek adimli
cogalma deneyi yapildi. Bu deney, bakteriyofajlarin iireme karakteristiklerini (latent

periyot, yiikselme periyodu ve patlama boyutu) belirlemek i¢in kullanildi (Merabishvili
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ve ark., 2014; Yazdi ve ark., 2018). ilk olarak, konak bakteri 10 mL LB broth’a
pasajlanarak 37°C'de 18-24 s inkiibe edildi. Bu kiiltiirden 0.5 mL alarak 50 mL taze LB
broth’a eklendi ve bakteri kiiltlirii logaritmik faza ulagincaya kadar (ODgoo nm ~0.20)
37°C'de inkiibasyona birakildi. Logaritmik faza ulasan bakteri kiiltliriinden 5 mL alind1 ve

5.000 rpm'de 10 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 pelet, 0.5 mL LB broth ile yeniden siispanse edilerek 0.5 mL 107
POB/mL bakteriyofaj lizatiyla (MOI 0.1) karigtirtlip 5 dk boyunca oda sicakliginda
bekletilerek adsorpsiyon saglandi. Ardindan, karisim 5.000 rpm'de 5 dk santrifiij edilip
siipernatan atildi. Pelet, 1 mL LB broth ile siispanse edilip 15.000 rpm'de 5 dk santrifiij
edilerek elde edilen pelet, 30 mL taze LB broth i¢inde yeniden siispanse edildi ve 0. dk da
(baslangi¢) 500 uL'lik ilk 6rnek alindi. Karisim, 37°C'de inkiibasyona birakildi ve 90 dk
boyunca 10 dk arayla 500 uL 6rnek alindi. Alinan her 6rnege bakteriyofajlarin serbest
kalmasi igin 50 pL kloroform eklendi. Ornekler, 15.000 rpm'de 1 dk santrifiij edilerek
slipernatanlar yeni steril tiiplere alindi. Her bir 6rnekten seri diliisyonlar hazirland1 ve ¢ift
tabakali agar yontemi kullanilarak her diliisyon 6rnegi i¢in bakteriyofaj titresi (POB/mL)
hesaplandi. Baglangigta (0. dk), ek bir 100 pL 6rnek alindi ve bu 6rnegin yarisi (50 uL)
santrifiij edildi, diger yaris1 santrifiij edilmeden birakildi. Her iki o6rnekteki bakteriyofaj
titresi ¢ift tabakali agar yontemi kullanilarak hesaplandi ve enfekte hiicre sayis1 belirlendi.
Enfekte hiicre sayisi, santrifiij edilmemis kisimdaki bakteriyofaj sayisindan, santrifiijlenen

kisimdaki bakteriyofaj sayisinin ¢ikarilmasiyla hesaplandi.

Bu yontemde kullanilan ti¢ farkli formiil bulunmaktadir. Bu formiiller sirasiyla

patlama boyutu, adsorpsiyon orani ve adsorpsiyon hizidir.

Patlama Boyutu: Toplam salinan faj partikiil sayisi/ Enfekte Olmus Bakteri Sayis1

Bu formiil ile bir enfekte hiicreden ¢ikan ortalama bakteriyofaj sayis1 hesaplandi

(Abedon, 2011).
Adsorpsiyon Orani (%): (Po - Py) / Po x 100

Adsorpsiyon orani ile belirli bir siire sonunda bakteriyofajlarin bakteri hiicrelerine

ne kadarinin adsorbe oldugunu yiizde olarak hesaplamada kullanildi. Po, baslangictaki
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serbest bakteriyofaj titresini (POB/mL), P ise belirli bir siire sonra kalan serbest

bakteriyofaj titresini (POB/mL) ifade eder (Abedon, 2011).
Adsorpsiyon Hizi (k): In(Po / Py) / (C % t)

Adsorpsiyon hizi, bakteriyofajlarin bakteri hiicrelerine adsorbe olma hizini
hesaplamada kullanildi. Po, baslangigtaki serbest bakteriyofaj titresini (POB/mL), P, belirli
bir siire sonra kalan serbest bakteriyofaj titresini (POB/mL), C bakteri hiicre sayisini

(KOB/mL) ve t zamani (dk) ifade eder (Abedon, 2011).

3.6.7. Farkhh Ortam Kosullarinda Bakteriyofajlarin Titre Degisimi

Farkli ortam kosullarinda bakteriyofajlarin stabilitesi test edildi. Bakteriyofajlarin
sicakliga dayanikliligini belirlemek amaciyla, 2 mL bakteriyofaj lizat1 (~10®8 POB/mL)
yedi farkli tiipe alindi. Her bir tiip, belirlenen sicakliklarda (37°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C
ve 90°C) inkiibasyona birakildi. Kontrol olarak bir tiip +4°C'de inkiibe edildi. Belirli
zaman araliklarinda (30, 60, 90, 120, 150 ve 180 dk) 100 pL o6rnek alindi. Alinan
orneklerden seri diliisyon yapildi ve her bir diliisyon 6rnegi icin ¢ift tabakali agar yontemi
uygulandi ve 37°C'de 18-24 s inkiibasyona birakildi. Daha sonra olusan bakteriyofaj plak
sayimlar1 yapilarak bakteriyofaj titresi hesaplandi (Karaynir ve ark., 2022; Ali ve ark.,
2023).

Bu calismada, bakteriyofajlarin farkli pH kosullarina kars1 in vitro stabilitelerini
degerlendirmek amaciyla genis bir pH araligin1 kapsayan (pH 2, 4, 6, 8, 10 ve 12) stabilite
testleri uygulandi. SM tamponun asidik pH ¢ozeltileri, HCI kullanilarak, 0,1 - 0,001 M
arasinda, bazik c¢ozeltileri ise NaOH kullanilarak 0,001 - 0,2 M arasinda pH metre
(Thermo, Orion420A") ile dlgiilerek ayarlandi. Her pH ortamu igin, 100 pL bakteriyofaj
lizat1 (~10® Pob/mL) 900 pL. SM tampon ¢ozeltisine eklendi ve hazirlanan karigimlar
37°C’de 3 s siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda, bakteriyofajlarin titre
degisimini belirlemek {iizere seri dillisyonlar hazirlanarak ¢ift tabakali agar yontemi
yapildi. Kontrol olarak kullanilan SM tamponu pH ~7 — 7.2 idi. Tiim deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.

41



3.6.8. Bakteriyofajlarin Morfolojik Karakterizasyonu

Bakteriyofajlarin morfolojik yapisini degerlendirmek i¢in transmisyon elektron
mikroskobu (Hitachi, HT 7800) kullanilarak goriintiileme yapildi. Bunun i¢in bakteriyofaj
lizat1 (<10® POB/mL) 15.000 rpm’de 2 s boyunca santrifiij edilerek {istteki siv1
uzaklastirilip, SM tampon ile siispanse edildi. Bu 6rnekten 10 pL alinip % 2’lik uranil
asetat ile negatif boyanarak formvar kapli karbon grid tizerinde 100-120 kV’da incelendi
(Damar Celik ve ark., 2024). Calismanin bu béliimii, Eskisehir Osmangazi Universitesi,

Merkezi Arastirma Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gergeklestirildi.
3.7. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Bu ¢alismada atik su Orneklerinden izole edilen P. aeruginosa’ya 6zgi litik
bakteriyofajlarin yani sira, klinik kullanimda olan antibiyotikler CIP, COL, MEM, TOB
ve antimikrobiyal peptidler MUR, PEX’in etkinligi, klinik 6rneklerden izole edilen 50 P
aeruginosa susuna karsi disk diflizyon ve sivi mikrodiliisyon yontemleri ile
degerlendirildi. Bakteriyofaj-antibiyotik/peptid kombinasyonlarinin bakteriyofaja duyarh
ve plak varyasyonunun az oldugu bes susa karsi sinerjik etkilesimleri, MCTAY (disk
diflizyon, alt agara sub-MIK antibiyotik/peptid eklenmesi ve yumusak agara sub-MIK
antibiyotik/peptid eklenmesi) ve dama tahtasi yontemi (eszamanl ve ardisik kullanim)

kullanilarak degerlendirildi.

3.7.1. Disk Difiizyon Yontemi

Disk diflizyon yontemi, bakterilerin antimikrobiyal maddelere karsi
duyarhiliklarinin belirlenmesi amaciyla en sik kullanilan yontemlerden biridir. Bu
calismada kullanillan MHA 4.0 + 0.5 mm kalinlikta ve 90 mm c¢apli petri kaplar
kullanilarak iiretici 6nerileri dogrultusunda hazirlandi. MHB igerisinde 0.5 McFarland
bulaniklik standardina esdeger bir bakteri siispansiyonu hazirlanarak MHA igeren petri
kaplarina, steril bir ekiivyon yardimiyla tiim besiyeri ylizeyine yayildi. Ticari antibiyotik
diskleri CIP (5 pg), MEM (10 pg), TOB (10 pg) besiyeri ylizeyine yerlestirildi.
Peptidlerden MUR (stok soliisyon 1024 pg/mL, disk igerigi 15,36 pug) ve PEX (stok
soliisyon 2000 ng/mL, disk icerigi 30 pg) standart 6 mm ¢apa sahip steril Whatman kagit
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disklerine 15’er pL emdirildi ve diskler oda sicakliginda kurutulduktan sonra besiyerine

yerlestirildi.

Petri kaplar1 37°C'de 18-24 s boyunca inkiibe edilerek inhibisyon zonlar1 6l¢iildi.
Antibiyotik zon caplari, glincel sinir deger tablolarina gore degerlendirilerek duyarlilik
kategorileri belirlendi (EUCAST, 2025). Bu ¢alismada kontrol susu olarak P. aeruginosa
ATCC 27853 kullanildi.

3.7.2. Sivi Mikrodiliisyon Y ontemi

Antibiyotik ve peptidlerin MiK degerleri, sivi mikrodiliisyon testi kullanilarak
belirlendi (Yilmaz ve ark., 2024). Tiim ¢aligmalar Katyon Ayarli Mueller Hinton Broth
(KAMHB) besiyeri kullanilarak yapildi. Her kuyucuga 50 pL KAMHB dagitildiktan
sonra, test edilecek antibiyotik/peptid ¢ozeltilerinden ilk kuyucuklara 50 pL olarak ilave
edildi. Seri diliisyon yapilarak kuyucuklarda antibiyotikler i¢in 0.0312—-64 pg/mL, MUR
icin 0.0155-32 pg/mL ve PEX i¢in 0.125-256 pg/mL konsantrasyon elde edildi. Gecelik
bakteri kiiltiirlerinden 0.5 McFarland yogunlugunda (10® KOB/mL) hazirlanan bakteri
siispansiyonlar, KAMHB besiyerinde 1:100 v/v oraninda (10° KOB/mL) seyreltildi.
Mikroplakalardaki her bir kuyucuga, son konsantrasyon 5x10° KOB/mL olacak sekilde
50 pL bakteri siispansiyonu eklendi. Mikroplaka iizerinde tireme kontrolii
(KAMHA+bakteri), ¢oziici kontroli (KAMHA+DS) ve sterilite kontrolil
(KAMHA+Antibiyotik/Peptid) ve besiyeri kontrolii (KAMHA) i¢in birer kuyucuk ayrildi.
Mikroplakalar, 37°C'de 18-24 s inkiibasyona birakildi. Daha sonra, liremenin tamamen
inhibe oldugu en diisiik antibiyotik/peptid konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlendi.
Deney ii¢ kez tekrarlandi. Bu ¢aligmada kontrol susu olarak P. aeruginosa ATCC 27853
kullanild1 (EUCAST, 2025).
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3.8. Bakteriyofaj Antibiyotik/Peptid Sinerjik Etkilesiminin Belirlenmesi
3.8.1. Modifiye Cift Tabakal Agar Yontemi

Bakteriyofajlar ile antibiyotik/peptid arasindaki potansiyel sinerjistik
etkilesimlerin belirlenmesi amaciyla MCTAY disk difiizyon uygulamasi, alt agara sub-
MIK antibiyotik/peptid eklenmesi ve yumusak agara sub-MIK antibiyotik/peptid

eklenmesi olmak iizere ii¢ farkli yaklagimla uygulandi.
Disk Difiizyon Yontemi

Daha once Sekil 3.3.°de gosterildigi gibi hazirlanan ve sinirlart belirgin
bakteriyofaj plak morfolojisinin goriilebildigi diliisyon 6rneginden ve konak bakteri
stispansiyonundan 100’er pL alinarak 5 mL yumusak agar ile karistirildi. Daha sonra alt
agar iceren petri kabinin yilizeyine yayildi ve yumusak agarin katilagmasi i¢in oda
sicakliginda 15 dk bekletildi. Ticari antibiyotikler ile peptidlere ait hazirlanan diskler
yumusak agar yiizeyine yerlestirildi ve 37°C'de 18-24 s inkiibasyona birakildi. Kontrol
gruplar1 olarak sadece konak bakteri, bakteri + bakteriyofaj + disk, bakteri + disk ve
bakteriyofaj + bakteri kullanildi. Inkiibasyon sonrasinda, antibiyotik/peptid inhibisyon
zonlar1 6l¢iildii. Ayrica bu inhibisyon zonlarina en yakin 10 bakteriyofaj plaginin segilerek
bunlarin ¢apida dl¢iilerek degisimler degerlendirildi (Comeau ve ark., 2007; Kaur ve ark.,

2012; Loganathan ve ark., 2024).

Alt Agara Sub Minimal Inhibitér Konsantrasyonda
Antibiyotik/ Peptid Eklenmesi

Antibiyotik/peptidlerin sub-MIK konsantrasyonlar1 hesaplanarak, hazirlanan alt
agara otoklav sonrasi besiyeri sicakligr 40-50°C'ye diistiiglinde 0.22 pm’lik membran
filtreden gecirilerek eklendi. Daha sonra steril petri kaplarinda dokiildii. Hazirlanan alt
agar yiizeyine, 100’er uL bakteriyofaj ve konak bakteri igeren 5 mL yumusak agar yayildi
ve oda sicakliginda katilagana kadar bekletildi. Kontrol olarak, ayni konsantrasyonda
antibiyotik/peptid iceren alt agar +bakteri ve antibiyotik/peptid icermeyen alt agar +
bakteriyofaj + bakteri hazirlandi. Ve 37°C'de 18-24 s inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
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sonrasinda, bakteriyofaj plaklarinin homojen dagildigi petri kaplari degerlendirmeye
alind1. Bu petri kaplarinin merkezinde bulunan 10 bakteriyofaj plagi randomize segilerek,
caplar1 ol¢iildii. Ayn1 zamanda bakteriyofaj titre degisimi degerlendirildi (Santos ve ark.,

2009; Stachurska ve ark., 2021).

Yumusak Agara Sub Minimal Inhibitor Konsantrasyonda
Antibiyotik/ Peptid Eklenmesi

Antimikrobiyal maddelerin sub-MIK konsantrasyonlari, hazirlanan yumusak agar
icerisine besiyeri sicakligi 40-50°C'ye diistiigiinde 0.22 pm’lik membran filtreden
gecirilerek eklendi. Daha sonra, bu yumusak agar igerisine 100’er uL bakteriyofaj ve
konak bakteri ilave edilerek hazirlanmis olan alt agar yiizeyine yayildi. Kontrol olarak
aynt konsantrasyonda antibiyotik/peptid igeren yumusak agar + bakteri ve
antibiyotik/peptid icermeyen yumusak agar + bakteriyofaj + bakteri kullanildi. Yumusak
agar katilasana kadar 15 dk oda sicakliginda bekletilen petri kaplar1 37°C'de 18-24 s
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda, bakteriyofaj plaklarmin homojen dagildig:
petri kaplar1 degerlendirmeye alindi. Bu petri kaplarinin merkezinde bulunan 10
bakteriyofaj plagi randomize segilerek, ¢aplart 6lgiildii. Ayn1 zamanda bakteriyofa;j titre

degisimi degerlendirildi (Moryl ve ark., 2024; Khong ve ark., 2024).

3.8.2. Dama Tahtas1 Yontemi

Bakteriyofaj-antibiyotik/peptid arasindaki sinerjik etkilesimlerin incelenmesi
amactyla dama tahtas1 yontemi eszamanli ve ardisik olarak kullanildi. Bu calismada
kullanilan dama tahtas1 yontemi, Al-Anany ve ark., tarafindan tanimlanan standart
protokoller temel alinarak modifiye edildi (Al-Anany ve ark., 2021; Al-Anany ve ark.,
2024). Tlgili protokollere iliskin ayrintilara yazisma yoluyla ulasildi (kisisel iletisim, Dr.
Alexander Hynes).

Konak bakteri kiiltiiriiniin 3.5.2°de ac¢iklandig1 gibi hazirlanmasini takiben, 100 pLL
alinarak 10 mL LB broth’a pipetlendi ve ODgoo ~0.2 olacak sekilde inkiibe edildi. Sekil
3.3’te gosterildigi gibi bakteriyofaj diliisyon 6rnekleri ve bakteri slispansiyonlari ile farkl

MOI degerlerinde (1000 - 0.0001) faj-bakteri karisimlart hazirlandi. Sivi mikrodiliisyon
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yontemi ile her sus icin saptanan antibiyotik/peptid MIK degerinin 4 kat1 olan stok
soliisyonlar hazirlandi. Bu ¢aligmada bakteriyofaj-antibiyotik/peptid sinerjik etkilesimleri

ti¢ farkl1 protokol ile incelendi (Sekil 3.6).

_ ]

A. Eszamanh
Kullanim

B. Ardisik 1)I_§ ~2 Saat ¢?
Kullanim - AP

C. Ardigik Y -2saat S
Kullanim - G

Sekil 3.6. Bakteriyofaj ve antibiyotik/peptidlerin kullanim sirasi.

Calismada iki farkl: steril U tabanli 96 kuyucuklu mikroplaka kullanildi. Birinci
mikroplakada, o©Onceden hazirlanan farkli MOI degerlerine (1000-0.0001) sahip
bakteriyofaj karisimi dikey (asagi) yonde 100 puL pipetlenirken ikinci mikroplakada
antibiyotik/peptid diliisyonlar1 yatay (sola) yonde 50 pL olacak sekilde pipetlendi. Daha
sonra ikinci mikroplakadaki antibiyotik/peptid diliisyonlarindan 50 pL birinci
mikroplakaya aktarildi. Boylece farkli MOI degerlerine sahip bakteriyofa) ile farkl
konsantrasyonlara sahip antibiyotik/peptidler mikroplaka kuyucuklarinda olmasi
sagland1. Konak bakteri kiiltiirii, logaritmik fazda (optik yogunlugu ODgoo ~0.2) olacak
sekilde ayarland1 ve kuyucuklara 100 pL pipetlenerek, kuyucuktaki son hacim 250 pL
oldu. Kontrol olarak, antibiyotik/peptid sterilite kontrolii (150 pL LB broth + 100 pL
antibiyotik/peptid), bakteriyofaj kontrolii (150 pL LB broth + 100 pL bakteriyofaj lizat1),
besiyeri kontrolii (250 pL LB broth), pozitif kontrol (150 uL LB broth + 100 pL bakteri),
tampon kontrolii (150 pL LB broth + 100 uLL SM tamponu) kullanildi. Mikroplaka 37°C'de
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18-24 s inkiibe edildikten sonra mikroplaka okuyucusunda ODsoo nm’de 6l¢iimler alind1

(Sekil 3.7).

Calismada kullanilan farklt MOI degerleri asagidaki formiiller ile hesaplandi.
MOI Hesaplamasi:

MOI = (POBx Lizat Hacmi) : (KOB (ODgoo ~=0.2) x 100 uL)

ELISA okuyucusunda ODsoo nm'den elde edilen degerler kullanilarak
kombinasyonun konak bakteri iizerindeki ¢ogalma yiizdesi ve FiKi hesaplandi. Bu
hesaplamalar ile bakteriyofaj ve antibiyotik/peptid kombinasyonlarinin konak bakteri
tizerindeki etkisi yiizdesel olarak ifade edildi ve kuyucuklarin canlilik haritasi
olusturularak gorsellestirildi. FIKI degerleri ile kombinasyonlar arasindaki sinerjik

etkilesim degerlendirildi (Odds, 2003).

FIKI Indeksi Hesaplama Formiilii:

FiKi = (Bakteriyofajin Kombinasyondaki Titresi / Bakteriyofajin Tek Bagina MIK
Degeri) + (Antibiyotigin Kombinasyondaki Konsantrasyonu / Antibiyotigin Tek Basina
MIK Degeri)

Kombinasyondan elde edilen FIKI degerleri kullanilarak sinerjik etkilesimler;

FIKI < 0.5: Sinerjistik etki, 0.5 < FIKI < 4: Additif etki FIKI > 4: Antagonistik etki

seklinde yorumlanmustir.
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. Birinci Mikroplakada ikinci Mikroplakada
faj Diliisyonlarimin Hazirlanmasi Antibiyotik/Peptid Diliisyonlarinin Hazirlanmasi

@
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® = e
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| Mikroplakanin Okutul

‘ ’_> ikroplakanin masi

‘ @ r— inkiibasyon
~_ = 37°C 18-24 Saat

Sekil 3.7. Dama tahtas1 yontemi ile bakteriyofaj ve antibiyotik/peptid sinerjisinin
saptanmasi.

3.9. Antimikrobiyal Peptidlerin Sitotoksik Aktivitesinin Belirlenmesi

3.9.1. Hiicre Hattinin Hazirlanmasi

Antimikrobiyal peptitler olan PEX ve MUR'in sitotoksik aktivitesi, L929 fare
fibroblast hiicre hatt1 (American Type Culture Collection, USA) kullanilarak arastirildi.
S1vi azotta saklanan hiicreler, RPMI-1640 besiyeri ile yikanarak %10 fetal bovine serum
(FBS, steril ve inaktive), %1 penisilin-streptomisin ve %1 GEN soliisyonu eklenen RPMI-
1640 besiyeri igeren hiicre flaskina ekildi. Hiicreler, 37°C'de %5 CO:'li etiivde 48 s

inkiibasyona birakildi. Hiicre sayis1 ve canliligi, tripan mavisi boyasi kullanilarak Thoma

lami ile belirlendi.
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3.9.2. Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi

Sitotoksik aktivitenin saptanmasi amaciyla, steril, diiz tabanli ve 96 kuyucuklu
mikroplaklarin her bir kuyucugunda 100 puL besiyeri iginde yaklasik 2x10* hiicre olacak
sekilde hiicre siispansiyonu hazirlandi. PEX 512-0.25 pg/mL aralifinda, MUR c¢ozeltisi
ise 64-0.01 pg/mL araliginda seri diliisyonlar halinde ayr1 bir mikroplakada hazirlanmis
ve her birinden 100 pL alinarak hiicrelerin ¢ogaltildigi mikroplakaya pipetlendi.
Mikroplakalar, 37°C'de %5 CO.'li etiivde 48 s inkiibasyona alindi. Hiicre canliligi, MTT
[3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromit] yontemi ile belirlendi
(Mosmann, 1983). Absorbans dl¢limleri, 570 nm dalga boyunda Biotek marka 800TS
model (ABD) spektrofotometre ile yapildi. Sitotoksik aktivite deneyleri, farkli giinlerde
lic kez tekrar edilmistir. Calismanin bu boliimii, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip

Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.10. istatistiksel Analiz

Bu caligmada, MCTAY ile elde edilen plak boyutu (mm) ve plak sayist verileri
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Alt agara ve yumusak agara sub-MIK antibiyotik
veya peptid ajanlarin eklenmesiyle olusturulan kombinasyonlarin, yalnizca bakteriyofaj
uygulanan kontrol grubu ile karsilastirilmasi yoluyla sinerjik etki diizeyleri analiz edildi.
Her bir ajan i¢in kontrol ve kombinasyon grubu ol¢iimleri eslestirilerek bagimli 6rneklem
t-testi (paired samples t-test) uygulanmis, varyansin sabit olmadigi veya drneklemin sabit
deger igerdigi durumlarda test uygulanabilirlifi ayrica degerlendirildi. Analizler,
BAUNPA1 ve BAUNPA3 fajlar1 i¢in ayr1 ayr1 gercgeklestirilmis; istatistiksel olarak

anlamli fark gdsteren ajanlar p < 0.05 diizeyi esas alinarak belirlendi.

FiKi degerlerinin analizinde, bakteriyofajlarin alt: farkli antibiyotik ve peptid
ajanla eszamanli ve ardisik (6nce faj, once antibiyotik/peptid) kombinasyonlar ii¢ farkl
uygulama modeli cergevesinde karsilastirildi. FIKI degerlerinin uygulama sirasina gore
farklilik gosterip gostermedigini belirlemek amaciyla tek yonlii varyans analizi (One-Way
ANOVA) uygulandi. Ayrica eszamanli ve ardisik uygulama gruplari arasindaki ikili

farklar1 degerlendirmek iizere bagimsiz 6rneklem #-testi (independent samples t-test)
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kullanildi. Bu verilerin analizinde SPSS versiyon 25.0 (IBM-SPSS Inc., Chicago, IL,
ABD) programi kullanildu.
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon ve Saflagtirllma

Balikesir ilindeki ii¢ farkli lokasyondan toplanan atik su orneklerinden, P
aeruginosa-6zgii bakteriyofaj izolasyonu amaciyla uygun protokoller uygulandi. Bu
calismalar sonucunda, konak P. aeruginosa suslart PA1 ve PA3’e karsi litik etki gosteren
ve morfolojik olarak birbirinden farklilik gosteren iki bakteriyofaj izole edildi. Bu
bakteriyofajlar, konak suslarima atfen sirastyla BAUNPA1 ve BAUNPA3 olarak
adlandirildu.

Sekil 4.1°de goriildiigii gibi, her iki bakteriyofajin ¢ift tabakali agar ortaminda
olusturdugu plaklarin morfolojik 6zellikleri incelendi. BAUNPAT1’e ait plaklarin ~2-3
mm ¢apinda, belirgin sinirli, saydam ve ¢evresinde hale benzeri zonlar igerdigi gozlendi.
BAUNPA3’e ait plaklarin ise daha kii¢iik ¢capli (~ <1 mm) ve daha az saydam oldugu

belirlendi.

Sekil 4.1. Izole edilen bakteriyofajlarin plak morfolojisi.
A. BAUNPA1, B. BAUNPA3
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4.2. Karakterizasyon

4.2.1. Total DNA ve Restriksiyon Profili

BAUNPA1 ve BAUNPA3’lin genomik DNA biitiinliigiinii degerlendirmek igin
agaroz jel elektroforezi yapildi. Oncesinde, her iki bakteriyofaja ait total DNA izole edildi
(Sekil 4.2). Jel ilizerinde net ve yogun bantlar halinde gozlenen bu DNA’lar,
ekstraksiyonun etkin oldugunu ve niikleik asitlerin ileri molekiiler analizler icin yeterli

kalitede oldugunu gdsterdi.

M BAUNPAl BAUNPA3 M

Sekil 4.2. Bakteriyofajlara ait total DNA agaroz jel elektroforezi.

Sekil 4.3'de goriilen, bakteriyofaj DNA'larinin HinDIII restriksiyon endoniikleazi
ile kesimi sonucu elde edilen bant profilleri, her iki genomun farkli sayida ve biiyiikliikte
DNA fragmanlarina ayrildigini gosterdi. Restriksiyon profillerindeki belirgin farkliliklar,
BAUNPA1 ve BAUNPA3'lin genomik yap1 bakimindan farkli oldugunu ortaya koydu.
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M BAUN PA1 BAUNPA3 M

Sekil 4.3. BAUNPA1 ve BAUNPA3 genomik DNA'larinin
HinDIII kesim profili.

4.2.2. Optimum Enfeksiyon Coklugu

Bakteriyofajlarin in vitro ¢ogalma verimliligini degerlendirmek icin 0.1, 1 ve 10
MOI degerlerinde denemeler yapildi. Her bir kosul sonrasi bakteriyofaj titreleri
(POB/mL) belirlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Farkli MOI degerlerinde bakteriyofaj titreleri.
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BAUNPAT1'de MOI artistyla titrede anlamli yiikselme gozlendi: MOI 0.1'de ~10°
POB/mL, MOI 1'de 10° POB/mL, MOI 10'da 107 POB/mL. Bu durum, yiiksek MOI'da
konak hiicrelere etkin adsorpsiyon ve verimli iiretimle iligskilendirildi. BAUNPA3’te de
MOI artistyla titre yiikseldi: MOI 0.1'de ~10* POB/mL, MOI 1'de 10° POB/mL, MOI
10'da 10 POB/mL. Ancak BAUNPA3'iin iiretim kapasitesinin BAUNPA1'e kiyasla daha
diisiik oldugu belirlendi. Her iki bakteriyofaj i¢in optimum iretimin MOI 10'da
gerceklestigi saptandi.

4.2.3. Konak Arahg

Konak araliginin belirlenmesi amaciyla, 50 P aeruginosa susu ile S'er K.
pneumoniae, S. aureus, E. coli, S. maltophilia ve A. baumannii suguna kars1 agar spot testi
uygulandi. Plaklarin saydamligina gore tam lizis (++), kismi lizis (+) veya lizis yok (-)

seklinde siiflandirildi (Sekil 4.5).

Tam Lizis

Kismi Lizis

Lizis Yok

Sekil 4.5. Bakteriyofaj konak araliginin belirlenmesi.

BAUNPAL, test edilen 50 P. aeruginosa susunun 10’unda tam lizis (++), 7’sinde
ise kismi lizis (+) gosterdi; 33 susta etkisizdi. Diger bakteri tiirlerine karsi litik etki
gbzlenmedi (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. BAUNPAL1 bakteriyofajinin litik etkinlik dagilimi (%).

Agar Spot Test

Bakteri Lizis Yok Tam Lizis Kismi Lizis
= P. aeruginosa (n:50) 66 20 14
% K. pneumoniae (n:5) 100 - -
3 S. aureus (n:5) 100 - -
R E coli(n:5) 100 - -

S. maltophilia (n:5) 100 - -

A. baumannii (n:5) 100 - -

Buna karsilik, BAUNPA3, 50 P. aeruginosa susunun 18’inde tam lizis, 12’sinde
kismi lizis gostermis olup sadece 20 susta etkisiz bulundu. Ayrica BAUNPA3 farkli
bakteri tiirlerinden yalnizca iki farkli A. baumannii izolatinda kismi lizis (+) gosterirken

diger tiim tiirlere kars1 etkisiz bulundu (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. BAUNPA3 bakteriyofajinin litik etkinlik dagilimi (%).

Agar Spot Test

Bakteri Lizis Yok Tam Lizis Kismi Lizis
2 P. aeruginosa (n:50) 40 36 24
% K. pneumoniae (n:5) 100 -
2 S. aureus (n:5) 100 -
A E. coli (n:5) 100 -

S. maltophilia (n:5) 100 - -

A. baumannii (n:5) 60 - 40

Bu sonuglar, her iki bakteriyofajin da litik etkinliginin biiyiik dl¢lide P. aeruginosa
ile sinirlt oldugu, fakat BAUNPA3’lin daha genis konak aralig1 ve daha yiiksek litik etki

oranina sahip oldugu belirlendi.

4.2.4. Zamana Bagh Etkinlik

BAUNPA1 ve BAUNPA3 bakteriyofajlarinin farkli MOI degerlerinde P
aeruginosa lizerine gosterdigi zamana bagli tireme inhibisyonu, optik dansite dl¢iimleriyle
degerlendirildi. Sadece konak bakterinin bulundugu pozitif kontrdlin OD degerinin
yaklasik 3. s den itibaren yiikselmeye bagladig1 ve 7. s sonra hizli bir ¢cogalma egilimi
gostererek 20. s te maksimum diizeye ulastigir gézlendi. Sadece LB broth’un bulundugu

negatif kontrol ve bakteriyofaj lizatinin bulundugu kontrol gruplarinda ise OD degerinin
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sabit kaldig1 gézlendi. BAUNPA1’in MOI 0.1 uygulamasinda, yaklasik 9. s den itibaren
baslayan OD artis1 pozitif kontrole kiyasla daha diisiik seviyelerde seyretti. MOI 1
uygulamasinda ise bakteriyel tiremenin 10. s civarinda basladig1 ve pozitif kontrole gore
baskilanmis oldugu gozlendi. MOI 10 uygulamasinda ise bakteriyel iremenin yaklagik
12. s kadar anlaml diizeyde baskilandigi belirlendi. MOI diizeyinin artis1 ile
bakteriyofajin konak hiicrelere etkili bir sekilde adsorbe oldugu ve bakteriyel {iremenin

daha uzun siire inhibe edildigi saptand1 (Sekil 4.6).

BAUN PA1

e MO 0.1
[l MO 1
—— MOl 10

Pozitif Kontrol
[ =t Negatif Kontrol
—=— Faj Kentrol

0D595 nm
=] [=] bt - = -
o 2] =] b = o

=}
.
T

=
[N

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Zaman (saat)

Sekil 4.6. BAUNPA1’in zamana bagli iireme inhibisyonu.

BAUNPA3 i¢in elde edilen verilere gore, bakteriyel iiremenin MOI 0.1
uygulamasinda yaklasik 14. s, MOI 1 uygulamasinda ise yaklasik 15. s basladigi, en
yiiksek doz olan MOI 10’da ise bakteriyel iiremenin 16. s kadar baskilandig1, bu siirenin

ardindan konak bakterinin yeniden iireme silirecine gectigi saptandi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. BAUNPA3’{in zamana bagli ireme inhibisyonu.

Elde edilen veriler, her iki bakteriyofajin da MOI degerine bagl olarak konak
bakteri iiremesini farkli siire ve etkinlik diizeyinde baskiladigini, yiiksek MOI
diizeylerinde giiclii bir litik etki gdsterdigini ortaya koydu. Her iki bakteriyofaj icin de en
etkili MOI degerinin 10 oldugu ve bakteri liremesini yaklasik >10 s in iizerinde
baskiladiklar1 saptandi. BAUNPA3 ile yapilan uygulamalarda, bakteri {iremesinin daha

uzun siire baskilandig1 goriildii.

4.2.5. Tek Adimh Cogalma Egrisi

BAUNPA1 ve BAUNPA3 bakteriyofajlarinin ¢ogalma egrisini degerlendirmek
amaciyla 0-90 dk araliginda her 10 dk da bir elde edilen titre verileri logaritmik 6lgekte
analiz edildi. Elde edilen veriler dogrultusunda bakteriyofajlarin ¢ogalma siireci; latent

faz, ylikselme faz1 ve plato fazi olmak tizere ii¢ temel evrede degerlendirildi.

BAUNPA1 ¢ogalma egrisinde, ilk 30 dk siirenin latent faza karsilik geldigi, bu
siire zarfinda konak hiicrelerde bakteriyofaj cogalmasi baslamis olmakla birlikte, 30. dk
dan itibaren titre de belirgin bir artis gozlenerek ylikselme fazina gecildigi saptandi. Bu
fazda, bakteriyofaj partikiillerinin konak hiicrelerden salinarak 60. dk da ~ 10®¥ POB/mL
diizeyine ulastig1 goriildii. Yiikselme fazini takiben titre diizeyinin yatay seyretmesi ile
birlikte sistemin plato fazina girdigi belirlendi (Sekil 4.8). BAUNPA1 in patlama boyutu
189 faj, adsorpsiyon oran1 %87,3 ve adsorpsiyon hiz1 4,13 x 10~ mL/CFU/dakika oldugu

saptandi.
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Sekil 4.8. BAUNPA1’in tek adimli ¢gogalma egrisi.

BAUNPA3 ¢ogalma egrisinde de, benzer sekilde latent faz olarak tanimlanan ilk
30 dk dan sonra bakteriyofaj cogalmasinin yiikselme fazina gectigi gézlendi. 70. dkya
kadar olan siiregte, bakteriyofaj titresinin diizenli bir artig ile ~10® POB/mL diizeyine
ulastig1 saptandi. Ancak 80. dk da titrede diisiis gézlemlenmis, 90. dk da ise 70. dk
diizeyine yiikselmistir (Sekil 4.9). BAUNPA3 iin patlama boyutu 43 faj, adsorpsiyon orani
%97,65 ve adsorpsiyon hiz1 7,514 x 10~° mL/CFU/dakika oldugu saptandi.

BAUN PA3

10°
—_— EALIN PA3

Plato Fan

107

POB/mL
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Sekil 4.9. BAUNPA3’iin tek adimli cogalma egrisi.
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4.2.6. Farkh Cevresel Kosullarin Stabiliteye Etkisi

BAUNPA1 ve BAUNPA3 bakteriyofajlarinin farkli sicakliklarda (37°C, 50°C,
60°C, 70°C, 80°C, 90°C ve kontrol amaciyla 4°C’de) 180 dk siireyle gosterdikleri termal
stabilite, farkli pH degerlerinde (pH 2, 4, 6, 8, 10, 12 ve ve kontrol amaciyla pH 7°de) 180
dk siireyle gosterdikleri pH stabilitesi, CTAY kullanilarak degerlendirildi. Bakteriyofaj
titrelerinde meydana gelen degisimler logaritmik 6l¢ekte analiz edilerek, sicaklik ve pH

degisiminin litik bakteriyofajlar lizerindeki etkileri karsilastirmali olarak saptandi.

Elde edilen verilere gore BAUNPA1 in titresinin, 37°C ve 50°C’de 180 dk siireyle,
minimal titre kaybi ile stabil kaldigi, 60°C’de ise kademeli bir azalma (~10° POB/mL)
gosterdigi saptand1. 70°C’de titre degeri 30. dk da yaklasik 10° POB/mL’ye, 60. dk da 10*
POB/mL’ye diiserken, 90. dk dan itibaren ise enfeksiyoz partikiil saptanmadi. 80°C ve
90°C’de 30. dk da inaktivasyon baslarken 60. dk dan itibaren bakteriyofajin tamamen
inaktive oldugu saptandi. Kontrol amaciyla +4°C’de inkiibe edilen grupta ise tiim siire

boyunca anlamli bir titre kaybi1 goriilmedi (Sekil 4.10).

BAUN PAl

10? 3rc
. 50°C
. 60°C
. 70°C
. 50°C
107 . 00°C
. +4°C Control

0 30 60 90 120 150 180
Zaman (dk)

Sekil 4.10. BAUNPA1’in farkli sicakliklarda titre degisimi.

BAUNPA31in titresinin benzer sekilde, 37°C ve 50°C’de 180 dk siireyle, minimal
titre kaybu ile stabil kaldigi, 60°C’de ise BAUNPA1 e benzer bir titre kayb1 gozlenirken,
70°C’de titre degeri 30. dk da yaklasik 10* POB/mL’ye diistii. Kontrol grubunda anlamli
bir aktivite kaybi izlenmedi (Sekil 4.11). Bu bulgular, BAUNPA1 bakteriyofajinin,
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potansiyel terapotik veya biyoteknolojik uygulamalarda daha genis bir 1sil tolerans

araligina sahip oldugunu gosterdi.

BAUN PA3
108
37°C
- 50°C
107 - eo:c
m 70°C
mm 80°C
. = 90°C
10 s +4°C Control
-
§ 10°
]
a
10%
103
102
V] 30 60 90 120 150 180
Zaman (dk)

Sekil 4.11. BAUNPA3iin farkli sicakliklarda titre degisimi.

Bakteriyofajlarin  farkli pH degerlerine karsi stabilitelerini degerlendirmek
amaciyla gerceklestirilen in vitro calismada, her iki bakteriyofaj nétr (pH 7) ve hafif bazik
(pH 8) kosullarda stabil kalirken, ekstrem asidik (pH 2-4) ve bazik (pH 10-12) kosullarda
belirgin inaktivasyon gozlendi. BAUNPAI1, pH 4 ve pH 6'da kismi enfeksiyozitesini
korurken (sirasiyla 10* ve 10° POB/mL); BAUNPA3'lin ayn1 pH'larda daha diistik titresi
vardi (10° ve 10* POB/mL). pH 12'de her ikisinde de titre ~10> POB/mL'ye diistii (Sekil
4.12). Bu veriler, terapotik uygulamalarda pH tamponlamanin Onemini ortaya

koymaktadir.

108 —e— BAUN PAl
—=— BAUN PA3

Titre (POB/mL)
=
o

2 4 6 7 8 10 12
pH

Sekil 4.12. Farkli pH degerlerinde bakteriyofajlarin titre degisimi.
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4.2.7. Morfolojik Karakterizasyon

BAUNPAL1 bakteriyofajina ait, 5.000x biiyiitme ile elde edilen ve 200 nm 6lgek
cubugu iceren TEM goriintiisii (Sekil 4.13), belirgin izometrik bas yapisina ek olarak uzun

ve ince bir kuyruk yapisinin varligini ortaya koymustur.

oh T s e g Rt
PR——— gl T
O e e B 4

Sekil 4.13. BAUNPA1’in TEM goriintiisii.

BAUNPA3 bakteriyofajina ait, 150.000x biiyiitme ile elde edilen ve 100 nm 6l¢ek
cubugu igeren TEM goriintiisii (Sekil 4.14) ise belirgin izometrik bas yapisi sergilerken
belirgin bir kuyruk gozlenemedi. Kuyrugun gézlenmemesi, teknik sinirlamalarla iligkili

olabilir.

Sekil 4.14. BAUNPA3’iin TEM goriintiisti.
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4.3. Izolatlarin Ornek Tiirlerine Gore Dagilimi

Toplam 50 P. aeruginosa izolat1 degerlendirilerek ornek tiirii, cinsiyet ve klinik
birime gore dagilimlar1 belirlendi. Yapilan analizlerde, en sik izolasyonun balgam
orneklerinden gerceklestirildigi tespit edildi (%22; n=11). Balgami sirasiyla yara yeri
ornekleri (%18; n=9), kan ve konjunktiva 6rnekleri (%2; n=1"er) izledi. Cinsiyet dagilimi
incelendiginde, izolatlarin %82’sinin (n=41) erkek, %18’inin (n=9) kadin hastalardan elde

edildigi belirlendi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. P. aeruginosa izolatlariin dagilimi.

Ornek Tiirii Say1 Yiizde (%)
Trakeal Aspirat 12 24
Balgam 11 22
Idrar 9 18
Yara 9 18
Kulak 5 10
Kan 1 2
Periton 1 2
Konjuktiva 1 2
Abse 1 2
Cinsiyet

Erkek 41 82
Kadin 9 18
Klinik

Poliklinik 27 54
Servis 16 32
Yogun Bakim 7 14

4.4. Antimikrobiyal Duyarhhk Testleri

P aeruginosa izolatlarinin antimikrobiyal direng profilleri disk difiizyon yontemi

ve s1v1 mikrodiliisyon yontemi kullanilarak belirlendi.

62



4.4.1. Disk Difiizyon Yontemi Sonug¢lar:

MCTA-DD yo6ntemi bakteriyofaj-antibiyotik/peptid kombinasyonlarinin sinerjik
etkilerini incelemeden dnce, kullanilan antimikrobiyallerin agardaki difiizyon etkinligini
ve P. aeruginosa izolatlari lizerinde inhibisyon zonu olusturup olusturmadigini belirlemek
amaciyla uygulandi. Elde edilen inhibisyon zon ¢aplar1 Tablo 4.4’te sunulmustur. Bu
testteki zon caplarina iliskin herhangi bir duyarlilik degerlendirmesi yapilmamais; veriler
yalnizca MCTA-DD yonteminin uygulanabilirligini destekleyen 6n inceleme olarak ele

alimustr.

Tablo 4.4. Disk difiizyon yontemine gore antibiyotik ve peptidlerin
inhibisyon zon ¢aplar1 (mm).

Antibiyotik/ Zon Cap1 (mm)

Peptid <10 10-25 >26
CIP - 23 27
MEM 2 48

MUR 0 50

PEX 3 47 -
TOB 3 39 8

CIP: Siprofloksasin, MEM: Meropenem MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan,
TOB: Tobramisin

4.4.2. Sivi Mikrodiliisyon Yontemi Sonuclari

Alt1 farkli antimikrobiyal ajanin klinik drneklerden izole edilen 50 P. aeruginosa
susuna kars1 sivi mikrodiliisyon yontemi ile MIK degerleri belirlendi. Antibiyotklerin
MIK degerleri, EUCAST 2025 kriterleri dogrultusunda yorumlandi. MIK deger araliklari
Tablo 4.5, MiKso, MiKoo degetleri Tablo 4.6 te verildi.

CIP icin MIKso: 0.25 pg/mL, MiKso: 16 pg/mL; izolatlarin %42’si direncli, %58’
yiiksek dozda duyarli oldugu; COL igin MiKso: 0.5 pg/mL, MiKso: 1 pg/mL; tiim
izolatlarin duyarli oldugu; MEM igin MiKso: 0.5 pg/mL, MiKeo: 16 pug/mL; izolatlarmn
%12’sinin direngli oldugu; TOB i¢in MiKso: 0.5 pg/mL, MiKeo: 8 pg/mL; izolatlarm
%16’s11n direncli oldugu; peptidler, MUR igin MiKso: 0.25 pg/mL, MiKso: 0.5 pg/mL;
PEX icin ise MiKso: 16 pg/mL, MiKso: 32 pg/mL olarak saptand.
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Tablo 4.5. Antibiyotik ve peptidlerin MIK degerlerinin dagilimi (ug/mL).

64 32 16 8 4 2 1 05 025 012 0.06
. coL 11 23 7 6 3
'§ MEM 5 | 2 4 11 14 9 3 |
£ crp > 5 1 3 4 2 4 9 14 6
=

<  TOB 1 1 1 4 1 4 26 9 3

= MUR 2 8 23 14 3
&  PEX 5 14 19 12

A

CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem, MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan,
TOB: Tobramisin

MUR ve PEX i¢in klinik smir degerler tanimli olmadigindan duyarlilik

degerlendirmesi yapilamadi. En yiiksek direng CIP ile gézlenirken, COL direngli izolata

rastlanmadi. MUR’in, antimikrobiyaller arasinda en dar MiK deger dagilimmna sahip

oldugu goriildii.

Tablo 4.6. Antibiyotik ve peptidlerin duyarlilik profillerinin dagilimi.

MiK_ MiK %S %YDD %R

COL 0.5 1 100 - -
=
E MEM 0.5 16 88 - 12
2 CIP 0.25 16 - 58 42
=
< TOB 0.5 8 84 - 16
= MUR 0.25 0.5 * *
§ * %
£ PEX 16 32
*Smir deger bulunmamaktadir. CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem

MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan, TOB: Tobramisin
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4.5. Bakteriyofaj-Antibiyotik/Peptid Sinerjik Etkilesim Sonuclari
4.5.1. Disk Difiizyon Yontemi

MCTAY—disk diflizyon yontemi kullanilarak, BAUNPA1 ve BAUNPA3 ile
antibiyotik/peptid kombinasyonlarinin, litik aktiviteye duyarli bes farkli P. aeruginosa
izolat1 lizerindeki etkileri degerlendirildi. Antibiyotik/peptid disklerinin inhibisyon zon
caplart ve kombinasyonlarin plak boyutu iizerindeki degisimleri, kontroller ile

karsilastirildi. Deneysel diizenek asagida drneklendi (Sekil 4.15).

PA29 - BAUNPAl+ MEROPENEM

e t—

.

Sekil 4.15. PA29 susuna karsi BAUNPA 1-meropenem kombinasyonunun
MCTAY-DD ile degerlendirilmesi. (A) BAUNPA1-PA29,
(B) BAUNPA1-PA29 + Ab diski (C) PA29, (D) PA29 + Ab diski.

BAUNPAL1 faji ile gerceklestirilen uygulamalarda, zon artiglari, izolat 29’da
CIP/MUR (+2 mm); izolat 34’te TOB (+4 mm); izolat 49°da MEM/MUR (+2 mm); izolat
50’de PEX (+4 mm) seklinde gozlendi (Tablo 4.7).

Plak boyutu artislari ise, izolat 29°da MEM (+1 mm); izolat 34’te CIP/COL/MEM
(+1-2-1 mm); izolat 49°da CIP/MEM (+2-1 mm) seklinde gozlenerek (Sekil 4.16) Tablo
4.8°de verildi.
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Tablo 4.7. BAUNPA 1-antibiyotik/peptid disk kombinasyonlarinin inhibisyon zon
caplar1 (mm).

. Antibiyotikler Peptidler
1zolat
N F+ F+ F+ F+ F+ F+
0
CIp CIP COL COL MEM MEM TOB TOB MUR MUR PEX PEX
1 36 36 11 11 36 36 12 13 13 13 7 7
29 37 39 7 8 40 40 13 14 12 14 7 10
34 35 36 8 10 34 35 9 13 13 12 10 13
49 34 35 12 13 36 38 10 11 13 15 7 9
50 22 23 10 10 7 12 9 10 12 13 7 11

F: BAUNPAI, CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem MUR: Murepavadin, PEX:
Peksiganan, TOB: Tobramisin

Tablo 4.8. BAUNPA 1-antibiyotik/peptid disk kombinasyonlarimin
plak boyutuna etkisi (mm).

izolat Antibiyotikler Peptidler
Kontrol

No F+CIP F+COL F+MEM F+TOB F+MUR F+PEX
1 2 2 2 2 2 2 2

29 2 2 2 3 2 2-2.5 2

34 2 3 4 3 3 2 2

49 2 4 2 3 2 2 2

50 2 2 2 2 2 2 2

F: BAUNPAI, CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem
MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan, TOB: Tobramisin

BAUNPA1 - PA29 BAUNPA1 - PA34

- —
KONTROL MEROPENEM

KONTROL KOLISTIN

BAUNPA1 - PA49 BAUNPA1 - PAS0

KONTROL

KONTROL MUREPAVADIN

Sekil 4.16. BAUNPA 1-antimikrobiyal disk kombinasyonlarinin

plak morfolojisi ve inhibisyon zonu iizerine etkisi.
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BAUNPA3 faji ile gerceklestirilen uygulamalarda, zon artiglari, izolat 3’de
MEM/TOB (+2-5 mm); izolat 29°da TOB/MUR (+2 mm); izolat 34’da COL (+2 mm)
seklinde gozlendi (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. BAUNPA3-antibiyotik/peptid disk kombinasyonlarinin inhibisyon zon
caplar1 (mm).

Antibiyotikler Peptidler

izolat F+ F+ F+ F+ F+
No CIP Cll COL COL MEM MEM TOB TOB MUR MUR PEX PEX

3 33 33 16 16 22 24 17 22 14 16 10 10
29 37 38 9 10 39 40 15 17 13 15 8 8
34 34 34 9 11 33 33 11 11 12 12 9 9
49 32 33 12 12 36 36 12 13 13 13 7 7
50 22 23 9 9 7 7 11 12 13 13 7 7

F: BAUNPAS3, CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem MUR: Murepavadin, PEX:
Peksiganan, TOB: Tobramisin

Plak boyutu artiglari ise, izolat 3’te MEM (+0.5 mm) ve 49’da TOB (+0.5 mm)
seklinde gozlenerek (Sekil 4.17) Tablo 4.10°de verildi.

BAUNPA3 - PA3 BAUNPA3 - PA29

KONTROL MEROPENEM KONTROL PEKiGNAN

BAUNPA3 - PA49 BAUNPA3 - PAS0

KONTROL TOBRAMISIN KONTROL MUREPAVADIN

Sekil 4.17. BAUNPA3-antimikrobiyal disk kombinasyonlarinin

plak morfolojisi ve inhibisyon zonu iizerine etkisi.
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Tablo 4.10. BAUNPA3 ile antibiyotik/peptid disk kombinasyonlarinin plak

boyutuna etkisi (mm).

izolat Antibiyotikler Peptidler

No Kontrol F+CIP F+COL F+MEM F+TOB F+MUR F+PEX
3 <1 <l <1 1-1.5 <1 <1 <l

29 <1 <l <1 <l <1 <1 <l

34 <1 <l <1 <l <1 <1 <l

49 <1 <l <1 <l 1-1.5 <1 <l

50 <1 <l <1 <1 <1 <1 <l

F: BAUNPA3, CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem MUR: Murepavadin,
PEX: Peksiganan, TOB: Tobramisin

4.5.2. Alt Agara Sub-MIK Antibiyotik/ Peptid Eklenmesi

Bakteriyofajlar ile MCTA-AA sub-MIK antibiyotik/peptid eklenmesiyle plak

boyutu ve sayisinda artisa neden oldugu gériildii. BAUNPA1’in plak ¢apinda izolat 1°de
CIP (+1 mm), MEM (+1 mm); Izolat 29°da COL (+1 mm) ve MEM (+2 mm), izolat 49°da
CIP ve MEM (+2 mm), Izolat 34’te ise TOB (+2 mm) artis saptand1 (Tablo 4.11, Sekil

4.20).

Tablo 4.11. BAUNPALI ile alt agara sub-MIK antibiyotik/peptid
eklenmesinin plak boyutuna etkisi (mm).

izolat Antibiyotikler Peptidler

No Kontrol F+CIP F+COL F+MEM F+TOB F+MUR F+PEX
1 2 3 2 3 2 2 2

29 3 3 4 5 3 3 3

34 2 3 3 3 4 2 2

49 1 3 2 3 2 2 2

50 2 2 2 2 2 2 2

F: BAUNPAIL, CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem
MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan, TOB: Tobramisin

Kontrole kiyasla BAUNPA1 plak sayisi Izolat 1’de MEM (+19) ve TOB (+42);

[zolat 29 ve 34’te MEM (+17), COL (15); izolat 49°da MEM (+23) ve MUR (+53); Izolat
50°de ise PEX (+28), MUR (+22) eklenmesiyle artmistir (Tablo 4.12 ve Sekil 4.18).
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Tablo 4.12. BAUNPALI ile alt agara sub-MIK antibiyotik/peptid
eklenmesinin plak sayisina etkisi.

izolat Antibiyotikler Peptidler

No Kontrol F+CIP F+COL F+MEM F+TOB F+MUR F+PEX
1 106 100 113 125 148 118 108

29 64 60 79 81 61 66 60

34 77 94 99 100 88 82 79

49 72 89 98 117 76 125 85

50 102 110 105 112 117 124 130

F: BAUNPAIL, CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem
MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan, TOB: Tobramisin

BAUNPA1-PA29 BAUNPA1-PA34

KONTROL MEROPENEM KONTROL TOBRAMISIN

BAUNPA1-PA49 BAUNPA1 - PAS0

KONTROL PEKSIGANAN

KONTROL SIPROFLOKSASIN

Sekil 4.18. Alt agara sub-MIK antibiyotik/peptid eklenmesinin
BAUNPAT1’in plak boyutu ve plak sayisina etkisi

BAUNPA3 ile MCTA-AA sub-MIK eklenen antibiyotik/peptidlerin eklenmesiyle
plak ¢apinda artislar goriildii. izolat 3’te TOB (+0.5 mm); Izolat 29 ve 34’te ise CIP (+0.5-
1 mm) eklenmesiyle sinirli artiglar goriiliirken, diger kombinasyonlarda degisiklik

goriilmedi (Tablo 4.13 ve Sekil 4.21).
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Tablo 4.13. BAUNPAZ3 ile alt agara sub-MIK antibiyotik/peptid
eklenmesinin plak boyutuna etkisi (mm).

izolat Antibiyotikler Peptidler

No Kontrol F+CIP F+COL F+MEM F+TOB F+MUR F+PEX
3 <l <l <1 <l 1-1.5 <1 <1

29 <1 1.5-2 <1 <l <1 <1 <1

34 <l 1-1.5 <1 <l <1 <1 <1

49 <l <1 <1 <1 <1 <1 <1

50 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

F: BAUNPA3, CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem
MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan, TOB: Tobramisin

BAUNPA3 ile MCTA-AA sub-MIK eklenen antibiyotik/peptidlerin eklenmesiyle
plak sayisinda artislar goriildii. izolat 3’te COL (+81) ve MEM (+73); izolat 29°da COL
(+20) ve MUR (+4); izolat 34’te MEM (+52) ve CIP (+44); izolat 49°da TOB (+40) ve
CIP (+8); izolat 50’de ise TOB ile (+8) arttig1 belirlendi (Tablo 4.14 ve Sekil 4.19).

Tablo 4.14. BAUNPA3 ile alt agara sub-MIK antibiyotik/peptid
eklenmesinin plak sayisina etkisi.
izolat Antibiyotikler Peptidler

No Kontrol F+CIP F+COL F+MEM F+TOB F+MUR F+PEX

3 151 208 232 224 204 196 204
29 212 196 232 212 216 188 196
34 92 136 124 144 112 96 98
49 348 356 344 388 324 276 332
50 368 356 332 376 356 296 344

F: BAUNPA3, CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem
MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan, TOB: Tobramisin
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BAUNPA3 - PA3 BAUNPA3-PA29 L

.

KONTROL TOBRAMISIN

KONTROL SIPROFLOKSASIN

BAUNPA3-PA34 BAUNPA3 - PASO

KONTROL SIPROFLOKSASIN

KONTROL PEKSIGANAN

Sekil 4.19. Alt agara sub-MIK antibiyotik/ peptid eklenmesinin
BAUNPA31in plak boyutuna ve plak sayisina etkisi.

4.5.3. Yumusak Agara Sub-MiK Antibiyotik/ Peptid Eklenmesi

Bakteriyofajlar ile MCTA-YA sub-MIK antibiyotik/peptid eklenmesiyle plak
boyutu ve sayisinda artisa neden oldugu goriildi. BAUNPAI’in plak capinda, izolat
29°da COL (+1 mm), MEM (+2 mm); Izolat 34°te CIP, MEM ve TOB (+1 mm); izolat 49’
da ise tiim antimikrobiyaller de (+1 mm) artis oldugu saptandi (Tablo 4.15).

Tablo 4.15. BAUNPAI ile yumusak agara sub-MiK antibiyotik/peptid
eklenmesinin plak boyutuna etkisi (mm).

izolat Antibiyotikler Peptidler
Kontrol

No F+CIP F+COL F+MEM F+TOB F+MUR F+PEX
1 2 2 2 2 2 2 2

29 2 2 3 4 2 2 2

34 2 3 2 3 3 2 2

49 1 2 2 2 2 2 2

50 2 2 2 2 2 2 2

F: BAUNPAIL, CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistinn MEM: Meropenem
MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan, TOB: Tobramisin
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BAUNPALI ile MCTA-YA sub-MIK eklenen antibiyotik/peptidlerin eklenmesiyle
plak sayisinda artis goriildii. izolat 1 ve 29°da sirastyla CIP (+54, +44) ve MEM (+46,
+60); Izolat 34’te PEX (+31) ve COL (+24); 1zolat 49°da CIP (+82) ve COL (+71); izolat
50°de ise MEM (+40) ve COL (+28) eklenmesiyle plak sayisinda artis goriildii (Tablo 4.16
ve Sekil 4.20).

Tablo 4.16. BAUNPALI ile yumusak agara sub-MIK antibiyotik/peptid
eklenmesinin plak sayisina etkisi.

izolat Antibiyotikler Peptidler
Kontrol

No F+CIP F+COL F+MEM F+TOB F+MUR F+PEX
1 106 160 132 152 148 136 144

29 84 128 106 144 83 90 88

34 97 111 121 112 82 90 128

49 72 154 143 128 121 102 98

50 102 129 130 142 117 114 120

F: BAUNPAI1, CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem
MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan, TOB: Tobramisin

BAUNPA1 - PA29 BAUNPA1 - PA34

~ S —-
KONTROL MEROPENEM KONTROL MEROPENEM

BAUNPA1 - PA49 BAUNPA1 - PA50

KONTROL MUREPAVADIN KONTROL TOBRAMISIN

Sekil 4.20. Yumusak agara sub-MIK antibiyotik/peptid eklenmesinin
BAUNPATlin plak boyutuna ve plak sayisina etkisi
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Tablo 4.17. BAUNPAZ3 ile yumusak agara sub-MIK antibiyotik/peptid
eklenmesinin plak boyutuna etkisi (mm).

izolat Antibiyotikler Peptidler

No Kontrol F+CIP F+COL F+MEM F+TOB F+MUR F+PEX
3 1-1.5 1-1.5 1-1.5 1-1.5 1-1.5 1-1.5 1-1.5

29 1-1.5 1-1.5 1-1.5 1-1.5 1-1.5 1-1.5 1-1.5

34 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

49 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

50 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

F: BAUNPA3, CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem
MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan, TOB: Tobramisin

BAUNPA3 ile MCTA-YA sub-MIK antibiyotik/peptid eklenmesiyle plak
boyutunda bir degisiklik goriilmedi (Tablo 4.17).

BAUNPA3 - PA3 BAUNPA3 - PA29

KONTROL MEROPENEM

KONTROL PEKSIGANAN

BAUNPA3 - PA34 BAUNPA3 - PAS0

KONTROL KOLISTIN

KONTROL TOBRAMISIN

Sekil 4.21. Yumusak agara sub-MiK antibiyotik/peptid eklenmesi
BAUNPA3’1in plak boyutu ve plak sayisina etkisi

BAUNPA3 ile MCTA-YA yonteminde sub-MIK  konsantrasyonda
antibiyotik/peptid eklenmesi sonucunda plak sayisinda artislar gdzlendi. izolat 3, 29 ve
34’te MEM sirasiyla (+28, +20 ve +16), COL ise ayni izolatlarda (+12, +6 ve +12) artig
saglamistir. Izolat 49°da COL (+16) ve CIP (+12); Izolat 50°de ise TOB (+32) ve COL
(+12) eklenmesiyle plak sayisinda artis oldugu belirlendi (Sekil 4.21).
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Tablo 4.18. BAUNPAS3 ile yumusak agara sub-MIK antibiyotik/peptid
eklenmesinin plak sayisina etkisi.
izolat Antibiyotikler Peptidler

No Kontrol F+CIP F+COL F+MEM F+TOB F+MUR F+PEX

3 216 208 228 244 208 200 220
29 218 200 224 238 204 188 200
34 188 192 200 204 156 176 128
49 336 348 352 324 332 296 288
50 324 344 336 356 332 324 320

F: BAUNPA3, CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem
MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan, TOB: Tobramisin

4.5.4. Dama Tahtas1 Yontemi

Bakteriyofaj-antibiyotik/peptid sinerjisinin degerlendirilmesi i¢in dama tahtasi

yontemi kullanilarak iki farkli yaklasim uygulandi. ilk yaklasimda, bakteriyofaj ve

antibiyotik/peptid eszamanli olarak, ikinci yaklasimda ise ardisik olarak kullanildi.

Deneysel diizenek asagida 6rneklendi (Sekil 4.22).

Bakteriyofaj Konsantrasyonu

MOl MiK PC

Y
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B
)
\

Besiyeri Kontrolii

)

Tampon Kontroli

\_/“
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Q
9

Bakteriyofaj Kontrolii

=

-

Antibiyotik/Peptid Kontrolii

s

G

_O00000C
©.816.6.9,5,5¢

Antibiyotik/Peptid Konsantrasyonu (pug/mL)

Sekil 4.22. BAUNPA3-meropenem kombinasyonunun dama tahtasi ile

PA29 susuna kars1 degerlendirilmesi.
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Eszamanli Kullanim

BAUNPA 1-antibiyotik/peptid eszamanli kullanimi, MEM ile 4, CIP, ve COL ile 3
izolatta sinerjik etki (FIKI < 0.5) gosterdi (Tablo 4.19).

Tablo 4.19. BAUNPA I -antibiyotik/peptid eszamanli kullanimim FiKI degerleri
ve etkilesim sonuglari.

Antibiyotikler Peptidler

izolat F+ F+ F+ F+ F+ F+
Y Y Y Y Y Y

No CIP COL MEM TOB MUR PEX

1 0340 S 0.160 S 0.350 S 1.100 A 1240 A 1.100 A
29 0580 A 0.160 S 0.350 S 1500 A 2010 A 1125 A
34 0220 S 0.600 A 0.131 S 1100 A 1.060 A 0510 A
49 0220 S 0350 S 0.225 S 1100 A 1.060 A 1500 A
50 1.120 A 0510 A 0510 A 1125 A 1010 A 1.031 A

Y: Yorum, S: Sinerji, A: Additif CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem, TOB:
Tobramisin, MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan

BAUNPA3-antibiyotik/peptid eszamanli kullanimi, CIP ve MEM ile 5, COL ile 3,
TOB ve PEX ile 2 izolatta sinerjik etki gdsterdi (Tablo 4.20).

Tablo 4.20. BAUNPA3-antibiyotik/peptid eszamanli kullanimin FIKI degerleri
ve etkilesim sonuglari.

Antibiyotikler Peptidler
izolat F+ Y F+ Y F+ Y F+ Y F+ Y F+ Y
No CIP COL MEM TOB MUR PEX
3 0340 S 1250 A 0350 S 1.010 A 1.120 A 1.062 A
29 0340 S 0160 S 0225 S 0600 A 1.100 A 1.010 A
34 0131 S 0130 S 0162 S 0162 S 1.060 A 0350 S
49 0220 S 0510 A 0225 S 0220 S 0.600 A 0510 A
50 0350 S 0260 S 0162 S 0510 A 0600 A  0.260 S

Y: Yorum, S: Sinerji, A: Additif CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem, TOB:
Tobramisin, MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan
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Ardistk Kullanim

BAUNPA 1-antibiyotik/peptid ardisik (6nce faj) kullanimi, COL ve MEM ile 5,
CIP ve TOB ile 4, MUR ve PEX ile 3 izolatta sinerjik etki gosterdi (Tablo 4.21).
BAUNPA3-antibiyotik/peptid ardisik (6nce faj) kullanimi, CIP ve MEM ile 5, COL ve
TOB ile 4, MUR ve PEX ile 3 izolatta sinerjik etki gosterdi (Tablo 4.22).

Tablo 4.21. BAUNPA I -antibiyotik/peptid ardisik (6nce faj) kullanim FiKi
degerleri ve etkilesim sonuglari.

Antibiyotikler Peptidler

izolat F+  F+  F+ o P o F+ o F+
No CIP COL MEM TOB MUR PEX

1 0340 S 0350 S 0350 S 0340 S 0340 S 0350 S
29 0250 S 0160 S 0350 S 0225 S 0580 A 0600 A
34 0.162 S 0130 S 0162 S 0350 S 0220 S 0225 S
49 0350 S 0225 S 0160 S 0350 S 0350 S 0350 S
50 0600 A 0160 S 0225 S 0600 A 0600 A 0600 A

Y: Yorum, S: Sinerji, A: Additif CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem,
TOB: Tobramisin, MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan

Tablo 4.22. BAUNPA3-antibiyotik/peptid ardisik (6nce faj) kullanim FIKI
degerleri ve etkilesim sonuglari.

Antibiyotikler Peptidler
fzolat  F+ F+ F+ F+ F+ F+
Y Y Y Y Y Y
No CIP COL MEM TOB MUR PEX
3 0350 S 0510 A 0350 S 0340 S 0580 A 0600 A
29 0340 S 0.160 S 0.162 S 0350 S 0600 A 0600 A
34 0250 S 0260 S 0225 S 0225 S 0340 S 0350 S
49 0.131 'S 0225 S 0162 S 0350 S 0220 S 0225 S
50 0350 S 0260 S 0162 S 0600 A 0350 S 0350 S

Y: Yorum, S: Sinerji, A: Additif CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem,
TOB: Tobramisin, MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan

BAUNPA1-antibiyotik/peptid ardisik (6nce antibiyotik/peptid) kullanimi, MEM
ile 5, COL ile 4, CIP ile 3 ve TOB ile 1 izolatta sinerjik etki gosterdi (Tablo 4.23).
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Tablo 4.23. BAUNPA 1-antibiyotik/peptid ardisik (6nce antibiyotik/peptid)
kullanim FIKI degerleri ve etkilesim sonuglar1.

Antibiyotikler Peptidler
jzolat Ft Y F+ Y F+ Y F+ Y F+ Y F+ Y

No CIP COL MEM TOB MUR PEX
1 0.600 A 0225 S 0.350 S 1.010 A 1.120 A 0.600 A
29 0350 S 0.160 S 0.225 S 0510 A 0580 A 1.010 A
34 0250 S 0.130 S 0.162 S 0350 S 0600 A 0.510 A
49 0340 S 0260 S 0.225 S 0600 A 0600 A 0.510 A
50 0.600 A 0510 A 0.162 S 1.010 A 1.060 A 1.062 A

Y: Yorum, S: Sinerji, A: Additif CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem,
TOB: Tobramisin, MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan

BAUNPA3-antibiyotik/peptid ardisik (6nce antibiyotik/peptid) kullanimi, MEM
ile 5, COL ile 4 ve CIP ile 2 izolatta sinerjik etki gosterdi (Tablo 4.24).

Tablo 4.24. BAUNPA3-antibiyotik/peptid ardisik (6nce antibiyotik/peptid)
kullanim FIKI degerleri ve etkilesim sonuglari.

Antibiyotikler Peptidler
izolat F+ F+ F+ F+ F+ F+
Y Y Y Y Y Y
No CIP COL MEM TOB MUR PEX
3 0600 A 0260 S 0225 S 0600 A 1.100 A 0600 A
29 0600 A 0160 S 0350 S 0600 A 0600 A 1010 A
34 0340 S 0.130 S 0162 S 0510 A 1.060 A 0600 A
49 0.350 S 0.225 S 0.162 S 0510 A 0600 A 0510 A
50 0600 A 0.600 A 0350 S 1010 A 1.120 A 1.062 A

Y: Yorum, S: Sinerji, A: Additif CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem,
TOB: Tobramisin, MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan

4.6. Sitotoksik Aktivite

L929 hiicre hattinda MUR ve PEX’1n sitotoksik etkisini degerlendirmek amaciyla
yapilan c¢aligmada, hiicreler farkli konsantrasyonlarda muamele edildikten sonra 48 s
inkiibe edilmigstir. Hiicre canliligi, mitokondriyal aktiviteye dayali MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromdir) testi ile degerlendirildi ve 6lgiimler 570

nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ger¢eklestirildi.
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Elde edilen ortalama canlilik yiizdelerine gore, MUR'in diisiik konsantrasyonlarda
(<8 ng/mL) L929 hiicreleri iizerinde belirgin bir sitotoksik etki gostermedigi ve hiicre

canliliginin ~%100 seviyesinde korundugu gozlendi.

Buna karsilik, yiiksek konsantrasyonda (64 upg/mL) uygulandiginda hiicre
canliliginda belirgin bir diislis (%18) meydana geldi. Canlilik oranlarina dayanarak
hesaplanan yar1 maksimal inhibitér konsantrasyon (ICso) degeri yaklasik 45.23 pg/mL
olarak belirlendi (Sekil 4.23).
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=== | 929 Canlilik (%)
$8 1Cso = 45.23 pg/mL

1929 Hicre Hatti Canlihk (%)
ey
o

201

0.03 B 16 32 64
Murepavadin Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.23. Murepavadinin IC50 degeri.

PEX’1in yiiksek konsantrasyonlarda (=256 pg/mL) hiicre canlilifinda belirgin
azalma (%10’un altinda) gozlenirken, diisiik konsantrasyonlarda (<8 pg/mL) canlilik
oranlarinin %95’in iizerinde oldugu belirlendi. ICso degeri yaklasik 170.43 pg/mL olarak
hesaplandi (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Peksigananin IC50 degeri.

4.7. Istatistiksel Analiz Sonuclar

MCTA-AA  sub-MIK antibiyotik/peptid  eklenmesi, BAUNPA1-MEM
kombinasyonu sonucunda plak boyutunda (p = 0.0327) ve plak sayisinda (p = 0.0184)
anlaml artis gdzlendi. MCTA-YA modelinde sub-MiK MEM (p = 0.0054), CIP (p =
0.0194) ve COL (p = 0.0209) eklenmesiyle BAUNPA1’e ait plak sayisinda anlamli
yiikselisler kaydedildi. BAUNPA3 faj1 ile MCTA-YA yonteminde yapilan
degerlendirmelerde ise sub-MIK COL (p = 0.0019) ve MUR (p = 0.0488)

kombinasyonlar1 plak sayisin1 anlamli diizeyde artirdi. (Tablo 4.25).

BAUNPA1-antibiyotik/peptidlerin eszamanli kombinasyonlarinda, MEM (%80
sinerji, ortalama FIKi=0.313) ve CIP/COL (%60) ile orta sinerji, TOB/MUR/PEX ile ise
additif etki gosterdi. BAUNPA3, MEM ve CIP ile giiclii sinerji (%100) saglarken,
peptidlerde (MUR/PEX) sinirhi etki gosterdi (Tablo 4.26, Tablo 4.27).
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Tablo 4.25. Modifiye cift tabakali agar yonteminde anlamli fark gosteren
kombinasyonlar.
Faj Yontem Olgiit A/P  p-degeri
BAUNPAL Alt Agar Plak Boyutu MEM 0.0327
BAUNPALI Alt Agar Plak Sayis1 MEM 0.0184
BAUNPA1 Yumusak Agar Plak Sayist MEM 0.0054
BAUNPA1 Yumusak Agar Plak Sayist CIP  0.0194
BAUNPA1  Yumusak Agar Plak Sayist COL 0.0209
BAUNPA3  Yumusak Agar Plak Sayist COL 0.0019
BAUNPA3  Yumusak Agar Plak Sayist MUR 0.0488
CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem MUR:

Murepavadin, PEX: Peksiganan, TOB: Tobramisin

Tablo 4.26. BAUNPA 1-antibiyotik/peptid eszamanli kullanimin istatistiksel analizi.

Antimikrobiyal Ortalama Std. Std. %95 GA %95 GA Sinerji Additif
FIKI Sapma Hata Alt Ust (n) (n)
CIP 5 0.498 0.380 0.170 0.165 0.831 3 2
COL 5 0.356 0.200 0.089 0.181 0.531 3 2
MEM 5 0.313 0.144 0.064 0.187 0.439 4 1
TOB 5 1.185 0.176 0.079 1.030 1.340 0 5
MUR 5 1.276 0.420 0.188 0.908 1.644 0 5
PEX 5 1.037 0.397 0.178 0.688 1.386 0 5

CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan,
TOB: Tobramisin

Tablo 4.27. BAUNPA3-antibiyotik/peptidlerin eszamanli kullanimin istatistiksel

analizi.
Antimikrobiyal n Ortalama Std. Std. %95 GA %95 GA Sinerji Additif
CIP 5 0.276 0.097 0.043 0.191 0.361 5 0
COL 5 0.462 0.465 0.208 0.054 0.870 3 2
MEM 5 0.225 0.077 0.034 0.158 0.292 5 0
TOB 5 0.500 0.340 0.152 0.202 0.799 2 3
MUR 5 0.896 0.271 0.121 0.658 1.134 0 5
PEX 5 0.638 0.376 0.168 0.308 0.968 2 3

CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan,
TOB: Tobramisin
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BAUNPA 1-antibiyotik/peptid ardisik (6nce faj) kullanimi, COL (FiKi=0.205) ve
MEM ile tiim izolatlarda sinerji (%100) gdsterdi. BAUNPA3 de MEM, CIP (FiKi<0.284,
%100), COL/TOB (%80) ve MUR/PEX (%60) ile sinerji gosterdi (Tablolar 4.28, 4.29).

Tablo 4.28. BAUNPA 1-antibiyotik/peptidlerin ardisik (6nce faj) kullanimin
istatistiksel analizi.
Ortalama Std. Std. %95 GA %95 GA Sinerji Additif

Antimikrobiyal n

FiKi Sapma Hata Alt Ust (n) (n)
CIP 5 0.340 0.164  0.073 0.197 0.484 4 1
COL 5 0.205 0.088  0.039 0.128 0.282 5 0
MEM 5 0.249 0.095  0.043 0.166 0.333 5 0
TOB 5 0.373 0.137  0.061 0.253 0.493 4 1
MUR 5 0.418 0.165 0.074 0.273 0.563 3 2
PEX 5 0.450 0.167  0.075 0.303 0.597 3 2

CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan, TOB:

Tobramisin

Tablo 4.29. BAUNPA3-antibiyotik/peptidlerin ardisik (6nce faj) kullanimin
istatistiksel analizi.

Ortalama  Std. Std. %95 GA %95 GA Sinerji  Additif

Antimikrobiyal n L. .

FIKI Sapma  Hata Alt Ust (n) (n)
CIP 5 0.284 0.095 0.043 0.201 0.368 5 0
COL 5 0.283 0.133 0.060 0.166 0.400 4 1
MEM 5 0.212 0.082 0.037 0.141 0.284 5 0
TOB 5 0.373 0.137 0.061 0.253 0.493 4 1
MUR 5 0.418 0.165 0.074 0.273 0.563 3 2
PEX 5 0.435 0.167 0.075 0.288 0.582 3 2

CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan,
TOB: Tobramisin
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Tablo 4.30. BAUNPA 1-antibiyotik/peptidlerin ardisik (6nce antibiyotik/peptid)
kullanimin istatistiksel analizi.
Ortalama Std. Std. %95 GA %95 GA  Sinerji Additif

Antimikrobiyal n

FiKi Sapma Hata Alt Ust (n) (n)
CIP 5 0.428 0.162  0.072 0.286 0.570 3 2
COL 5 0.257 0.150  0.067 0.125 0.389 4 1
MEM 5 0.225 0.077  0.034 0.158 0.292 5 0
TOB 5 0.696 0.300  0.134 0.433 0.959 1 4
MUR 5 0.792 0273 0.122 0.553 1.031 0 5
PEX 5 0.738 0274  0.122 0.499 0.977 0 5

CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan, = TOB:

Tobramisin

BAUNPA 1-antibiyotik/peptid ardisik (6nce antibiyotik/peptid) kullanimi, MEM
ve COL ile yiiksek, CIP ile orta sinerji sagladi; MUR/PEX additif kaldi. BAUNPA3, MEM
ve COL ile sinerji korurken, CIP'de etki azald1 (%40, FIKi=0.498), TOB/MUR/PEX
additif kald1 (Tablolar 4.30, 4.31).

Tablo 4.31. BAUNPA3-antibiyotik/peptidlerin ardisik (6nce antibiyotik/peptid)
kullanimin istatistiksel analizi.
Antimikrobiyal n Ortalama Std. Std. Hata %95 GA %95 GA Sinerji Additif (n)
CIP 5 0.498 0.140 0.062 0.376 0.620 2 3

COL 5 0.275 0.189 0.084 0.109 0.441 4 1
MEM 5 0.250 0.095 0.042 0.167 0.333 5 0
TOB 5 0.646 0.208 0.093 0.463 0.829 0 5
MUR 5 0.896 0.271 0.121 0.658 1.134 0 5
PEX 5 0.756 0.263 0.118 0.525 0.987 0 5

CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem MUR: Murepavadin, PEX: Peksiganan, = TOB:

Tobramisin

Tek yonlii ANOVA analizine gére, BAUNPAL ile kombinasyonlarda uygulama sirasinin
FIKI degerleri iizerindeki etkisi TOB, MUR ve PEX i¢in istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p <0.05). CIP, COL ve MEM yapilan uygulamalarda anlamli fark goriilmedi.
BAUNPA3 i¢in ise CIP, MEM, TOB, MUR ve PEX ile uygulama sirast anlaml fark

bulunurken; yalnizca COL ile yapilan kombinasyonda anlamli fark saptanmadi. Bu
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sonuglar, 6zellikle BAUNPA3 ile uygulama sirasinin kritik olacagini gosterdi (Tablo
4.32).

Tablo 4.32. Bakteriyofaj-antibiyotik/peptid kullanim sirasinin FIKI degerine etkisi
Antimikrobiyal F Degeri  p-Degeri Anlamhlik (p<0.05)

BAUNPAL CIP 0.4743 0.6335 X Hayir
BAUNPAL COL 1.2529 0.3205 X Hayir
BAUNPAL MEM 0.8768 0.4411 X Hayir
BAUNPAL TOB 17.8815 0.0003 v Evet
BAUNPAL MUR 9.9893 0.0028 v Evet
BAUNPAL1 PEX 4.2322 0.0366 v Evet
BAUNPA3 CIP 6.6745 0.0086 v Evet
BAUNPA3 COL 0.0215 0.9787 X Hayir
BAUNPA3 MEM 5.1475 0.0164 v Evet
BAUNPA3 TOB 7.6420 0.0051 v Evet
BAUNPA3 MUR 9.4336 0.0032 v Evet
BAUNPA3 PEX 5.5623 0.0133 v Evet

CIP: Siprofloksasin, COL: Kolistin, MEM: Meropenem MUR: Murepavadin,
PEX: Peksiganan, TOB: Tobramisin

Sonuglar, BAUNPA1’in genel olarak daha gii¢lii sinerji potansiyeline sahip
oldugunu gosterdi. En yiiksek sinerji oranlar1 ve en diisiik FIKI degerleri, fajin 6nce
uygulandig1 ardisik kullanimda elde edildi. Kullanim sirasi, 6zellikle BAUNPA3 ile
MUR, PEX kombinasyonlarinda sinerji diizeyini anlamli sekilde etkilemistir. Ayrica,
sinerjinin fenotipik belirtecleri acisindan, plak boyutu artit MCTA-AA sub-MIK
antibiyotik/peptid eklenmesiyle anlamli bulunurken (p <0.05), plak sayis1 artis1 ise
MCTA-YA yonteminde istatistiksel olarak anlamli bulundu (p <0.05).
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada, Balikesir ili atik su kaynaklarindan izole edilen iki litik P
aeruginosa bakteriyofaji (BAUNPA1 ve BAUNPA3) i¢in ayrintili morfolojik, biyolojik
ve molekiiler karakterizasyon analizleri gerceklestirildi. Ayrica, bu fajlarin klinik
kullanimdaki antibiyotikler (MEM, COL, CIP, TOB) ve antimikrobiyal peptidler (MUR,
PEX) ile potansiyel sinerjik etkilesimleri in vitro olarak degerlendirildi. Kati (MCTAY)
ve sivi (dama tahtasi) yontemler kullamilarak fajlarin litik etkinligi, konak araligi,
optimum MOI, cogalma kinetigi (latent faz siiresi ve patlama boyutu), sicaklik ve pH

stabilitesi gibi temel biyolojik parametreleri analiz edildi.

BAUNPA1 ve BAUNPA3 fajlarinin plak morfolojileri, biyolojik ozellikleri ve
genomik yapilarindaki farkliliklar, ¢evresel kaynaklardan izole edilen faj cesitliligini
ortaya koymaktadir. Faj-antibiyotik/peptid kombinasyonlari, kat1 ortamda plak boyutu ve
sayisinda artisa neden olurken, sivi ortam testlerinde sinerjik etkinin uygulama sirasina
bagh olarak degisebilecegi saptandi. Elde edilen bulgular, izole edilen bakteriyofajlarin
terapotik potansiyellerine, faj-antimikrobiyal kombinasyonlariin direngle miicadeledeki
roliine ve bu yaklasimlarin klinik uygulamalardaki olasi kullanimlarma iligkin 6nemli

bilgiler sunmaktadir.

5.1. Bakteriyofajlarin Genomik Farklihginin RFLP ile Analizi

Litik bakteriyofajlar, CID bakterilere karsi alternatif terapotik ajanlar olarak
onemli potansiyele sahiptir ve c¢esitli c¢evresel kaynaklardan basariyla izole
edilebilmektedir. Patojen bakterilere kars1 etkili P. aeruginosa-6zgii litik bakteriyofajlarin
atik su kaynaklarindan izole edilebildigini gosteren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir

(Santamaria-Corral ve ark., 2023; Shi ve ark., 2024).

Atik su 6rneklerinden izole edilen littk BAUNPA1 ve BAUNPA3 bakteriyofajlari
arasindaki genetik iliskiyi degerlendirmek i¢in RFLP analizi yapildi. Kullanilan Pstl ve
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HindIII restriksiyon enzimlerinden yalnizca HindlIll ile 6zgiin bant profilleri elde edildi
ve bu iki bakteriyofajin klonal olarak farkli genetik yapiya sahip oldugu saptandi. Bu
sonuglar, BAUNPA1 ve BAUNPA3’iin plak morfolojisi ve litik aktivite gibi diger
biyolojik parametrelerdeki belirgin farkliliklarla da desteklendi. RFLP analizi, ¢evresel
kaynaklardan izole edilen bakteriyofajlar arasindaki genetik farkliliklar1 ortaya koymak
icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Ali ve ark., 2023; Salih Dogan ve ark., 2024; Damar
Celik ve ark., 2024).

Damar Celik ve ark. (2024), PA-56 bakteriyofajinin genomik DNA'sini1 HindIII ve
EcoRI enzimleri ile keserek her iki enzimle de farkli biiyiikliiklerde DNA fragmentleri
elde etmis ve bakteriyofaj DNA'sinin her iki enzime kars1 duyarlilik gosterdigini ortaya
koymustur. Benzer bir ¢alismada, Nour El-Din ve ark. (2025), Kanada'da atik su
orneklerinden izole ettikleri dort P. aeruginosa bakteriyofaji (AA17, AA20, AC20, U17)
icin 16 farkl restriksiyon enzimi (EcoRI, BamHI, Bglll, Eco321, HindIIl, Kpnl, Smal,
Pstl, Sall, Ndel, Notl, Xhol, Xbal, Mspl, Hpal, Pael) kullanarak kapsamli bir RFLP
analizi yapmisti. Bu ¢alismada bakteriyofajlar arasinda belirgin enzim duyarlilik
farkliliklar tespit edilmis; 6rnegin AA20 bakteriyofajinin 16 enzimden 10'una direncli

oldugu, U17 bakteriyofajinin ise 11 farkli enzim tarafindan kesilebildigi raporlanmistir.

KnezZevi¢ ve ark. (2011) ise izole ettikleri dort farkli P aeruginosa bakteriyofaji
(0, o-1, J-1, 001-A) icin EcoRI, EcoRV ve BamHI enzimleri ile RFLP analizi yapmustir.
Bulgulara gore, 6 ve J-1 bakteriyofajlarinin DNA'lar1 her ii¢ enzimle de kesilirken; 6-1 ve
001-A bakteriyofajlarinin DNA'larinin BamHI enzimiyle kesilmedigi belirlenmistir.
Sonu¢ olarak, RFLP analizi, bakteriyofajlar arasindaki klonal ayrimi ve genomik
cesitliligi ortaya koymada hizli, pratik ve maliyet etkin bir yontem olarak one ¢ikmakta
ve bakteriyofajlarin molekiiler diizeyde karakterizasyonu i¢in temel bir 6n tarama islevi

gormektedir.

5.2. Bakteriyofajlarin Litik Aktivitesi

Litik bakteriyofajlarin potansiyel terap6tik ajan olarak degerlendirilmesinde ¢esitli

parametreler belirleyici rol oynamaktadir. Bu parametreler arasinda, izole edilen
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bakteriyofajlarin yalnizca konak bakteriye degil, ayni tiir igindeki farkli klinik suslara ve
hatta farkli bakteri cinslerine karsi litik etkinlikleri, terapdtik potansiyelin en kritik
gostergelerinden biri olarak kabul edilmektedir (Harada ve ark., 2018; Bager ve ark.,
2023). Calismamizda elde edilen bulgulara gére, BAUNPA1 bakteriyofaji klinik P.
aeruginosa suslarinin yaklasik %34'tinde, BAUNPA3 ise %60"'inda litik etki gosterdi. Bu
oranlar, cevresel orneklerden izole edilen bakteriyofajlarin klinik izolatlar iizerindeki

etkisini degerlendiren diger ¢alismalarla biiyiik 6l¢lide uyumludur.

Tsai ve ark. (2023), atik sudan izole ettikleri phiPA1-3 fajinin klinik P
aeruginosa suslariin %20'sine kars1 litik aktivite gosterdigini; Lerdsittikul ve ark. (2022),
VL1 bakteriyofajinin %56'sinda; Rezk ve ark. (2022) ZCPAl fajinin %58'inde;
Santamaria-Corral ve ark. (2024) ise F1Pa fajinin %60,5 oraninda litik etki gosterdigini
raporlamistir. Kurt ve ark. (2025) ise PSA-KC1 fajinin, KF’li hastalardan izole edilen

CID P. aeruginosa suslarmin %68'inde etkinlik gosterdigini saptamustir.

Literatiirde, P aeruginosa'ya karsi daha yiiksek litik aktivite goOsteren
bakteriyofajlarla ilgili ¢esitli calismalar mevcuttur. Yin ve ark. (2022), Lx18 fajinin klinik
izolatlarin %70'ine kars1 etkili oldugunu bildirmistir. Benzer sekilde Fei ve ark. (2023),
HZ2201 fajimin %78 litik aktivite sergiledigini rapor ederken; Shi ve ark. (2024)
kanalizasyon 6rneklerinden izole ettikleri Pae0O1 fajinin %83,6 litik etki olusturdugunu
bildirmistir. Damar Celik ve ark. (2024) tarafindan gol ve kanalizasyon suyundan izole
edilen PA-56 ve PA-18 fajlarinin sirasiyla %92 ve %86 oraninda klinik P

aeruginosa izolatlarina karsi litik aktiviteye sahip olduklar: bildirilmistir.

Bu veriler, cevresel kaynaklardan izole edilen bakteriyofajlarin klinik P,
aeruginosa suslari iizerinde yiiksek litik potansiyel sergiledigini ve bu dzellikleriyle CID
enfeksiyonlarin tedavisinde alternatif biyoterapotik ajan  gelistirilmesine  katki
saglayabilecegini ortaya koymustur. Ozellikle BAUNPA3, daha genis konak aralig1 ve
yiiksek litik oranlartyla klinik kullanima yonelik avantajli bir aday olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Ote yandan, BAUNPA1'in sinirli konak spektrumu, terapétik uygulamalar dncesi izolat
bazli duyarlilik testlerini gerekli kilsa da, mikrobiyotay1 koruyarak yalnizca hedef patojeni

elimine etme ag¢isindan 6nemli bir avantaj sunmaktadir. Bu bulgular, faj tedavisinde
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bireysellestirilmis yaklagimlarin gerekliligini vurgulamakta ve bu dogrultuda kapsamli,
cesitlendirilmis faj bankalarinin olusturulmasinin 6nemine isaret etmektedir (Pelfrene ve

ark., 2016; Pirnay ve ark., 2024).
5.3. Bakteriyofaj Verimliligi

Bakteriyofajlarin ¢ogalma verimliligini degerlendirmek amaciyla MOI degerleri
saptand1. Calismamizda, BAUNPA1 ve BAUNPA3 bakteriyofajlarinin optimum MOI
degerlerini belirlemek i¢in 0.1, 1 ve 10 olmak tizere tli¢ farkl1 MOI degeri test edildi ve her
iki fajin da en yiiksek litik etkinlik ve ¢ogalma verimine MOI 10 degerinde ulastigi

saptandi.

Farkli ¢alismalarda, P. aeruginosa bakteriyofajlarinin optimum ¢ogalma diizeyine
ulasabildigi MOI degerinin oldukga genis bir araliga sahip oldugu bildirilmektedir. Rezk
ve ark. (2022), ZCPA1 faj1 ile MOI 0.1-100 araligini test ettikleri calismada optimum
MOI degerini 10 olarak belirlemis; benzer sekilde Scarascia ve ark. (2018) da MOI 0.1—
10 araliginda yaptiklar1 incelemede en yliksek bakteriyofaj liretiminin, ¢alismamizla da

uyumlu bir sekilde, MOI 10'da gergeklestigini bildirmistir.

Daha diisiikk MOI diizeylerinde optimum c¢ogalma elde edilen ¢aligmalarda, Yang
ve ark. (2022), PAOIr susunu enfekte eden L5 bakteriyofaji ile, 0.0001-1 araliginda en
yuksek faj tiretimini MOI 0.01 de saptamistir. Damar Celik ve ark. (2024), PA-56
bakteriyofaji i¢in optimum c¢ogalmanin MOI 0.1'de gerceklestigini gOstermistir.
Wannasrichan ve ark. (2022) ise JJO1 faj1 ile yaptiklar1 calismada, 0.01-100 araliginda en
yiiksek iiretimin MOI 100'de gozlendigini bildirmistir.

Tim bu  bulgular birlikte degerlendirildiginde, P aeruginosa-6zgii
bakteriyofajlarin optimum MOI degerlerinin; fajin genetik 6zellikleri, konak bakteriye ve
cevresel kosullara bagl olarak 6nemli 6l¢lide degiskenlik gosterebilecegi anlasilmaktadir.
Ote yandan, Gu Liu ve ark. (2020), MOI degerlerinin yalnizca bakteriyofaj ¢ogalmasi
acisindan degil, ayn1 zamanda antibiyotiklerle kombinasyon tedavilerinde sinerjik etkinlik
tizerinde de belirleyici rol oynadigini vurgulamis; diisiik MOI seviyelerinde bu etkinin

sinirlt kalabilecegini bildirmistir. Dolayisiyla, optimum terapdtik etkinin saglanabilmesi
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icin bakteriyofaj dozunun hassas sekilde belirlenmesi, yalnizca monoterapide degil,
kombinasyon tedavilerinde de tedavi basarisin1 dogrudan etkileyen kritik bir parametre

olarak one ¢ikmaktadir.
5.4. Tek Adimh Cogalma Egrisi

Bakteriyofajlarin ¢ogalma dinamiklerini incelemek amaciyla gerceklestirilen tek
adimli ¢ogalma egrisi deneyinde, BAUNPA1 ve BAUNPA3 bakteriyofajlarinin
replikasyon dongiisii analiz edildi. Her iki bakteriyofaj i¢in yaklasik 30 dk lik bir latent
faz gozlenirken; patlama boyutu BAUNPALI i¢in 189 faj/bakteri ve BAUNPAS3 i¢in 43
faj/bakteri olarak belirlendi.

P aeruginosa-6zgii bakteriyofajlarla yapilan diger calismalarda da benzer latent
faz siireleri bildirmistir. Wannasrichan ve ark. (2022), JJO1 bakteriyofaj1 i¢in yaklasik 30
dk lik latent faz siiresi ve 109 faj/bakteri diizeyinde patlama boyutu bildirirken;
Lerdsittikul ve ark. (2022) ise benzer sekilde 30 dk lik latent faza sahip VLI
bakteriyofajinin patlama boyutunu 404 + 10 faj/bakteri olarak belirlemistir; bu farklilik,
fajlarin replikasyon verimliligi ve faj-konak etkilesim dinamiklerinin tiirler arasinda

onemli Ol¢iide degisebilecegini gostermektedir.

Her ne kadar baz1 bakteriyofajlarda latent faz siiresi benzer olsa da, patlama
boyutlarindaki farkliliklar replikasyon verimliligi agisindan 6nemli ipuglar1 sunmaktadir.
Ornegin, Santamaria-Corral ve ark. (2024), yaklasik 40 dk lLik latent faz siiresi ile
vB PaeP-F1Pa bakteriyofajinin 394 + 166 faj/bakteri diizeyinde yiiksek bir patlama
boyutuna sahip oldugunu bildirmistir. Damar Celik ve ark. (2024) ise PA-56 fajinda
benzer sekilde 40 dk ik bir latent faz gozlemlerken, patlama boyutunun yalnizca 100
faj/bakteri diizeyinde oldugunu raporlamistir. Maharjan ve ark. (2022) tarafindan
bildirilen 9CDBT-PA31 faj1 da yaklasik 30 dk lik latent faz siiresine sahip olup, 423-525
faj/bakteri araliginda yiliksek bir patlama boyutu sergileyerek bu degiskenlige dikkat
¢ekmektedir.

Ote yandan, latent faz siiresi bakimindan daha kisa degerlere sahip fajlar da

literatlirde yer almaktadir. Nour El-Din ve ark. (2025), U17 ve AC20 fajlarinin 15 dk lik,
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AA17'nin 20 dk ik ve AA20'nin ise 30 dk lik latent fazlara sahip oldugunu belirtmis; buna
karsilik patlama boyutlarinin sirastyla 185 + 24, 96 + 30, 27 £ 2.7 ve 311 £ 21 faj/bakteri
olarak degistigini gostermistir. Yang ve ark. (2022) ise L5 bakteriyofaji i¢in yaklagik 20

dk lik bir latent faz siiresi bildirmis, ancak patlama boyutuna iliskin veri sunmamustir.

Patlama boyutu agisindan degerlendirildiginde, BAUNPAT1 bakteriyofajinin 189
faj/bakteri hiicresi diizeyindeki patlama boyutu, JJO1 (109 faj/bakteri) ve PA-56 (100
faj/bakteri) bakteriyofajlarina kiyasla daha yiiksek, ancak VL1 (404 + 10 faj/bakteri) ve
vB PaeP-F1Pa (394 + 166 faj/bakteri) gibi bakteriyofajlara gore daha diisiik bulunmustur.
BAUNPA3 bakteriyofaj1 ise 43 faj/bakteri gibi daha sinirli bir patlama boyutu sergileyerek

replikasyon kapasitesinin daha diisiik oldugunu gostermistir.

Bu veriler bir arada degerlendirildiginde, benzer latent faz siirelerine ragmen
patlama boyutlar1 arasinda gozlenen farkliliklarin; fajlarin genetik yapisi, replikasyon
stratejileri, konak hiicre fizyolojisi ve ¢evresel kosullara bagli olarak degisebilecegi
anlagilmaktadir. Bu durum, bakteriyofajlarin ¢ogalma verimliligi ve terapdtik
potansiyelleri degerlendirilirken yalnizca latent faz siiresi degil, patlama boyutu gibi diger

replikasyon parametrelerinin de birlikte ele alinmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

5.5. Farkh Cevresel Kosullarin Stabiliteye Etkisi

Bakteriyofajlarin farklt c¢evresel kosullardaki stabilite oOzellikleri, biyolojik
aktivitelerinin siirdiiriilebilmesi ve ¢esitli klinik ve endiistriyel uygulamalarda etkin
sekilde kullanilabilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir (Lobocka ve ark., 2018; Jurac ve
ark., 2019). Bakteriyofajlarin termal ve pH stabiliteleri, biyolojik aktivitelerinin
korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Caligsmamizda, BAUNPA1 ve BAUNPA3 37°C—
90°C arasindaki farkli sicaklik kosullarindaki ve pH 2-12 araligindaki stabiliteleri
degerlendirildi ve elde edilen bulgular, literatirdeki diger P aeruginosa

bakteriyofajlarinin sonuglariyla karsilastirildi.

Bakteriyofajlarin termal stabiliteleri, uygulama, depolama ve formiilasyon
stireclerinde terapotik etkinliklerinin siirdiiriilebilmesi agisindan kritik bir parametredir

(Ahmadi ve ark., 2017; Baginska ve ark., 2024). Benzer calismalarla uyumlu olarak
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BAUNPA1 ve BAUNPA3’in 37°C ve 50°C’de stabil kalmis ancak 60°C’de titre
diizeylerinde kademeli bir azalma gozlenmistir. Rezk ve ark. (2022), ZCPAl
bakteriyofajinin 37°C’de stabilitesini korudugunu, 50°C ve 60°C’de hafif titre kaybi
yasadigini, 70°C’de belirgin bir azalma gosterdigini ve 80°C’de tamamen inaktive
oldugunu bildirmistir. Benzer sekilde, Santamaria-Corral ve ark. (2024) tarafindan yapilan
bir calismada, vB_PaeP-F1Pa bakteriyofaj1 -80°C’den 60°C’ye kadar farkli sicakliklarda
1, 24 ve 168 s siireyle inkiibe edilerek incelenmis ve 4°C’de stabilite korunurken, 21°C—

37°C araliginda minimal titre kayiplar1 gézlenmistir.

Lerdsittikul ve ark. (2022), VL1 bakteriyofajinin 25°C ve 37°C’de biyolojik
aktivitesini siirdiirtip 40°C-70°C arasinda kademeli titre kayb1 yasadigini ve 80°C’de
tamamen inaktive oldugunu raporlamistir. Bu bulgular, BAUNPA1 ve BAUNPA3’iin
sicaklik artisina kars1 gosterdikleri dayanikliligin, bu fajlarin genetik 6zellikleri ve kapsid
yapisal stabiliteleriyle iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. BAUNPA1'in 70°C’de
kismen canliligini korumasi, onu 1siya karsi orta derecede dayanikli fajlar arasinda
siiflandirmaktadir; bu 6zellik, Lerdsittikul ve ark. (2022) tarafindan tanimlanan VL1 ve
Damar Celik ve ark. (2024) tarafindan incelenen PA-56 bakteriyofajlariyla paralellik
gostermektedir. Ote yandan, BAUNPA3’{in 70°C ve iizerindeki sicakliklarda hizla

inaktive olmasi, bu fajin daha diisiik bir termal stabiliteye sahip oldugunu gostermektedir.

Bakteriyofajlarin pH stabiliteleri, viral kapsidin biitiinliigiiniin korunmas: ve
enfektivite kapasitelerinin devamliligi agisindan 6nemlidir (Xuan ve ark., 2024; Rafiei ve
Bouzari, 2024). Calismamizda, BAUNPA1 ve BAUNPA3 bakteriyofajlarinin pH 2-12
arasindaki stabiliteleri incelendi. Her iki fajda da pH 2—4 araliginda belirgin inaktivasyon
gozlenmis, 6zellikle pH 2 enfektivite kaybina yol agmistir. vB__PaS-HSN4, VL1 ve F1Pa
bakteriyofajlarinin da pH 2’de tamamen inaktive oldugu bildirilmistir (Rafiei ve Bouzari,

2024; Lerdsittikul ve ark., 2022; Santamaria-Corral ve ark., 2024).

Bununla birlikte, BAUNPA1, pH 4-6 arasinda BAUNPA3’e kiyasla biyolojik
aktivitesini daha iyi korumasi, zayif asidik ortama kars1 daha dayanikli bir yapiya sahip
oldugunu, bu nedenle de oral ve topikal uygulamalar i¢in daha uygun bir biyoterapotik

ajan olabilecegini gostermektedir. Bulgularimizla benzer sekilde, PA-56 ve AZI1 gibi
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fajlarin da pH 4-8 araliginda yiiksek diizeyde stabilite gosterdigi bildirilmistir (Damar
Celik ve ark., 2024; Jamal ve ark., 2017).

pH 7-8 arasinda, BAUNPA1 ve BAUNPA3 stabil kalmis ancak pH 10 ve 12'de
belirgin titre kaybi yasanmistir. Bu durum, pH 10 ve iizerindeki bazik kosullarin
bakteriyofajlarin stabilitesine olumsuz etkisini bildiren ¢alismalarla uyum gostermektedir
(Tsai ve ark., 2023; Wang ve ark., 2023). Benzer sekilde Wang ve ark. (2023), PA LZ01,
PA LZ02 ve PA_LZO03 fajlarinin pH 7-8 arasinda stabil kaldigin1 belirtmistir. Bu bulgular,
BAUNPA1 ve BAUNPA3'lin, notr ve hafif bazik ortamlarda etkinliklerini siirdiirebilirken
giiclii asidik veya bazik kosullarda biyolojik aktivitelerinin kayboldugunu gostermektedir.

Genel olarak, BAUNPA1 ve BAUNPA3’lin farkli sicaklik ve pH kosullarinda
gosterdikleri dayaniklilik profilleri diger litik P. aeruginosa-6zgii fajlarla kiyaslandiginda,
BAUNPA1'in daha genis bir ¢evresel toleransa sahip oldugu goriilmektedir. BAUNPAL,
ozellikle 60°C-70°C araliginda ve pH 4-6 kosullarinda daha ytiiksek biyolojik aktivite

gosterdigi igin, oral ve topikal uygulamalar i¢in uygun bir aday olabilir.

5.6. izolatlarin Ornek Tiirlerine Gore Dagilimi

P aeruginosa, ozellikle yogun bakim ve solunum/yara enfeksiyonlarinda ciddi
sorunlara yol acan ve CID gelistirebilen firsatg1 bir patojendir (Schwartz ve ark., 2024).
Calismamizda P. aeruginosa izolatlar1 en sik solunum yolu orneklerinden (%46) izole
edilmis; bunu idrar (%18), yara (%18), kulak (%10) ve diger o6rnekler (%8) izlemistir.
Solunum yolu 6rnekleri, genelde %34-60 oranla en yaygin izolasyon kaynagidir (Lyu ve
ark., 2023; Thabit ve ark., 2024; Dunphy ve ark., 2021; Lebreton ve ark., 2021). Idrar
(%9-66) veya yara/deri oOrnekleri (%9-27) genellikle ikinci sirada gelirken, kan
kiiltiirtinden izolasyon orani diisiiktiir (%2-6) (Lyu ve ark., 2023; Thabit ve ark., 2024; El-
Far ve ark., 2021). Solunum yolu 6nceligi, bakterinin bu bolgeyi kolonize ve enfekte etme
egilimini yansitir. Ancak, bazi ¢aligmalarda (El-Far ve ark., 2021) idrar 6rnekleri baskin

(%66,7) olabilir; bu farkliliklar hasta popiilasyonu, 6rnekleme stratejisine bagli olabilir.
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Tiirkiye'deki ¢aligmalar da benzer izolasyon kaynaklarim isaret etmektedir. Oner
ve ark., (2022) izolasyon kaynaklarini idrar (%25,5), yara (%23,8) ve balgam (%21,9)
olarak bildirmistir. Solunum yolu 6n planda olan ¢alismalarda, Kal Cakmakliogullar1 ve
ark., (2019) izolatlarin %42'sinin, Ceken ve ark., (2021) ise %51,7’sinin solunum kaynakl
oldugunu bildirmistir. Bu veriler, Tiirkiye'de de solunum, idrar ve yara Orneklerinin

baslica kaynaklar oldugunu ve kiiresel dagilimla ortiistiigiinii gostermektedir.

P aeruginosa, Ozellikle solunum yolu ve nozokomiyal enfeksiyonlarda sik
karsilagilan bir etkendir. Weiner ve ark., (2016) hastane kaynakli enfeksiyonlarin
~%7'sinden, Vincent ve ark., (2020) yogun bakim enfeksiyonlarinin %16-23"'tinden
sorumlu oldugunu bildirmistir. P aeruginosa’nin ozellikle solunum yolu ve yara
enfeksiyonlarinda baslica etken olarak dne c¢ikmasi, bu patojene yonelik gelistirilecek
terapotik yaklagimlarin enfeksiyonun lokalizasyonuna uygun bigimde yapilandirilmasini
zorunlu kilmaktadir (Kalil ve ark., 2016). Bu dogrultuda, bakteriyofajlarin inhaler
formiilasyonlar araciligiyla alt solunum yollarina ulastirilabilmesi ya da topikal
preparatlar seklinde enfekte deri ve yara yiizeylerine uygulanabilmesi, klinik acidan 6nem

tagimaktadir (Shein ve ark., 2023; Piranaghl ve ark., 2023).
5.7. Antibiyotik ve Peptidlerin Duyarhlik Profilleri

P. aeruginosa enfeksiyonlariin klinik yonetimini ciddi sekilde zorlastiran temel
faktorlerden biri, bu patojende godzlenen antimikrobiyal direng artisidir. Bu nedenle,
mevcut antibiyotiklerin ve klinik P. aeruginosa izolatlarina kars1 umut vadeden AMP'lerin
in vitro duyarlilik profillerinin belirlenmesi, hem mevcut tedavi rejimlerinin etkinligini
belirlemede hem de yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde kritik 6neme sahiptir.

Calismamizda elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglarina gore, CIP, MEM ve
TOB i¢in direng oranlari srastyla %42, %12 ve %16 olarak saptanmistir. COL i¢in direngli
sus tespit edilmemistir. Bu sonuglar, literatiirde bildirilen direng profilleri ile genel bir
uyum igerisindedir (Silva ve ark., 2014; Ekkelenkamp ve ark., 2020; Sader ve ark., 2018a),
ancak bazi antibiyotikler 6zelinde farkliliklar da dikkat ¢cekmektedir (Ghassani ve ark.,
2024).
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Ratajczak ve ark., (2021) CIP i¢in %30.1 ve MEM i¢in %61.6 oraninda direng
bildirmistir. CIP i¢in Abdelaziz ve ark., (2024) %92.86, Al-Orphaly ve ark., (2021) ise
%63.2 gibi oldukga yiiksek direng rapor etmistir. Del Barrio-Tofifio ve ark., (2017) ise
YID izolatlara kars1 direng oranii1 CIP ve MEM igin >%95, TOB i¢in %77 ve COL i¢in
%?2 olarak bildirmistir. Sader ve ark., (2018c), yogun bakim {initesinde yatan hastalardan
elde edilen P. aeruginosa izolatlarinda COL i¢in %6.4, TOB i¢in %52.5 gibi yiiksek bir

diren¢ orani bildirmislerdir.

Tiirkiye'de yiiriitiilen caligmalar incelendiginde, Orhan ve ark. (2025), P.
aeruginosa suslarinda MEM ve CIP’e kars1 diren¢ oranlarini sirasiyla %42 ve %40,6
olarak bildirmistir. Hosbul ve ark., (2022), karbapenem direngli suslarda TOB, CIP ve
MEM'e kars1 direng oranlarini sirastyla %44, %84 ve %89 olarak bildirirken, COL direngli
sus saptamamuistir. Aslan ve ark., (2023) direng¢ oranin1 TOB i¢in %20,4, MEM igin ise
%8 olarak bildirmistir. Ugur ve Geng (2019), COL, MEM ve CIP’e kars1 direng oranlarini
sirasiyla %35, %38 ve %40 olarak bildirmistir. Mansur ve ark., (2013) ve Uludag Altun ve
Ak (2012) ise TOB direncini, bulgularimiza yakin sekilde sirastyla %10 ve %11 olarak

raporlamistir.

Geleneksel antibiyotiklere karsi artan diren¢ oranlari, sadece mevcut tedavi
seceneklerinin etkinligini azaltmakla kalmayip, alternatif antimikrobiyal stratejilerin
acilen gelistirilmesini de zorunlu kilmaktadir. AMP'ler son yillarda 6nemli bir aragtirma
odagi haline gelmistir (Erdem Biiyiikkiraz ve Kesmen, 2022). Calismamizda, iki farkl
AMP olan MUR ve PEX test edilmis ve klinik izolatlara kars1 in vitro etkinlik profilleri

degerlendirilmistir.

Bu ¢aligmada, MUR igin 6lgiilen MiKso degeri 0,25 pg/mL ve MiKoodegeri 0,5
pg/mL olarak belirlenmistir. Sader ve ark., (2018b), izole ettikleri 789 P.
aeruginosa susuna karst MUR icin MIKso/oo degerlerini sirastyla 0,12 mg/L ve 0,25 mg/L
olarak saptamistir. Benzer sekilde, Wei ve ark., (2024a), 20 klinik susun tamaminda MUR
MIK degerini <0,0625 pg/mL olarak tespit etmistir. Ekkelenkamp ve ark., (2020) MiKso/90
degerlerini 0,12/2 mg/L, Ghassani ve ark., (2024) ise 0,12/4 mg/L olarak bildirmistir. Bu
caligmalar, MUR'in gii¢lii in vitro etkinligini dogrulamistir (Melchers ve ark., 2019).
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EUCAST veya CLSI gibi standart belirleyici otoriteler tarafindan MUR igin heniiz
resmi bir duyarlilik esik degeri tanimlanmamis olmasi, mevcut verilerin yalnizca MIiK
dagilimlar1 temelinde ve diger calismalarla karsilastirmali olarak degerlendirilmesini
zorunlu kilmaktadir. Calismamizin Tiirkiye'den MUR'in antibakteriyel aktivitesine iliskin

sistematik verileri sunan ilk ¢alisma olma 6zelligini tasimaktadir.

Calismada degerlendirilen diger bir AMP olan PEX, dogal magainin
peptidlerinden tiiretilmis sentetik bir analog olup ¢esitli bakteri tlirlerine karsi genis
spektrumlu aktivite gdstermektedir (Zasloff, 1987; Lamb ve Wiseman, 1998). Ozellikle P

aeruginosa'ya yonelik in vitro etkinligi lizerine bir¢ok ¢alisma yiirlitilmiistiir.

Calismamizda test edilen 50 klinik izolata kars1 PEX icin MiK degeri 8 png/mL-64
pg/mL araliginda dagilim gostermistir. MiKso degeri 16 pg/mL, MiKgo degeri ise 32
ng/mL olarak saptanmistir. Bu sonuglar, literatlirdeki bazi bulgularla kismen uyumlu,
bazilariyla ise farklilik géstermektedir. Fuchs ve ark., (1998) 25, Ge ve ark., (1999) ise
150 P. aeruginosa izolatina kars1 PEX icin MiKsoo degerlerini sirasiyla, 8 pg/mL, 16
pg/mL ve 16 pg/mL, 32 pg/mL olarak bildirmistir. Ulkemizde yapilan bir ¢aligmada,
Vardar-Unlii ve ark., (2003), 48 P. aeruginosa susuna kars1t PEX'in MIKso9 degerlerini
strastyla 16 pg/mL ve 64 ng/mL olarak saptamistir. Flamm ve ark., (2015) da sinirli sayida
izolatla benzer MIK araliklarinda sonuglar raporlamistir. Ghazvini ve ark., (2021) ise
PEX'in etkinliginin standart laboratuvar suslari ile klinik izolatlar ve hatta farkli klinik
kokenli izolatlar arasinda anlamhi farklilik gosterebildigini vurgulamistir. Bu durum,
PEX'in etkinliginin bakteri susunun kaynagina ve muhtemelen genotipik 6zelliklerine

bagl olarak degiskenlik gosterebilecegine isaret etmektedir.
5.8. Bakteriyofaj-Antibiyotik Sinerjisi

P aeruginosa, hem dogal hem de kazanilmis diren¢ mekanizmalari nedeniyle
tedavisi gii¢ olan ve ¢esitli klinik enfeksiyonlara yol agabilen bir patojendir (Essoh ve ark.,
2015). Bu ozellikleri, alternatif tedavi yaklagimlarinin arastirilmasinda siklikla tercih

edilen bir model mikroorganizma olmasina neden olmustur. Giliniimiizde fajlarin,
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antibiyotik veya AMP’ler ile kombinasyonu, klasik antibiyotik monoterapilerine karsi

gelisen diren¢ sorununa yonelik umut vadeden bir strateji olarak degerlendirilmektedir.

Faj-antibiyotik kombinasyonlar1 antibakteriyel etkinligi artirmakla kalmayip, bazi
direngli P. aeruginosa suslarinda antibiyotik duyarlilifini da yeniden kazandirabildigini
gostermektedir. Engeman ve ark., (2021), baslangigta direncgli siniflandirilan izolatlarda,
faj kokteyli ile birlikte CIP, GEN ve MEM kullaniminin duyarliligi %81'e kadar
artirabildigini bildirmistir. Bu sinerji, terapdtik doz gereksinimini de azaltabilir. Holger ve
ark., (2021), COL ve MEM ile faj kombinasyonlarinin monoterapiye kiyasla daha diisiik
antibiyotik konsantrasyonlarinda etkili bakterisidal etki gosterdigini ortaya koymustur.
Ayrica, bu kombinasyonlarin uzun vadeli bir avantaji da diren¢ gelisimini
baskilayabilmeleridir. Fatima ve Hynes (2025), iliman fajlarin farkli antibiyotiklerle
kullaniminda eszamanli direng gelisiminin sinirli kaldigini ve bazi durumlarda antibiyotik
MIK degerlerinin 32 kata kadar azaldigmi bildirmistir. Sinerjinin molekiiler temeli;
bakteriyel hiicre zar1 ge¢irgenliginin artmasi, faja karsi savunma yanitlarinin antibiyotik
duyarliligina katki saglamasi ve hiicresel ylizey yapilarinda meydana gelen degisiklikleri
igerir. Bu karmasik biyolojik etkilesimlerin anlagilmasi, kombinasyon tedavilerinin etkin

ve hedefe yonelik tasarlanmasi i¢in kritiktir.

PAS, ozellikle sub-MIK  konsantrasyonlardaki  antibiyotiklerin,  faj
adsorpsiyonunu, replikasyonunu ve patlama biiyiikliigiinii artirmas1 ve ayni zamanda
antibiyotik direncini baskilayabilmesi temeline dayanir (Uchiyama ve ark., 2018; Torres-
Barceld ve ark., 2018). Bu yoniiyle PAS, diren¢ baskilanmasi ve tedavi basarisinin

artirilmasi agisindan umut vericidir.

Bu tez kapsaminda, P aeruginosa klinik izolatlarinda fajlarin antibiyotik ve
AMP'lerle sinerjik etkilerini  degerlendirmek ic¢in tekrarlanabilirligi  ¢esitli in
vitro yontemler (hem kat1 hem de sivi ortam temelli) kullanilmistir. Kat1 besiyerinde ii¢
farkli MCTAY uygulanmistir: 1) Cift tabakali agar iizerine antibiyotik diski yerlestirme,
2) Yumusak agara sub-MIK diizeyde antibiyotik/peptid eklenmesi, 3) Alt agara sub-MIK
diizeyde antibiyotik/peptid eklenmesi. Bu protokollerle inhibisyon zonu, plak ¢ap1 ve plak

sayillarindaki  degisiklikler izlenerek etkilesim dereceleri  yari-nicel olarak
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degerlendirilmistir. Sivi ortamda ise dama tahtasi yontemiyle eszamanli ve ardisik

uygulamalar kullanilarak sinerjik etkilesimler incelenmistir.

5.8.1. Modifiye Cift Tabakah Agar Yontemi

MCTAY, faj-antibiyotik sinerjisini hizli, gorsel ve diigiik maliyetli degerlendirme
imkan1 sunar. Agar ylizeyindeki plak capi, sayist ve inhibisyon zonu genisligi gibi
morfolojik parametreler {lizerinden nitel veri saglar. Ancak, yontemin farkli difiizyon
ozelliklerine sahip antimikrobiyallere duyarlilig1, sub-MiK konsantrasyonlarmn dogrulugu

ve tam standardizasyon eksikligi yorumlamada kisitlamalara yol agmaktadir.

Bu alandaki ilk ¢aligmalardan biri Comeau ve ark., (2007) tarafindan yapilmis
olup, E. coli-6zgii fajlarla sefotaksim ve CIP gibi antibiyotiklerin etkilesimini
degerlendirmislerdir. MCTA-DD yontemi kullanilarak, sub-MiK dozdaki antibiyotiklerin
faj plak ¢aplarinda anlamli artisa yol ac¢tig1; bunun antibiyotiklerin bakteri hiicre yapisini
degistirerek faj adsorpsiyonunu ve replikasyonunu artirmasina baglandig: bildirilmistir.
Loganathan ve ark. (2024), klinik MRSA suslarina kars1 vB_Sau S90 ve vB_Sau S165
fajlarinin fosfomisin (FOS), CIP, oksasilin ve vankomisin ile etkilesimlerini incelemistir.
FOS ile MCTA-DD'de belirgin plak biiylimesi gozlenirken, vankomisin
kombinasyonlarinda genis inhibisyon zonuna ragmen plak boyutunda artis olmamaistir.
Oysa ayn1 kombinasyon dama tahtas1 yonteminde sinerjik (FIKI < 0.5) bulunmustur. Bu
durum, sinerjinin her zaman plak morfolojisinde goriiniir degisiklikle sonu¢lanmadigini
gosterir. Plak biiyiikligiindeki degisim, antibakteriyel sinerjinin yani sira antibiyotigin
faja etkisi, bakteri yogunlugu, agar kosullar1 ve faj replikasyon dinamikleri gibi ¢oklu
faktorlerin sonucudur. Dolayisiyla, MCTA-DD yonteminde plak boyutundaki artis
sinerjiyi destekleyebilirken, artis olmamasi sinerjinin yoklugu anlamina gelmez
(Loganathan ve ark., 2024). FOS’nin hiicre duvar1 sentezinin ilk, oksasilinin ise son
basamaginda etkili olmasi, benzer etki sinifindaki antibiyotiklerin bile farkli sinerji

diizeyleri gosterebilecegine isaret eder.
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Khong ve ark. (2024), Enterococcus  faecium, E.  faecalis ve S.
maltophilia izolatlarinda, antibiyotik ve faj emdirilmis seritlerin %0.3 yumusak agar
yluzeyine 90° aciyla yerlestirildigi 0zgiin bir modifiye yontem kullanmistir.
Enterokoklarda vankomisin kombinasyonlari1 ile belirgin sinerji gozlenirken, diger
antibiyotiklerde (ampisilin, linezolid) etki sinirh kalmistir. S. maltophilia'da levofloksasin
(LEV) ile sinerji saptanmazken, SEF ile iki susta orta diizey sinerji gozlenmistir. Bu
bulgular, antibiyotik-faj sinerjisinin hem antibiyotigin hedefledigi bakteriye hem de fajin
replikasyon stratejisine, baglanma dinamiklerine, yayilim kapasitesine ve biyolojik
stabilitesine bagli oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, serit yerlesimli modifiye yontem
gibi yontemsel farkliliklarin sinerjinin gozlenebilirligini dogrudan etkileyebilecegi

anlasilmaktadir.

Stachurska ve ark. (2021), PAS tespiti icin MCTAY'ye farkli modifikasyonlar
uygulayarak bunlar1 E. coli ve T4 faji ile 43 antibiyotik kullanarak karsilastirmistir.
Sefotaksim, SEF ve ampisilin, PAS etkisini en gii¢lii gdsteren ajanlar olarak belirlenmistir.
PAS, sub-MIK seviyedeki antibiyotiklerin daha biiyiik faj plaklar1 olusturmasi olarak
tanimlanmistir.  Antibiyotiklerin agara eklenme bi¢imi plak sayist ve boyutunu
etkilemistir. Plak boyutu ile ilgili en iyi sonuglar, antibiyotigin alt agara eklenmesiyle elde
edilmistir. Calisma, PAS tespiti i¢in yOntemin antibiyotige gore optimize edilmesi
gerektigini ve dogrudan agar uygulamalarinin disk yontemine kiyasla daha etkili

olabilecegini gdstermektedir.

Moryl ve ark. (2024), Enterococcus faecalis'e karst iki faj (vB_Efa29212 2e ve
vB Efa29212 3e) ile dort antibiyotigi (imipenem, amoksisilin-klavulanik asit, ampisilin,
norfloksasin) MCTAY ile test etmistir. Imipenem, amoksisilin-klavulanik asit ve ampisilin
kombinasyonlarinda inhibisyon zonlarinda artis ve faj plak caplarinda biiylime
gozlenirken, norfloksasin ile inhibisyon zonu ¢aplarinda azalma ve plaklarda degisiklik

olmamas1 antagonistik etki olarak degerlendirilmistir.
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Kaur ve ark. (2012), MRS A'ya 6zgii fajlarin ¢ift tabakali agarda olusturdugu kiigtik
plaklarm, sub-MIK dozdaki protein sentezi inhibitorii antibiyotikler (linezolid, tetrasiklin)
ile boyutunun sirastyla 3.5 ve 2.8 kat arttigini; adsorpsiyon ve latent periyodun kisaldigini;
patlama boyutunun arttigin1 gostermistir. Antibiyotiklerin konak bakteri iiremesini
yavaslatarak plak boyutunu artirdigi ve bakteri yapisinin degismedigi epifloresan

mikroskop analizleriyle dogrulanmustur.

Morris ve ark. (2025), ESKAPE patojenleri iizerinde faj-antibiyotik sinerjisini
arastirmis ve P. aeruginosa suslarinda (ATCC 27853, S4 12, PAO1) PAW33 litik fajinin
aztreonam (ATM), CIP, LEV ve piperasilin-tazobaktam (TZP) ile potansiyel sinerjisini
MCTA-DD yontemi ile test etmistir. 24 saatlik faj inkiibasyonu sonrasinda, 6zellikle CIP,
LEV ve ATM ile inhibisyon zon ¢aplarinda anlamli artis gdzlenmis; en belirgin artis
cevresel S4 12 susunda CIP ve LEV ile saptanmugtir. TZP ile de artis goriilmiis ancak etki
daha sinirli kalmigtir. Bu sonuglar, MCTA-DD yonteminin faj-antibiyotik sinerjisi 6n
taramasinda yararli olabilecegini, ancak kantitatif dogrulama i¢in dama tahtasi yonteminin

daha uygun ve giivenilir oldugunu ortaya koymaktadir.

5.8.2. Dama Tahtas1 Yontemi

Dama tahtas1 yontemi, faj ve antibiyotik/ AMP kombinasyonlarinin etkilesim
diizeyini (sinerjik, aditif, antagonistik) kantitatif olarak belirlemeye ve uygulama
sirasi/zamanlamasinin roliinii ortaya koymaya olanak taniyan degerli bir aractir (Li ve
ark., 2021). FIKi degeri, kombinasyonlarin MIK iizerindeki etkisini sayisal olarak

degerlendirmeyi ve eszamanli/ardisik stratejiler arasindaki farklar1 6lgmeyi saglar.

Loganathan ve ark. (2024),S. aureus suslarinda dama tahtast analizi ile
vB_Sau S90 fajinin FOS, CIP, oksasilin ve vankomisin ile tiim kombinasyonlarinda
belirgin sinerji (FIKI < 0.5) elde etmistir. Bu, aym ¢aligmada vankomisin ile MCTAY'de
plak biiylimesi gozlenmemesiyle tezat olusturarak, MCTA-DD yoOnteminin bazi ajanlar
icin sinerjiyi fenotipik olarak yeterince yansitamayabilecegini ve dama tahtas1 yonteminin

kantitatif degerlendirmede daha giivenilir oldugunu gostermistir.
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Moryl ve ark. (2024), Enterococcus faecalis ATCC 29212 susunda 2e ve 3e fajlari
ile AMP, AMC ve IMP kombinasyonlarini test etmis; sinogram analizleri AMP i¢in
MiKso'de 16 kat diisiis gibi giiclii sinerji gostermistir. Ancak bazi suslarda, 6zellikle IMP
ile antagonistik etkiler (MIKso artis1) de gézlenmistir.

Morris ve ark. (2025), PAW33 fajinin P. aeruginosa suslarina karst CIP ve LEV
ile tiim suslarda sinerji (FIKI: 0.14-0.35), ATM ve TZP ile ise gevresel susta sinerji,
digerlerinde kismi sinerji (> 0.5 FIKI < 1) raporlanmustir. Bu veriler, PAS'm antibiyotik ve

sus bagimli heterojen yapisini desteklemektedir.

Eszamanli uygulamada 6zellikle protein sentezini DNA veya ribozom diizeyinde
inhibe eden antibiyotiklerin faj adsorpsiyonunu veya replikasyonunu baskilayarak
sinerjiyi engelleyebilecegi bildirilmistir (Chaudhry ve ark., 2017; Aktiirk ve ark., 2019).
Nikoli¢ ve ark. (2022). Calismamizda BAUNPA1 faj1 ile eszamanli uygulamalarda MEM,
COL ve CIP ile %60 oraninda sinerji saglanmigti. TOB, MUR ve PEX
kombinasyonlarinda ise tiim izolatlarda aditif etki gdzlenmistir. Bu sonuglar, 6zellikle
(daha diisiik FIKI degerine sahip) p-laktamlarin eszamanli uygulamalarda daha yiiksek
sinerjik potansiyele sahip olabilecegini isaret etmektedir. BAUNPA3 ile eszamanlh
uygulamalarda MEM ve CIP ile %100, COL ile %60, TOB ve PEX ile de %40 sinerji elde

edilmistir.

Nikoli¢ ve ark. (2022), P. aeruginosa PA14 susunda JG024 faj1 ile CIP ve
seftriakson (CRO) kombinasyonlarinda sinerji (FIKI 0.18-0.50) elde ederken, GEN ile
sinerji saglanamamistir; bu aminoglikozitlerin faj biyolojisi iizerindeki olumsuz etkisini
desteklemektedir. Paranos ve ark., (2025), MBL iireten P. aeruginosa izolatlarina karsi
MEM, CIP ve amikasin ile ¢esitli P. aeruginosa fajlarinin kombinasyonlarinda sinerji
(FIKI 0.04-0.35), Engeman ve ark. (2021) ise 16 P. aeruginosa izolatia kars1 CIP ve
MEM ile PAM2H faj kokteylinin kombinasyonunda ¢ok diisiik FIKI degerleriyle belirgin
sinerji (FIKI 0.004-0.5) bildirmistir.

Calismamizda, 6nce BAUNPA1 fajinin uygulandigi ardisik modelde (faj — 2 saat
sonra antibiyotik) MEM, COL, CIP ve TOB ile %80, MUR ve PEX ile ise %60 oraninda
sinerji elde edilmistir. Once BAUNPA3 fajinmn uygulandigi ardisik modelde ise MEM ve

99



CIP ile %100, COL, TOB ile %80, MUR ve PEX ile %60 oraninda sinerji elde edilmistir.

Bu bulgular, faja 6ncelik verilmesinin sinerjiyi artirabilecegini gostermektedir.

Once-antibiyotik/peptid uygulanan ardisik modelde (antibiyotik — 2 saat sonra
BAUNPAL faj1)) MEM ile %100, COL ile %80, CIP ile %60, TOB ile %40 oraninda sinerji
elde edilmistir. BAUNPA3 fajinin kullanildig1 ayni1 modelde, MEM ile %100, COL ile
%80, CIP ile %40 oraninda sinerji elde edilmistir.

Tablo 5.1. Dama tahtast yontemiyle yapilan faj-antibiyotik sinerji ¢aligmalari.

Yayin (Y1) Kullamlan Faj Antibiyotikler Yontem Sonu¢
Dama tahtasi, CIP ile sinerji eszamanl (FIKI =
Nikolic eszamanli 0,29-0,50) iken ardigik 1 saat
ve ark. 2022 16024 CIP, GEN ve 1-6 saat (FIKI 0.18-0.50); GEN tiim
ardigik kullanimda etkisiz
Chaudh ?i?;;iitam’ CIP ile sinerji; TOB ve GEN ile
Y NP1, NP3 TOB, GEN, CIP 3 sadece faj—AB siralamasinda
ve ark. 2017 ve ardigik (4 .
sinerji
saat)
Engeman PAM2H (EPa3, Dama tahtasi, MEM ve CIP ile sinerji (FIKI
EPall, EPal5, EPa22, MEM, CIP , i
ve ark. 2021 eszamanli 0.0039’a kadar diisiis)
EPa43)
Fatima ve gir:;;iitisé’ CIP ile 16 kata kadar MIiK
Hynes, 2025 Hali, Meadow, Nox  CIP ardisik (1,4 ve 6 azalmast; gug':lu sinerji eszamanli
ve 1 saat gecikmeli kullanimda
saat)
Pakpunavirus,
Paranos Phikzvirus, Dama tahtasi, %60 susta sinerji; FIKI 0.04;
ve ark. 2025  Pbunavirus, CIP, MEM, COL eszamanli bazi suslarda CIP ile antagonizm
Phikmvvirus
Dama tahtas, . N
Akturk vB_PaM EPAI MEM, CIP eszamanli ve A —AB siralamasinda sinerji;
ve ark. 2019 - - AB—faj siralamasinda etkisiz
ardigik (6 saat)
Damar Celik =\ 56 MEM, CIP Dama tahtast— y i o nibiyotik ile sineri
ve ark. 2024 eszamanli

CIP: Siprofloksasin, MEM: Meropenem, COL: Kolistin, TOB: Tobramisin, GEN: Gentamisin

Chaudhry ve ark., (2017), TOB ve GEN kombinasyonlarinda once faj

uygulamasinda sinerji olustugunu, 6nce antibiyotik uygulamasimnin ise replikasyonu

baskiladigini bildirmistir. Nikoli¢ ve ark. (2022), CIP + JG024 kombinasyonunda 1 saat



Once-faj uygulamasinin sinerjiyi olusturdugunu, bu siirenin 6 saate ¢ikarilmasinin ise bu
etkinin olusmadigini gostermistir. Tkhilaishvili ve ark., (2019), biyofilm modelinde TOB
ile 6nce-faj ardisik uygulamasinin eszamanliya gore 6 log daha fazla bakteriyel azalma
sagladigin1 ve en yiiksek sinerjinin 6 saatlik Once-faj uygulamasinda gozlendigini
raporlamistir. Aktiirk ve ark. (2019) MEM/CIP + vB PaM_EPA1 kombinasyonunda 6

saat once-faj uygulamasinin sinerjiyi olusturdugunu gostermistir.

Sonug¢ olarak, bu caligmada uygulanan kati tabanli yontemler, belirli faj-
antibiyotik/peptid kombinasyonlar1 arasinda potansiyel sinerjileri 6n taramada degerli
veriler sunmustur. Ancak bu bulgular, antimikrobiyal ajana ve deneysel protokol gibi
degiskenlere bagli olarak farklilik gdsterebilir. Bu nedenle potansiyel sinerjiler, sivi
tabanli kantitatif testlerle (6rnegin dama tahtasi veya zaman 6liim egrisi deneyi) mutlaka

dogrulanmalidir (Tablo 5.1)

5.9. Bakteriyofaj-Peptid Sinerjisi

Bakteriyofajlar ve AMP’ler arasindaki kombinasyon uygulamalari, CID bakteriyel
enfeksiyonlarla miicadelede giderek daha fazla ilgi goren alternatif terapdtik
yaklasimlardan biri héline gelmektedir. Bu kombinasyonlarin sundugu potansiyel
sinerjistik etkiler, farkli hedef yapilar ve etki mekanizmalari tizerinden sekillenmektedir.
Ancak literatiirde yer alan ¢aligmalar hilen sinirli sayida olup, cogu bulgu in vitro diizeyle
siirli kalmaktadir (Mirski ve ark., 2019). Bu durum, kombinasyon terapilerinin klinik
uygulamalara entegrasyonu oncesinde daha derinlemesine mekanistik ve farmakodinamik

analizlere ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.

Bakteriyofajlar, konak bakteriye 0zgiil baglanma yetenekleri ve litik dongi
yoluyla hedef hiicreyi pargalama kapasiteleri sayesinde yiiksek secicilige sahip
antimikrobiyal ajanlardir. Diger yandan, AMP’ler genellikle bakteriyel hiicre zarmi
destabilize ederek veya hiicre i¢i metabolik siirecleri inhibe ederek etki gosterirler. Bu
farkli etki yollari, bakteriyofaj ve AMP’lerin birlikte kullanildiginda sinerjik bir

antibakteriyel etki potansiyeli dogurmasina olanak tanimaktadir. Nitekim AMP’lerin zar
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gecirgenligini artirict etkisi, bakteriyofaj genomunun bakteriyel sitoplazmaya daha etkin
girisini kolaylastirabilirken; bakteriyofajlarin enfekte ettigi bakterilerde olusturdugu
fizyolojik stres ve zayiflik, AMP’lerin etkinligini artirabilecek bir mikrogevre

olusturmaktadir (Alisigwe ve ark.,2025; Mirski ve ark.,2019).

Ayrica bazt AMP’lerin sahip oldugu immunomodiilator 6zellikler, konak savunma
sisteminin diizenlenmesine katki saglayarak faj replikasyonunun kolaylasmasina ve
enfeksiyonun kontrol altina alinmasina destek olabilmektedir (Wittebole ve ark., 2014).
Bu etkilesimler, yalnizca bakteriyel eradikasyon degil, ayn1 zamanda konak immiin

yanitinin optimize edilmesi agisindan da dnem arz etmektedir.

MCTAY kullanilarak bakteriyofaj ve AMP kombinasyonlariin sinerjik etkisini
degerlendiren herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bakteriyofaj ve AMP’lerin
sinerjisini arastiran sinirli sayida ¢alisma olup bunlarin biiyiik bélimii dama tahtas1 veya
zamana bagl o6ldiirme gibi sivi fazli in vitro yontemler kullanmistir (Tablo 5.2). Bu
calisma, MUR ve PEX gibi 6zgiil AMP'lerin iki farkli faj (BAUNPA1 ve BAUNPA3) ile
birlikte hem modifiye DLA protokolleri hem de dama tahtas1 yontemi kullanilarak sinerjik
potansiyelinin sistematik olarak degerlendirildigi ilk ¢aligma olma 6zelligini tasimaktadir.
Literatiirde raporlanan bakteriyofajlardan tiiretilmis AMP'lerin, hem dogrudan
antimikrobiyal etkileri hem de klasik antibiyotik veya bakteriyofajlarla birlikte sinerjik
etki gosterebilme potansiyelleri, genel olarak bakteriyofaj peptid sinerjik yaklagimini ele

almak icin son derece degerlidir.

Wilkinson ve ark., (2025) tarafindan yiiriitiilen ¢calismada, gp28 adl1 bakteriyofaj
kokenli bir AMP’nin CID P. aeruginosa suslarma kars1 TOB ile eszamanli uygulandiginda
giiclii bir sinerji olusturdugu bildirilmistir. LL-37"ye yapisal benzerlik gosteren gp28’in
planktonik hiicrelerde MIK degeri 109 pg/mL olarak belirlenmis, ayrica biyofilm yapisini
bozabildigi gosterilmistir. Zamana bagli o6ldiirme analizleri, bu kombinasyonun

antibakteriyel etkinligini anlamli 6l¢iide artirdigini ortaya koymustur.

Benzer bicimde, Wojciechowska, (2025) tarafindan yapilan calismada endolizin

LysABP-01 ve polimiksin B kombinasyonunun sinerjik etkisi vurgulanmistir. Dama
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tahtas1 yontemi ve hayvan modellerinde yapilan deneylerde, bu kombinasyonlarin
endolizin MIK degerini 32 kat, COL’nin MIK degerini ise 8 kat diisiirdiigii saptanmustir.
Sinerjinin, dis zar gecirgenligini artiran mekanizmalar iizerinden gergeklestigi
belirtilmistir. Ayrica LysPB32 ve polimiksin B kombinasyonu ile Salmonella
Typhimurium’da 7 log KOB/mL diizeyinde bakteri yiikii azalmas1 saglanmistir (Kim ve
ark., 2022).

Tablo 5.2. Faj-peptid sinerjisine ait caligmalar (Alisigwe ve ark., 2025).
Antibiyotik /
AMP

Oliveira ve ark. (2017) EC3a Bal (dogal AMP) E. coli

Yazar (Yil) Faj / Peptid Hedef Bakteri Sonug

5.9-log biyofilm
azalmast
27 kat azalma;
COL direncli A baumannii yuk.sek .
suslar gecirgenlik,
diigiik toksisite
10-100 kat
. bakteriyel
Mirski ve ark. (2019) EF34 lSier;te:kﬁ tler E. faecalis azalma;
popep 15-30 dakikada
etkili
Biyofilm yiiki
azaltildi
AMP zar etkisi
endolizin
S. aureus aktivitesini
(MRSA) artirdi;
MRSA’ya kars1
sinerji
Biyofilm
azalmasi;
sagkalim orani
%83.3’e ¢ikt1
Endolizin MiK
32 Kkat,
LysABP-01, COL A. baumannii COL MIK 8 kat
azalds; 7 log
azalma
Giglii sinerji,
g(l)l;;r)lson ve ark. gp28 TOB P. aeruginosa Il:/i[}lllgﬁ(iﬁfusu’

bozulmasi

Peng ve ark. (2017) LysAB2 P3

Duc ve ark. (2020) SA46-CTH2  Nisin S. aureus

Gouveia ve ark. (2022) Lysl1 R8K

Zhang ve ark. (2023) Ply2660 LL-37 E. faecalis

Wojciechowska
(2025)

AMP: Antimikrobiyal peptid, COL: Kolistin, TOB: Tobramisin,

Mirski ve ark., (2019), EF34 faj1 ile PAL-KKKK-NH2, PAL-KR-NH: ve MIR-KR-

NH: gibi sentetik lipopeptitlerin E. faecalis iizerinde kombinasyonlarini test etmis ve bu
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birlesimlerin 10—100 kat daha fazla bakteriyel azalma sagladigini bildirmistir. Bu etkiler,

sadece 15-30 dk i¢inde baslamis ve hizli bakterisidal yanitlar olusturmustur.

Gouveia ve ark., (2022), S. aureus suslarinda R8K adli AMP ile Lys11 endolizini
kombine etmis ve AMP'nin hiicre zarinda olusturdugu yapisal degisikliklerin endolizin
etkinligini anlamli oOlgiide pekistirdigini gostermisti. MRSA suslarinda dahi sinerji
gozlenmistir. Duc ve ark., (2020) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise, nisin ile
SA46-CTH2 fajimin siit gibi kompleks matrislerde dahi biyofilm yiikiinii azaltabildigi

rapor edilmistir.

Zhang ve ark., (2023), LL-37 ve Ply2660 endolizini E. faecalis biyofilm modeli
tizerinde test etmis, biyofilm yapisinda anlamli azalma ve fare modelinde sagkalim
oraninda %83.3’e varan artis saptamistir. Oliveira ve ark., (2017) ise, EC3a faj1 ve bal
kombinasyonunun E. coli biyofilmi iizerinde 5.9-log'luk azalma sagladigini, bu etkinin

balin dogal AMP igerigi ile iliskili olabilecegini bildirmistir.

Peng ve ark., (2017), LysAB2 endolizininden tiiretilen ¢esitli peptidleri A.
baumannii’ye karsi test etmis; 6zellikle LysAB2 P3 peptidinin COL direngli suslara kars1
etkin oldugunu ve fare modelinde 27 kat bakteriyel azalma sagladigini ortaya koymustur.
Peptidin diisiik sitotoksisite, yliksek membran gecirgenlik etkisi ve sagkalim avantaji

sagladig: bildirilmistir.

Lemon ve ark., (2019), T7 fajint AMP-1018 tiretmesi i¢in genetik olarak modifiye
etmis ve bu rekombinant fajin hem planktonik hem de biyofilm hiicrelerinde yiiksek lizis
kapasitesi sergiledigini raporlamistir. Bu tiir biyoteknolojik yaklasimlarin, konvansiyonel

AMP'lerin terapdtik potansiyelini asabilecegi diisiintilmektedir.

Ayrica, bazi yayinlarda gp46 ve gpl3 gibi faj yapisal proteinlerinden tiiretilen
kiiciik peptidlerin antimikrobiyal etkileri dolayli bicimde belirtilmistir. Bu proteinlerin
peptid formlarinin, bakteriyel zar gecirgenligini artirarak faj penetrasyonunu
kolaylagtirabildigi ve boylece sinerjik etkinligi optimize edebildigi 6ne siiriilmiistiir. Bu
bulgular, faj kokenli AMP'lerin gelecekteki terapdtik stratejilerde merkezi rol

oynayabilecegini desteklemektedir.
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Bu literatiir bilgileriyle uyumlu olarak, ¢calismamizda MUR ve PEX ile yapilan
kombinasyonlarda sinerjik etkinin yalnizca ardisik uygulama modelinde (faj — 2 s sonra
peptid) ortaya ¢iktig1; eszamanli ve ters ardisik uygulamalarda ise tiim kombinasyonlarin
additif diizeyde kaldig1r gozlemlenmistir. BAUNPA1 ve BAUNPA3 fajlartyla yapilan
dama tahtas1 ydnteminde, ardisik (6nce faj) uygulamalarda MUR igin ortalama FiKI
degerleri sirasiyla 0.418 ve 0.418; PEX icin ise 0.450 ve 0.435 olarak hesaplanmis ve her
iki fajla da %60 oraninda sinerji tespit edilmistir. Eszamanl uygulamalarda ise FIKI
degerlerinin MUR i¢in 1.276 (BAUNPATI) ve 0.896 (BAUNPA3), PEX i¢in ise 1.037
(BAUNPAI) ve 0.638 (BAUNPA3) diizeylerinde oldugu ve sinerjik etkinin

saglanamadig1 belirlenmistir.

Bu durum, faj uygulamasinin bakteri hiicresinde zar biitiinliigiinii bozarak ya da
hiicre yiizey yapilarinda degisiklik olusturarak AMP'lerin hiicreye girisini kolaylastirdigi
ve peptid etkinligini artirdigi yoniindeki hipotezi desteklemektedir. Dolayisiyla
bakteriyofajlar, AMP etkinligini sinerjik olarak giiclendiren biyolojik 6n modiilatorler

seklinde degerlendirilebilir.

Sonug olarak, bakteriyofaj ve AMP kombinasyonlari, farkli hedeflere yonelen etki
mekanizmalar1 sayesinde sinerjik antimikrobiyal yanitlar olusturarak direngli patojenlerin
eliminasyonunu kolaylastirmaktadir. Ozellikle faj uygulamasinin peptid etkisini optimize
eden bir 6n kosul olusturduguna dair bulgular, bu stratejinin tedavi protokollerinde
zamana duyarli olarak planlanmasini gerektirmektedir. Literatiirde bildirilen ve bu
caligmada elde edilen veriler, bakteriyofaj kokenli AMP'lerin gelecekteki terapdtik peptid
tasarimlarinda oncelikli kaynak olarak degerlendirilmesi gerektigini gii¢lii bigimde ortaya

koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

BAUNPA1 ve BAUNPA3 klinik oOrneklerden izole edilen P. aeruginosa
izolatlarina karsi litik etki gosterdi.

BAUNPA3 daha genis konak aralifina sahipken, BAUNPAI in daha yiiksek
patlama boyutu ve 1s1 direncine sahip oldugu saptandi.

Her iki faj i¢in optimum enfeksiyon kosullar;; MOI 10, pH 7-8 ve 37-50°C
sicaklik aralig1 olarak belirlendi.

Kolistin ve murepavadin’in en diisik MIK araligi (1 - 0.06 pg/mL) gdsteren
antimikrobiyal ajanlar oldugu belirlendi.

Alt agara sub-MIK antibiyotik/peptid ilavesi plak boyutunu; yumusak agara sub-
MIK antibiyotik/peptid ilavesi plak sayisini artird.

Ardisik uygulama (faj — antibiyotik/peptid) en yiiksek sinerjiyi sagladi.
Meropenem, tiim yontemlerde en giiclii sinerjik etkiyi gosterdi.

Sinerji potansiyelinin daha kapsamli incelenebilmesi i¢in farkli antibiyotik
simiflarindan temsilcilerle (6r. B-laktam, aminoglikozid, kinolon, polimiksin dis1)
ek kombinasyon ¢aligmalar1 yapilmalidir.

Zaman-06liim egrileri ile sinerjik etki dogrulanmalidir.

Faj—antibiyotik/peptid kombinasyonlar1 hayvan ve biyofilm modellerinde test
edilmelidir.

Fajlarin endotoksin diizeyi belirlenmelidir.

Fajlarin tam genom analizi yapilmalidir.
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