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ÖZET 

ÜNLÜ S. Su Kaynaklarından Karbapenem Dirençli Acinetobacter baumannii 

İzolatlarına Etkili Bakteriyofaj İzolasyonu ve Karakterizasyonu. Başkent Üniversitesi, 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Tıbbi Mikrobiyoloji Tezli Yüksek Lisans Programı, 

Ankara, 2022. 

Acinetobacter baumannii, birçok hastane enfeksiyonundan sorumlu Gram-negatif non-

fermenter bir bakteriyel patojendir. A. baumannii keşfinden itibaren hem intrinsik 

mekanizmaları hemde kazanılmış direnç geliştirebilme yetenekleri nedeniyle birçok 

antibiyotiğe dirençli hale gelmiştir. Karbapenem dirençli A. baumannii (KDAB) suşlarının 

dünya çapında artan prevelansı, alternatif bir antimikrobiyal tedavi arayışına ve yeni 

terapötik stratejilerin gerekliliğini ortaya çıkarmıştır. Bakteriyofajlar (faj) da çoklu ilaç 

dirençli (ÇİD) bakterilerin neden olduğu enfeksiyonların tedavisi için umut verici adaylardır. 

Bu çalışmada atık su ve göl gibi çeşitli su kaynaklarından, KDAB izolatlarını enfekte eden 

faj izole etmek, bu fajların klinik izolatlardaki litik aktivitesini araştırmak ve izole edilen 

fajları karakterize etmek amaçlanmıştır. A. baumannii, Başkent Üniversitesi Ankara 

Hastanesi Enfeksiyon Hastalıkları ve Klinik Mikrobioloji Laboratuvarında çeşitli klinik 

numunelerden izole edilmiştir. İzolatların karbapenem direnci disk difüzyon yöntemi ile 

saptanmıştır.  Çalışmamızda, blaOXA-23, blaOXA-24 ve blaOXA ve kromozomal blaOXA-51 

karbapenem direnç genleri polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yöntemi ile saptanmıştır. 

Klinik A. baumannii izolatları arasındaki klonal ilişki Pulsed-Field Jel Elektroforezi (PFGE) 

ile belirlenmiştir. Faj izolasyonu için çeşitli su kaynaklarından periyodik olarak su örneği 

alınmıştır. İzole edilen fajlar zenginleştirilip saflaştırıldıktan sonra litik aktiviteleri “spot 

test” ile belirlenmiştir.  Fajların, “One-step growth” eğrileri “multiplicity of infection” (MOI) 

değerleri, ısı ve pH stabiliteleri değerlendirilmiştir. Fajların morfolojilerini ve taksonomik 

ailelerini belirlemek üzere transmisyon elektron mikroskop (TEM) görüntüleri alınmıştır. 

Fajların moleküler karakterizasyonu ve proteom analizleri için restriksiyon profilleri 

karşılaştırılmış ve Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-Page) 

uygulanmıştır. Klinik KDAB izolatlarının hepsinde kromozomal blaOXA-51 geni saptanırken, 

73’ünde (n=73/96, %70) blaOXA-23, 12’sinde (n=12/96, %12.5) blaOXA-24 geni olduğu 

bulunmuştur.  İzolatların hiçbirinde blaOXA-58 genine rastlanmamıştır. PFGE analizine göre 

izolatlar 1 major olmak üzere 5 pulsotipe ayrılmıştır. Klinik KDAB izolatlarına karşı litik 

aktivite gösteren dört A. baumannii fajı Başkent Üniversitesi Ankara Hastanesi atık suyu, 
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Kütahya atık suyu, Kızılırmak ve Kırıkkale at harası atık suyundan izole edilmiştir. 

φAb65’nın latent periyodu 5 dk, φAb31 ve φAb69’nın 10 dk, φAb59’nın ise 15 dk olarak 

bulunmuştur. φAb31, φAb59, φAb65 ve φAb69’larının patlama boyutları ise sırasıyla, 3500, 

1699, 2600 ve 118 PFU/CFU olarak hesaplanmıştır. Bütün fajların termal olarak stabil 

oldukları ve farklı pH aralıklarına toleranslı oldukları belirlenmiştir. TEM analizi 

sonucunda, fajlar, Myoviridae ailesine ait olarak teşhis edilmiştir. Restriksiyon analizi, bütün 

fajların birbirinden farklı restriksiyon profilinin olduğunu göstermiştir. Bu çalışmada 

değerlendirilen fajların, daha ileri in vivo çalışmalar ve ÇİD bakterilerin tedavisinde 

terapötik bir ajan olarak kullanılmaya uygun olduğu ortaya konmuştur.  

 

 

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, Bakteriyofajlar, Karbapenem Direnci, 

Moleküler Karakterizasyon 

 

 

Bu çalışma Başkent Üniversitesi Tıp ve Sağlık Bilimleri Araştırma Kurulu tarafından 

onaylanmış (Proje no: KA21/488) ve Başkent Üniversitesi Araştırma Fonunca 
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ABSTRACT 

ÜNLÜ S. Isolation and Characterization of Bacteriophages from Water Sources 

Effective Against Carbapenem Resistant Acinetobacter baumannii Isolates. Baskent 

University, Institute of Health Sciences, Department Of Medical Microbiology, 

Medical Microbiology Master's Program with Thesis, Ankara, 2022. 

 

Acinetobacter baumannii is a Gram-negative non-fermentative bacterial pathogen 

responsible for many hospital infections. Since its discovery, A. baumannii has become 

resistant to several antibiotics due to its intrinsic and acquired resistance mechanisms. The 

increasing prevalence of carbapenem-resistant A. baumannii (CRAB) has led to a search for 

alternative antimicrobial therapy and to the development of new therapeutic strategies. 

Bacteriophage (phage) therapy is a potential candidate for the treatment of multidrug-

resistant (MDR) bacterial infections. In this study, it is aimed to isolate and characterize 

phages effective against CRAB from various water sources such as wastewater and lake and 

to investigate the lytic activity of these phages in clinical isolates. A. baumannii isolates were 

collected from different clinical specimens in Baskent University Ankara Hospital Infectious 

Diseases and Clinical Microbiology Laboratory. Carbapenem susceptibility was determined 

by disc diffusion method and Polymerase Chain Reaction (PCR) was used to detect blaOXA-

23, blaOXA-24 and blaOXA-58 ve chromosomal blaOXA-51 carbapenem-resistance genes. The 

genetic relation between clinical A. baumannii isolates was determined by Pulsed-Field gel 

electrophoresis (PFGE). Water samples were taken periodically from various water sources 

for phage isolation. After the isolated phages were enriched and purified, their lytic activity 

was determined by a spot test. One-step growth curve, the multiplicity of infection (MOI), 

and thermal and pH stability of phages were evaluated. Transmission electron microscopy 

(TEM) was used to determine the morphologies and taxonomic families of phages. 

Restriction digestion and Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

(SDS-Page) were applied for the molecular characterization and proteome analysis of 

phages. Chromosomal blaOXA-51 gene was detected in all of the clinical CRAB isolates, while 

blaOXA-23 was found in 73 of the isolates (n=73/96, 70%) and blaOXA-24 gene in 12 (=12/96, 

12.5%). The blaOXA-58 gene was not detected in any of the isolates. PFGE revealed that the 

bacterial isolates were divided into 5 pulsotypes, including one major pulsotype. Four phages 

having lytic activity against CRAB A. baumannii were isolated from Baskent University 
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Ankara Hospital wastewater, Kütahya wastewater, Kızılırmak and Kırıkkale horse stud 

wastewater. For φAb65, the latent period was 5 min, while for φAb31 and φAb69, it was 10 

min. The latent period of φAb59 was 15 min. The burst size of φAb31, φAb59, φAb65 and 

φAb69 was 3500, 1699, 2600 and 118 PFU/CFU, respectively. All phages were thermally 

stable and tolerant to a wide pH range. TEM analysis revealed that phages belonged to 

Myoviridae family.  Restriction analysis demonstrated that isolated phages had distinct 

digestion profiles. Evaluated phages in this study were found to be promising for further in 

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

 

 

Keywords: Acinetobacter baumannii, Bacteriophages, Carbapenem Resistance, Molecular 

Characterization 
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 vi 

ÖNSÖZ 

Acinetobacter baumannii, hastane kaynaklı enfeksiyonlara sebep olan Gram-negatif bir 

bakteridir. Hem intrinsik hemde kazanılmış direnç mekanizmaları sayesinde ilaçlara kolayca 

direnç geliştirebilen A. baumannii’nin ÇİD ve pan-drug resistant suşları dünya genelinde 

bildirilmektedir. Karbapenem dirençli A. baumannii’nin artan insidansı ve kolistin dirençli 

suşların bildirilmesi, alternatif tedavi arayışlarına sebep olmuştur. Antibiyotiklerin keşfi ile 

bakteriyofaj çalışmaları yavaşlamıştır. Fajlar, spesifik olarak bakterileri enfekte eder ve 

alternatif tedavi arayışı için umut verici ajanlar olmuştur. Çalışmamızda, karbapenem 

dirençli A. baumannii izolatlarına karşı litik aktivite gösteren fajları izole ve karakterize 

etmek; böylece bu fajların terapötik ajan olarak uygun olup olmadıklarını araştırmak 

amaçlanmıştır. Bu çalışmada, karbapenem dirençli klinik A. baumannii izolatlarına karşı 

litik aktivite gösteren dört faj izole edilmiş ve bu fajların biyofiziksel stabiliteleri ve 

moleküler karakterizasyonları belirlenmiştir.  
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1. GİRİŞ 

Taksonomik sınıflandırmaya göre Moraxellaceae familyasında bulunan 

Acinetobacter cinsi üyeleri içerisinde, A. baumannii dünya çapında hastane kaynaklı 

enfeksiyonlarla ilişkili en önemli patojendir [1]. A. baumannii’nin antibiyotiklere hızla 

direnç geliştirdiği ve çoklu ilaca dirençli (ÇİD) suşlarının izole edildiği bildirilmektedir [2]. 

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ), A. baumannii'yi antibakteriyel ilaçlardan etkili bir şekilde 

kaçabilen en önemli ESKAPE mikroorganizmalarından (Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve 

Enterobacter türleri) biri olarak bildirmiştir [3]. ÇİD A. baumannii'nin neden olduğu 

enfeksiyonların ve salgınların yaygınlığı nedeniyle, bu patojenin neden olduğu hastalıkların 

tedavisinde etkin kullanılan antibiyotik sayısı azalmaktadır [4]. A. baumannii’nin 

aminoglikozidler, sefalosporinler, karbapenemler, tigesiklin ve kolistin dahil olmak üzere 

çeşitli antibiyotik sınıflarına karşı direnç geliştirdiği gösterilmiştir [5]. 

Dünya genelinde artan antibiyotik direnci insidansı, alternatif bir antimikrobiyal 

tedavi arayışına yol açmıştır. Bakteriyofajlar (faj), bakterileri enfekte eden virüslerdir ve 

biyosferdeki en yaygın ve çeşitli türler arasındadır. Bakterilerin bulunduğu her yerde 

bulunan fajlar, dünyada, bakteriler de dahil olmak üzere diğer tüm organizmalardan daha 

çok sayıda (1031'den fazla) bulunmaktadır [6]. Keşiflerinden itibaren bakteriyel 

enfeksiyonların tedavisinde, fajların potansiyel antimikrobiyal ajanlar olarak görülmesinin 

nedeni, hızlı hücre lizizi ile sonuçlanan bir bakteriyel konağı tanıyabilmeleri, 

bağlanabilmeleri ve içinde çoğalabilmeleridir [7]. Faj terapi, son yıllarda antimikrobiyal 

direnç oranlarındaki artışla yeniden gündeme gelmiştir ve A. baumannii de dahil olmak 

üzere Gram-negatif bakterilerin neden olduğu enfeksiyonları tedavi etmek için fajların 

kullanımına artan bir ilgi vardır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Acinetobacter baumannii 

Acinetobacter baumannii, Moraxellacea ailesine mensup Acinetobacter cinsi 

içerisinde yer alan bir bakteri türüdür [8]. A. baumannii, Acinetobacter cinsinin en önemli 

ve en yaygın üyesi olup insan sindirim sisteminde bulunabilen Gram-negatif, oksidaz-

negatif, katalaz-pozitif, non-fermenter, hareketsiz, aerobik bir kokobasildir. Acinetobacter 

türleri arasında A. baumannii dünya çapında hastane kaynaklı enfeksiyonlarla ilişkili en 

önemli üyedir [1]. 

 

2.1.1. Patogenez ve klinik hastalıklar 

A. baumannii, hastane kaynaklı pnömoni, cilt ve idrar yolu enfeksiyonları dahil 

olmak üzere dünya çapında hastane enfeksiyonlarının önde gelen nedenlerinden biri haline 

gelmiştir [8, 9]. A. baumannii, düşük dereceli bir patojen olarak kabul edilmesine rağmen 

vantilatör ilişkili pnömoni, deri, kan dolaşımı, idrar yolu ve diğer yumuşak dokuların fırsatçı 

enfeksiyonlarından sorumlu önemli bir patojendir [10]. 

Genomik ve fenotipik analizler ile A. baumannii'nin, patojenitesinden sorumlu 

birçok virülans faktörü tanımlanmış olmasına rağmen diğer Gram-negatif patojenlerle 

karşılaştırıldığında A. baumannii'de nispeten daha az virülans faktörü bulunmaktadır [2]. 

Bunlar arasında, dış membran porinleri (OMP), fosfolipazlar, proteazlar, lipopolisakkaritler 

(LPS), kapsüler polisakkaritler, protein salgılama ve demir şelatlama sistemleri 

bulunmaktadır [2,4,11].  

A. baumannii’nin çok çeşitli antibiyotik direnç mekanizmaları ve virülans faktörleri 

arasında, OMP olarak adlandırılan, hücresel geçirgenliği modüle etmekte görevli dış zar 

proteinleri, dağılımları ve önemli fonksiyonları nedeniyle en önemli virülans faktörlerinden 

biridir [12]. A. baumannii dış zarı, OmpA, CarO, OprD-benzeri OMP'ler, OMP33-36 kDa, 

AbuO, TolB vb. dahil olmak üzere çok sayıda OMP'ye sahiptir [13,14].  

Bu OMP'leri arasında, OmpA, A. baumannii'nin adezyonunda, biyofilm oluşumunda 

ve konağın immün yanıtını regüle etmede kilit rol oynayan önemli bir virülans faktörüdür 

[15]. OmpA, epitel hücreler üzerinde biyofilm oluşumuna katkı sağlayarak ve hücre 

yüzeyindeki fibronektin ile etkileşime girerek A. baumannii’nin akciğer epitel hücrelerine 

yapışmasına aracılık eder [16,17]. OmpA'nın aşırı üretimi, hastane kaynaklı pnömoni, 

bakteriyemi ve A. baumannii'ye bağlı ölüm ile ilişkilendirilir [18]. Buna ek olarak, 

OmpA’nın antimikrobiyal dirençte de rol oynadığı bilinmektedir ve ompA genindeki bir 
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bozulma sonucunda kloramfenikol, aztreonam ve nalidiksik asit ilaçlarının minimum 

inhibisyon konsantrasyonlarında (MİK) azalma saptanmıştır [19].  

Ekstraselüler polisakaritler, bakteri hücre zarfının başlıca immünojenik 

bileşenleridir. A. baumannii’nin zarf yapısı da patojenitesine katkıda bulunan faktörlerle 

ilişkilidir. Bunlar arasında kapsüler ekzopolisakkaritler ve LPS bulunmaktadır [4]. 2015 

yılında yapılan bir çalışmada incelenen tüm klinik A. baumannii izolatlarının, 

ekzopolisakkarit kapsül gibi kompleks polisakkaritlerin üretiminden sorumlu korunmuş bir 

gen kümesi olan “K lokusu” içerdiği bildirilmiştir. Aynı zamanda bu ekzopolisakkarit 

kapsülün konak serumuna karşı bakteriye koruma sağladığı ve hayvan enfeksiyon 

modellerinde A. baumannii’nin virülansını arttırdığı da bilinmektedir [20].  

Fosfolipid metabolizması için gerekli olan ve birçok bakteri için virülans faktörü olan 

lipolitik enzim fosfolipazlar üç sınıfa ayrılmaktadır; fosfolipaz A, fosfolipaz C (PLC) ve 

fosfolipaz D (PLD). PLC ve PLD, A. baumannii’de virülans faktörleri olarak tanımlanmıştır 

[4].  

Bakterilerin dış zarından oluşan dış membran vezikülleri (OMV), fosfolipidler, 

LPS’ler, OMP’ler ve periplazmik proteinler içermektedir [21]. Gram-negatif bakterilerin 

salgıladığı OMV’ler, bakteriyel efektörleri konak hücrelere taşıyan dağıtım araçlarıdır. 

OMV'ler, konak hücre içine çeşitli virülans faktörleri iletmektedir. Böylece, bakteri ve 

konak hücreler arasında yakın temas olmaksızın, patojenlerin konak ile etkileşime girmesine 

izin vermektedir [22]. A. baumannii’nin salgıladığı OMV’ler arasında OmpA, proteazlar ve 

fosfolipazlar gibi virülans faktörleri bulunmaktadır [23].  

A. baumannii ayrıca demir bağlayan sideroforlara sahiptir. Bunlar içince 

asinetobaktin, en iyi karakterize edilmiş siderofor virülans faktörüdür. Bir in vivo çalışma, 

A. baumannii ATCC 19606 suşunda asinetobaktin biyosentezi ve taşıma işlevinin bozulması 

sonucunda bakterilerin epitel hücreler içinde kaldığını ve böylece hücre hasarında ve enfekte 

farelerin ölümünde önemli ölçüde bir azalma olduğunu bildirmiştir [24]. 

A. baumannii için çeşitli protein salgılama sistemleri tanımlanmıştır. Tip II ve tip VI 

salgılama sistemleri, sırasıyla, T2SS, ve T6SS, bunlardan bazılarıdır [4]. T2SS'nin, farelerde 

A. baumannii kolonizasyonu ve enfeksiyonunda önemli bir rol oynadığı bilinmektedir. 

Birçok A. baumannii suşu, çevredeki bakteri hücrelerine toksik efektör proteinler vermek 

için T6SS kullanmaktadır [25,26]. 
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2.1.2. Laboratuvar tanısı 

A. baumannii, koyun kanlı agar, triptik soy agar, eozin metilen blue agar ve 

MacConkey agarda kolaylıkla üreyebilen bir bakteridir. Kanlı agarda, 0.5-2mm çapında 

şeffaf ve opak koloniler oluştururlar [27].  A. baumannii’nin laboratuvar tanısı için kullanılan 

biyokimyasal reaksiyonlardan; indol, gaz, H2S, Voges-Proskauer, oksidaz, üreaz, testleri 

negatif, katalaz ve sitrat testleri pozitif reaksiyon verir.  

 

2.2. Acinetobacter baumannii ve Beta-laktam Antibiyotiklere Direnç 

 Beta-laktam grubu antibiyotikler, çok sayıda klinik endikasyonla en sık reçete edilen 

ilaç sınıflarından biridir. 1930'lu yıllardan itibaren kullanılmaya başlanmasıyla, bakteriyel 

hastalıklara karşı mücadeleyi büyük ölçüde değiştiren beta-laktam grubu antibiyotikler, 

toplam antibiyotik pazarının %65'ini oluştururlar [28]. Beta-laktam grubu antibiyotiklerin 

moleküler yapısında ortak olarak bir azot ve üç karbon içeren beta-laktam halkası bulunur. 

Beta-laktam grubu antibiyotikler arasında penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve 

karbapenemler vardır. Monobaktamlar dışındaki beta-laktam antibiyotiklerinde beta-laktam 

halkası beş ya da altı üyeli başka bir halka ile birleşmiştir [29, 30]. Bu antibiyotikler, bakteri 

hücre duvarı sentezinden sorumlu olan ve penisilin bağlayan proteinlere (PBP) etki ederler. 

Beta-laktam antibiyotikler PBP'lere kovalent ve geri dönüşümsüz olarak bağlanır ve böylece 

hücre duvarı sentezini bozup transpeptidasyonu inhibe ederler [30]. 

 Antibiyotik direnç mekanizmaları; antibiyotiklerin enzimatik inaktivasyonu ya da 

modifikasyonu, antibiyotiğin bakteride hedef aldığı bölgede değişiklik, dış membran 

geçirgenliğinin azalması sonucu bakteri hücresine antibiyotik girişinin engellenmesi ya da 

azalması ve efluks pompasıyla bakteri hücresine giren antibiyotiğin dışarı atılması ve bu 

mekanizmaların kombinasyonları şeklinde olagelir. Gram-negatif bakterilerde beta-

laktamlara karşı en yaygın direnç mekanizması, beta-laktam halkasının beta-laktamaz 

enzimleriyle hidrolize olmasıdır [31]. 

 Beta-laktamaz enzimleri iki ana sınıfa ayrılır; Ambler ve Bush–Jacoby 

sınıflandırması. Ambler sınıflandırması, amino asit dizi homolojisinden yararlanarak beta-

laktamazları Sınıf A, B, C ve D olarak sınıflarken Bush–Jacoby sınıflandırması substrat 

hidroliz profillerine (penisilin, sefalosporin, geniş spektrumlu sefalosporin, karbapenem) ve 

inhibitör profiline (β-laktamaz inhibitörleri, klavulanat ve tazobaktam, tarafından 

inhibisyon) göre Grupları 1, 2, 3 ve 4 olarak sınıflandırmaktadır (Tablo 1) [32,33]. 
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Tablo 1. Beta-laktamazların sınıflandırılması. 

Bush-

Jacoby 

Grupları 

Ambler 

Sınıflaması 

 

Ayırt Edici Substratlar 

Klavulanik asit, 

veya tazobaktam 

ile inhibisyon 

 

Örnek Enzimler 

1 C Sefalosporinler Hayır AmpC, ACC 

1e C Sefalosporinler Hayır CMY-10 

2a A Penisilinler Evet BlaZ(PCl) 

2b A Penisilinler, dar spektrumlu 

sefalosporinler 

Evet TEM-1,TEM-2 

2be A Geniş spektrumlu sefalosporinler, 

monobaktamlar 

Evet TEM-3, SHV-2 

2br A Penisilinler, dar spektrumlu 

sefalosporinler 

Hayır TEM-30,SHV-10 

2ber A Geniş spektrumlu sefalosporinler, 

monobaktamlar 

Hayır TEM-50 

2c A Karbenisilin Evet PSE-1, CARB-3 

2ce A Karbenisilin, sefepim Evet RTG-4 

2d D Oksasilin Evet OXA-1 

2de D Geniş spektrumlu sefalosporinler Evet OXA-11 

2df D Karbapenemler Evet OXA-23, OXA-48 

2f A Karbapenemler Hayır KPC-2, IMI-1 

3a B Karbapenemler Hayır NDM-1, VIM-1 

 * 32 no'lu kaynaktan uyarlanmıştır.  

2.2.1. Karbapenemazlar 

2014 Ulusal Antimikrobiyal Direnç Sürveyans Sistemi verilerine göre Türkiye’de 

Acinetobacter spp'de %66 olan ÇİD ve %89 olan karbapenem direnci, 2019 yılında sırasıyla 

%80 ve %90 olarak bildirilmiştir [34]. Karbapenemler, dirençli Gram-negatif bakterilerin 

neden olduğu ciddi enfeksiyonların tedavisinde kullanılan geniş spektrumlu aktiviteye sahip 

beta-laktam antibiyotiklerdir [35]. Ancak karbapenemin artan klinik kullanımı, yüksek 

direnç oranının ortaya çıkmasına sebep olmuştur. Karbapenem dirençli A. baumannii'de 

(KDAB) en yaygın direnç mekanizması, başta oksasilinaz (OXA) tipi enzimler (D Sınıfı) ve 

metallo-β-laktamazlar (MBL'ler) (Sınıf B) olmak üzere karbapenemaz üretimidir. KDAB'de 

en yaygın olarak tanımlanan dört OXA tipi karbapenemaz kodlayan gen; blaOXA-23, blaOXA-

51, blaOXA-24 ve blaOXA-58’dir. blaOXA-51 ise A. baumannii’de kromozomal olarak kodlanan 

intrinsik karbapenemazdır [36]. 
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 Ambler sınıflamasına göre karbapenemazlar A, B ve D sınıflarında yer almaktadır.  

Ambler sınıf A karbapenemazlar, penisilinlere ve aztreonam'a direnç gösterebilen 

kromozomal SME ve IMI ailelerini ve ayrıca tüm beta-laktam antibiyotiklere direnç 

gösteren plazmit ile kodlanan Klebsiella pneumoniae karbapenemazlarını (KPC) 

içermektedir [37]. Bu enzim grubu, genişlemiş spektrumlu beta-laktamazlardan (GSBL), 

TEM, SHV ve CTX-M enzim ailelerini kapsamaktadır. A sınıfı beta-laktamazların                   

A. baumannii'de oldukça yaygın olduğu görülmektedir [38]. KDAB’de, yakın zamanda 

plazmit ve/veya integron ile kodlanan Ambler sınıf A serin karbapenemazlar olan KPC-2, 

KPC-3, KPC-4, KPC-10 ve GES-14 saptanmıştır [39].  

 A. baumannii’de dört tip metallo-beta-laktamaz olarak adlandırılan Sınıf B beta-

laktamaz tanımlanmıştır ve bunlar; IMP (imipenemaz), VIM (Verona integron-encoded-

metallo-beta-laktamaz), NDM (New-Delhi-metallo-beta-laktamaz) ve SIM’dir (Seoul 

imipenemaz) [40]. Metallo-beta-laktamazların aktif bölgelerinde serin yerine çinko iyonu 

(Zn+2) bulunmaktadır. Diğer karbapenemazların aksine, metallo-beta laktamazlar, beta-

laktam inhibitörleriyle inhibe olmazlar, fakat EDTA gibi katyon şelatları ile inhibe 

olmaktadır [41]. IMP ilk kez 1991 yılında Japonya’da Serratia marcescens’te saptanmıştır. 

Üç farklı filogruptan toplamda altı IMP varyantı A. baumannii’de tanımlanmıştır ve bunlar 

IMP-1, IMP-2, IMP-4, IMP-5, IMP-6 ve IMP-11’dir [42, 43].  

 C sınıfı beta-laktamazlar ise bütün A. baumannii'lerde bulunan kromozomal olarak 

kodlanmış intrinsik sefalosporinazlardır (Acinetobacter türevli sefalosporinaz). 

 Oksisilinazlar veya karbapenem hidrolize edici sınıf D β-laktamazlar olarak da 

adlandırılan D sınıfı beta-laktamazlar, tüm beta-laktamları (esas olarak OXA-10 ailesi) 

inaktive edebilmektedir ve karbapenem direncinin ana mekanizmasını oluşturmaktadır. Hem 

kromozomda hem de plazmitlerde bulunabilen bu blaOXA genleri arasında blaOXA-51, blaOXA-

23, blaOXA-24, blaOXA-58, blaOXA-143 ve blaOXA-235 genleri bulunmaktadır [44].    

 

2.3. KDAB için Yeni Antimikrobiyal İhtiyacı 

 Antibiyotik direnci küresel bir sorun haline gelmiştir. Antibiyotiklerin fazla ve yanlış 

kullanılması, kolistin gibi son çare antibiyotiklerin tarım ve hayvancılıkta da kullanıma 

girmesi bakterilerde antibiyotik direncinin artmasına sebep olmuştur. KDAB suşlarının artan 

insidansı, alternatif bir antimikrobiyal tedavi arayışına yol açmıştır. A. baumannii, 

bakteriyofaj tedavisi gibi yeni terapötik stratejilerin acil olarak araştırılmasını ve 

geliştirilmesini gerektiren en öncelikli patojenlerdendir. 
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2.4. Bakteriyofajlar  

 Bakteriyofajlar; okyanuslar, denizler, topraklar, içtiğimiz sular ve yediğimiz 

yemekler dahil olmak üzere her yerde yaygın olarak bulunurlar. Yeryüzünde 1030 ila 1032 

arasında faj olduğu tahmin edilmektedir; bakteriler de dahil olmak üzere dünyadaki bütün 

organizmaların toplamından fazladır. Fajlar, ekosistemde mikrobiyal dengenin 

korunmasında kilit rol oynarlar [45, 46]. Fajlar, spesifik olarak bakterileri enfekte eden ve 

bakterilerde replike olan ve ökaryot hücrelere zararsız olan virüslerdir [46]. 

 

2.4.1. Bakteriyofaj tarihçesi 

 Ernest Hanbury Hankin 1896 yılında, Hindistanda bulunan Ganj ve Yamuna 

Nehirlerinin birçok bakteri türüne karşı özellikle de Vibrio cholerae’ya karşı antiseptik 

özelliği olduğunu bildirmiştir. Modern faj çalışmalarının, Frederick W. Twort’un 1915 

yılında gerçekleştirdiği bir gözlem ile başladığı bilinmektedir. Fakat, Félix d'Herelle'in öncü 

çalışmasından sonra, Twort'un raporunun bakteriyofajlarla ilgili olduğu kabul edilmiştir 

[45]. Bakteriyofajlar, bağımsız olarak 1915 yılında Twort ve 1917 yılında Félix d'Hérelle 

tarafından keşfedilmiştir [47,48]. Twort, mikrokok kolonilerinin "camsı dönüşümünü" 

tanımlarken, d'Hérelle Shigella’ya karşı bir "anti-mikrop" izole etmiştir. Hemorojik dizanteri 

salgınını araştırmak üzere Paris Pasteur Enstititüsü’nde çalışan d'Hérelle, hasta insanların 

dışkılarını filtrelemiş ve bakterisiz filtratlar elde etmiştir. Filtrelenen dışkıları Shigella 

izolatları ile inkübe etmiş ve besiyeri üzerine yaymıştır. Bu “anti-mikrobun” bakterilere 

antagonist olduğunu ve agar üzerinde bakterilerin lizizine sebep olduğunu belirtmiş ve 

bunlara plak adını vermiştir.  “bakteri yiyen” anlamına gelen "bakteriyofaj" terimini ilk kez 

tanımlamıştır [45, 49, 50].  

   

2.4.2. Faj terapisi 

 Bakteriyofajların keşfinden kısa bir süre sonra, d'Herelle, 1919 yılında Hôpital des 

Enfants-Malades Paris’te dizanteriyi tedavi etmek için fajları terapötik olarak kullanmaya 

yönelik ilk girişiminde bulunmuştur. Faj preparatı 12 yaşında şiddetli dizantesi olan çocuğun 

tedavisi için hazırlanmış ve güvenli olduğunu teyit etmek üzere, d'Herelle, Hutinel ve 

hastane stayjerleri tarafından çocuğa verilmeden önce yutulmuştur. Tek doz anti-dizanteri 

faj uygulamasının hemen ardından hastanın semptomları kaybolmuş ve birkaç gün içerisinde 

tamamıyla iyileşmiştir. 1921 yılında Richard Bruynoghe ve Joseph Maisin, cerrahi olarak 

açılan lezyonların üzerine faj enjekte ederek enfeksiyonda 24 ila 48 saat içerisinde gerileme 

olduğunu raporlayarak stafilokokal deri sendromunu tedavi etmiştir [51]. 
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2.4.3. Ticari faj üretimi 

D’Herelle, Fransa’daki laboratuvarında çeşitli bakterilere karşı etkinliğini saptadığı 

en az beş adet faj preparatı hazırlamıştır ve Bacté-rhino-phage, Bacté-intesti-phage, Bacté-

pyo-phage, ve Bacté-staphy-phage olarak isimlendirilen bu faj prepapartlarını daha sonradan 

L’Oréal olarak bilinen Fransız bir şirkete pazarlamıştır [52]. Amerika Birleşik 

Devletleri’nde (ABD) 1940 yıllarında Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,       

Escherichia coli  ve diğer bakteriyel patojenlere karşı aktivite gösteren terapötik fajlar 

üretilmeye başlanmıştır. Ticari amaçla üretilen bu faj praparatları, apseler, yaralar, vajinit, 

akut ve kronik üst solunum yolu enfeksiyonları ve mastoid enfeksiyonların tedavisi amacıyla 

kullanılmıştır, fakat antibiyotiklerin keşfi ve kullanıma girmesiyle terapötik faj üretimi 

birçok batı ülkesinde durmuştur [51]. Buna rağmen, Doğu Avrupa’da ve Sovyet Rusya’da 

fajlar, antibiyotiklerle ya da antibiyotiklere alternatif olarak kullanılmaya devam etmiştir. 

1923 yılında Giorgi Eliava ve D’Herelle tarafından kurulan “Eliava Institute of 

Bacteriophage, Microbiology, and Virology” (EIBMV) ve 1952 yılında kurulan “Hirszfeld 

Institute of Immunology and Experimental Therapy” (HIIET) enstitüleri, sırasıyla, Gürcistan 

ve Polonya’da aktivitelerine devam etmiştir [51]. 

 

2.4.4. Fajların sınıflandırılması 

 Tarihsel olarak fajlar PCR, dizileme veya bugün bildiğimiz birçok moleküler 

yöntemin olmadığı zamanlarda morfolojilerine göre sınıflandırılmıştır [53]. Kuyruklu 

fajların taksonomik olarak sınıflandırılması, elektron mikroskopi görünümlerine göre, A 

(kasılabilen kuyruklu), B (uzun, kasılamayan kuyruklu) ve C (kısa, kasılamayan kuyruklu) 

olmak üzere 3 morfotipte sınıflandıran David Bradley’in öncü sınıflandırma çalışmasına 

dayanmaktadır. 1967 yılında Bradley fajları, morfolojik yapılarına ve nükleik asit çeşitlerine 

göre 6 gruba ayırarak sınıflandırmıştır. Nükleik asit çeşitlerine göre ise çift sarmallı DNA 

içeren fajlar A, B ve C grubunda yer alırken tek sarmallı DNA içeren fajlar D ve F grubunda, 

RNA içerenler ise E grubunda yer almıştır (Tablo 2) [54].  

 Bradley sınıflandırmasına göre, T4, λ, PM2, ФX174, MS2 ve fd fajları olmak üzere 

toplamda altı faj cinsinin olduğu kabul edilmiştir [54]. Bu sınıflandırmanın yapıldığı tarihte, 

yalnızca 111 tane faj varlığı bilinmekteydi [55]. 
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Tablo 2. Bradley sınıflandırması. 

Bradley Grupları Özellikleri Nükleik Asit 

A Kasılabilen, kuyruklu fajlar DNA 

B Kasılamayan, uzun kuyruklu fajlar DNA 

C Kasılamayan, kısa kuyruklu fajlar DNA 

D Kuyruksuz, büyük kapsomerli fajlar DNA 

E Kuyruksuz, küçük kapsomerli fajlar RNA 

F Filamentöz fajlar DNA 

* 54 no’lu referanstan uyarlanmıştır. 

  Bradley’in ardından, Hans W. Ackermann ve Abraham Eisenstark 1974 

yılında, 672 kuyruklu ve yapısı isometrik veya filamentöz olan 33 fajı dahil ederek bir 

sınıflandırma yapmıştır. Bu sınıflandırmaya göre fajları dört ana grupta incelemiş, 17 

morfolojik gruba ayırmıştır [56]; 

1- Kuyruklu Bakteriyofajlar 

2- Kübik Simetrili Bakteriyofajlar 

3- Filamentöz Bakteriyofajlar 

4- Nükleik Asiti Bilinmeyen Bakteriyofajlar 

 

 Kuyruklu fajlar grubunda, çift-sarmallı DNA içeren, zarfları bulunmayan fajlar yer 

almış ve bu fajlar da kuyruk boyları baz alınarak, Bradley sınıflandırmasına göre, kısa, uzun 

ya da kasılabilen kuyruklu fajlar olarak üçe ayrılmıştır. Her bir grup yine fajların baş 

şekillerine göre üçer alt gruba daha ayrılmıştır [56]. 

 Kübik simetrili fajlar ise, a) tek sarmallı DNA içeren, zarfsız ve 30 nm çapındaki 

fajlar, b) DNA taşıyan, zarfsız ve 60 nm çapındaki fajlar, c) çift sarmallı DNA içeren ve lipid 

zarflı fajlar, d) tek sarmallı RNA içeren, zarfsız fajlar ve e) çift sarmallı RNA içeren, lipid 

zarflı fajlar olarak beş gruba ayrılmıştır [56]. 

 Filamentöz fajlar grubunda bulunan fajların ise hepsi tek sarmallı DNA içeren zarfsız 

fajlardır. Bu fajlar da kısa ya da uzun filamentöz yapılı olarak iki alt gruba ayrılmıştır [56]. 

 Nükleik asiti bilinmeyen fajlar ise, a) 33 nm çapında, kübik partiküllü Clostridium 

fajı, b) 31-35 nm çapında, kübik partiküllü Mycoplasma fajı ve c) oval şekilli, zarflı, 50-120 

nm çapında, Arholeplasma fajı olarak üç alt gruba ayrılmıştır [56]. 

 Ackermann’ın 2000 yılında güncellediği sınıflandırmasına göre fajlar 13 aile 

içerisinde sınıflanmış ve 140’tan fazla bakteriye etkili bulunmuştur (Tablo 3) [57].  
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Tablo 3. Faj ailelerinin sınıflandırılması ve özellikleri. 

Morfolojik 

Gruplar   
Nükleik Asit Aileler  Özellikleri 

Kuyruklu Fajlar  dsDNA 

Myoviridae  Kasılabilir kuyruk  

Siphoviridae Uzun, kasılamayan kuyruk  

Podoviridae Kısa kuyruk 

Polihedral Fajlar 

ssDNA   Microviridae  Polihedral kapsid   

dsDNA Corticoviridae Polihedral kapsid   

dsDNA, L Tectiviridae Lipid vesiküller    

ssRNA Leviviridae - 

dsRNA Cystoviridae Lipid zarf 

Filamentöz Fajlar 

ssDNA   Inoviridae Uzun filamenter 

dsDNA Lipothrixviridae Lipid zarf     

dsDNA Rudiviridae TMV-benzeri 

Pleomorfik Fajlar dsDNA 
Plasmaviridae Lipid zarf 

Fuselloviridae Limona benzer şekil 
* 57 no’lu kaynaktan uyarlanmıştır. 

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

 

2.4.5. International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) 

sınıflandırması 

 Virüslerin taksonomik sınıflandırması ve virüs taksonlarının adlandırılması, 

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

“Bacterial and Archaeal Subcommittee” (BAVS) tarafından sürdürülmektedir. Bu 

sınıflandırma, faj genomunun moleküler yapısı (tek sarmallı/çift sarmallı DNA/RNA), viral 

kapsid yapısı, zarflı/zarfsız oluşu, konak aralığı, patojenitesi ve dizi benzerliğine 

dayanmaktadır [58]. 

 

2.4.6. Kuyruklu fajlar  

 Bütün kuyruklu fajları kapsayan Caudovirales takımı, Ackermann tarafından 1998 

yılında teklif edilip kabul edilmiştir. 2000'li yılların başında genomik çağın doğuşuyla 

birlikte, faj genom dizi analizleri, özellikle Caudovirales takımına ait bakteriyofajlarda, 

yüksek bir genomik çeşitlilik olduğunu ortaya çıkarmıştır. Bu çalışmalar, üç morfolojik aile 

içinde (Podoviridae, Myoviridae ve Siphoviridae) ilk alt ailelerin oluşmasına sebep olmuştur 

[59].  2008 yılında, üç caudoviral familya Myoviridae, Podoviridae ve Siphoviridae sadece 

18 cins ve 36 tür içermekteydi. Veritabanlarındaki faj genomlarının sayısı arttıkça, bu üç 

ailenin monofiletik olmadığı anlaşılmıştır. İlk faj genom tabanlı ağ gösterimi olan “The 
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Phage Proteomic Tree” ve diğer birçok araç ve yayın ile parafiletik gruplar gösterilmiştir. 

Bu kanıtlara dayanarak, BAVS, yeni, genom temelli aileler tanımlayarak, daha önce örtüşen 

kuyruklu faj gruplarını ayırmaya başlamıştır [59]. 2016 yılında ise Caudovirales takımı altı 

alt aile, 80 cins ve 441 tür içermekteydi [60]. Ağ tabanlı yaklaşımlar ve meta-analizler 

sonucunda Myoviridae ailesine üç yeni alt aile; Ackermannviridae, Chaseviridae ve 

Herelleviridae, Siphoviridae ailesine iki yeni alt aile; Demerecviridae ve Drexlerviridae ve 

Podoviridae ailesine bir yeni alt aile Autographiviridae ailesi resmi olarak eklenmiştir [59].  

 Kuyruklu fajlar, tüm fajların %96’sını oluşturur [61]. Uzun, kasılamayan kuyruklu 

faj ailesi Siphoviridae (örneğin, λ, HK97, SPP1, p2, TP901-1) kuyruklu fajların %61’ini 

oluşturmaktadır. Uzun, düz, kasılabilen kuyrukları ile karakterize Myoviridae fajları 

(örneğin, T4, φ92, φKZ) %25, kısa, kasılamayan kuyruklu Podoviridae fajları (örneğin, φ29, 

T7, P22) ise kuyruklu fajların %14’ünü oluşturmaktadır (Şekil 1) [62, 63].   

 

 

Şekil 1. Myoviridae (a), Siphoviridae (b) ve Podoviridae (c) fajlarının temsili yapıları (63 

no’lu kaynaktan uyarlanmıştır). 

  

2.4.7. Yapısal özellikleri 

 Faj genomu tek sarmallı/çift sarmallı, DNA ya da RNA’dan oluşmaktadır. Bu genetik 

materyal, kapsid içerisine paketlenmiştir. Microviridae, Corticoviridae, Tectiviridae, 

Leviviridae ve Cystoviridae ailelerinde polihedral kapsid bulunurken Inoviridae ailesinde 

filamentli, Plasmaviridae ailesinde pleomorfik ve Caudovirales ailesinde ise kapsid, bir 
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kuyruğa bağlıdır [64].  Bugüne kadar izole edilmiş fajların büyük bir çoğunluğu kuyrukludur 

ve çift sarmallı DNA genomuna sahiptir. Caudovirales üyeleri arasında kapsid çapları 

genom boyutuna bağlı olarak 45 ile 185 nm arasında değişmektedir.  Kuyruklu fajların çoğu 

(~%75) ikosahedral kapsid yapısına sahiptir ve yaklaşık %15'i kuyruk ekseni ile hizalanmış 

uzun bir kapside sahiptir [65, 66]. 

 Fonksiyonel bir fajın oluşması, bakteriyi enfekte ettikten sonra konak hücre 

tarafından üretilen gerekli tüm proteinlerle başlayan çok aşamalı bir sürecin sonucudur. Faj 

DNA’sı, olgun bir kapsidin boyutuna genişleyen prokapsidin içine paketlenir. Adaptör ve 

durdurucu proteinler, DNA sızıntısını önlemek amacıyla portal kompleksine bağlanır. Daha 

sonra, dekorasyon proteinleri kapside bağlanır ve kuyruk eklenir; böylece nihai enfektif faj 

oluşur (Şekil 2) [67]. 

 

 

Şekil 2. Fonksiyonel bir fajın oluşum aşamaları (67 no’lu kaynaktan uyarlanmıştır).  

 

 Fajlar, enfeksiyon oluşturmak için genomlarını konak hücrelere enjekte etmek 

zorundadır. Çoğu faj bunun için kuyruk kullanır. Kuyruk, bakteriyel hücre duvarına 

bağlanmaya, penetrasyonuna ve faj genomunun enjeksiyonuna aracılık eden kompleks, çok 

proteinli bir yapıdır. Kuyruğun, konak hücre sitoplazmasını nasıl aştığı hakkında çok az şey 

bilinmektedir [68]. Zarflı ökaryotik virüslerin çoğu, konak hücre membranına bir hidrofobik 

füzyon peptidi iliştirerek füzyonu gerçekleştirir. Zarfsız ökaryotik virüsler ise, konak hücre 

zarı üzerinde por oluşturarak veya bir hücresel zar parçalama mekanizması yoluyla füzyonu 

sağlamak için bir transmembran peptidi kullanır. Prokaryotik virüslerin ise muhtemelen 



 13 

yakınsak evrimin bir sonucu olarak hidrofobik, por oluşturan ve membranda aktif bir peptidi 

kullanarak zar penetrasyonu gerçekleştirmesi ökaryotik virüslerle ortak mekanizmaları 

paylaştığını göstermektedir [69].  

 

2.4.8. Yaşam döngüsü 

 Fajlar, bakterilerde litik ve lizojenik döngü olmak üzere iki farklı yaşam döngüsü 

sergilemektedir. Yaşam döngüleri en az beş aşama içerir; adsorpsiyon, penetrasyon, bakteri 

genomunun bozulması, yeni fajların partiküllerinin biyosentezi, bakteri lizizi ve virion 

salınımı. Faj yaşam döngüsündeki en önemli adımlardan biri adsorpsiyondur. Fajın 

bakteriye adsorbe olabilmesi için bakteri membranı üzerindeki bazı spesifik proteinleri, 

lipopolisakkaritleri veya diğer molekülleri (teikoik asitler, fimbria, flagella) tanıması 

gerekir. Bakteri yüzey reseptörlerinin faj tarafından başarılı bir şekilde tanınması, fajın 

bakteri yüzeyine penetre olmasını ve viral genomunu enjekte etmesini sağlar. Faj 

penetrasyonu, fajın kuyruğunda bulunan bazı lizozim enzimlerinin hücre duvarının N-

asetilmuramik asit ve N-asetil-D-glukozaminler arasındaki 1,4-ß-bağlarını hidrolize etmesi 

ile gerçekleşmektedir. [70].   

 Litik döngüde faj virionu bakteri yüzeyine adsorbe olur ve genomunu konak hücre 

içine enjekte eder. Faj enfeksiyonu ile konak hücrenin genetik fonksiyonlarının yeniden 

programlanması indüklenir. Böylece, faj kendi genomunu kopyalar ve kendi yapısal ve 

fonksiyonel proteinlerini ifade eder. Daha sonra, faj virion partikülleri birleştirilir ve viral 

nükleik asit ile yüklenir. Konak hücre dakikalar veya saatler sonra parçalanır ve birçok yeni 

faj, hücre dışına serbest bırakılır [45]. Bakteriyel membranın ve hücre duvarının bozulması, 

peptidoglikan hidrolizini sağlayan endolisinler, plazma zarını bozan holinler ve Gram-

negatif bakterilerin dış zarını destabilize eden spaninler gibi spesifik lizis proteinlerince 

sağlanır [70].  

 Fajlar, alternatif olarak bir lizojenik döngü başlatabilir; Faj genomunun replikasyonu 

yerine, profaj adı verilen, genellikle konak genoma entegre olan, ancak bazen bir plazmid 

olarak korunan hareketsiz bir formda kalabilmektedirler. Fajlar, bu durumda süresiz olarak 

kalabilir. Konak hücre içindeki profajla çoğalır ve her biri profaj içeren hücrelerin 

oluşturduğu bir popülasyon ortaya çıkar. Bu profajlar, lizojenik döngüden çıkarak, litik 

döngüye girebilirler (Şekil 3) [45, 49]. 

 



 14 

 

Şekil 3. Fajların yaşam döngüsü (49 no’lu kaynaktan uyarlanmıştır). 

 Lizojenik veya litik döngü seçimini etkileyen bazı faktörler vardır. Örneğin, lizojenik 

fajlarda litik veya lizojenik döngünün başlatılmasının faj genomunda kodlanmış spesifik 

sinyal peptitleri ile yönetildiği gösterilmiştir. Bacillus üyelerini enfekte eden fajların, 6aa 

olarak adlandırılan bir iletişim peptidi ürettiği bildirilmiş ve bu iletişim peptidlerinin yeterli 

miktardaki varlığında fajların lizojenik döngüye karar verdiği gösterilmiştir. Bu döngüde 

ayrıca bu iletişim peptidleri yeni üretilen fajların önceki fajlarla iletişim kurmasını, yani 

yakın geçmişteki enfeksiyonların miktarını tahmin etmesini ve dolayısıyla litik veya 

lizojenik döngüye karar vermesini sağlar ve bu sistem “Arbitrium” sistemi olarak adlandırılır 

[71].  

ÇİD bakterilerin sebep olduğu enfeksiyonların tedavisinde alternatif olarak 

kullanılabilecek fajların litik fajlar olması gerekmektedir. Buna ek olarak kısa bir latent 

periyot, yüksek patlama boyutu, geniş ısı ve pH aralıklarında stabil olmaları da fajların 

teröpatik ajan olarak uygunluğunu belirleyen faktörlerdir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Laboratuvarda Kullanılan Gereç ve Malzemeler 

3.1.1. Gereçler 

• CHEF-DR III System Cihazı (Bio-RAD, ABD) 

• Pulsed-Field Jel Elektroforez Görüntüleme Cihazı (Bio-RAD, ABD) 

• Transmisyon Elektron Mikroskopu (FEI/Techani, ABD) 

• SDS-PAGE cihazı  

• Etüv (Nüve, Türkiye) 

• Pastör fırını (Nüve, Türkiye) 

• Isı bloğu (Biosan, Türkiye) 

• Santrifüj (Hettich, Almanya) 

• Mini Santrifüj (Isolab, Almanya) 

• Otoklav (Hirayama, Japonya) 

• Biyogüvenlik kabini (Heraeus, Almanya) 

• Vorteks (Daihan, Güney Kore) 

• Derin dondurucu (Arçelik, Türkiye) 

• ThermalCycler (Labnet, Finlandiya) 

• Qubit 4 Florometre (Thermo Fisher Scientific, ABD) 

• Epoch Mikroplak Spektrofotometre (Biotek, ABD) 

• Hassas terazi (Scaltec, ABD)  

• Su Banyosu (Memmert, Almanya) 

• Mini Çalkalayıcı (shaker) (Stuart, Çin) 

• Otomatik pipet seti 0,5-10; 20-200; 100-1000µl (Eppendorf, Almanya) 

• 10; 200; 1000; 10000 µl steril filtreli pipet ucu (Eppendorf, Almanya) 

• Balon joje 

• Petri kabı (Fıratmed, Türkiye) 

• Steril plastik öze (LP Italiana SPA, İtalya) 

• Steril pamuk uçlu eküvyon çubuk 

• 0.22μl filtre (Frisenette ApS, Danimarka)  

• Karbon kaplı grid (Agar Scientific Ltd., İngiltere) 

• 1,5 mL mikrosantrifüj tüp (Isolab, Almanya) 
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• 15; 50 ml falkon tüpü (Isolab, Almanya)  

• 8’li 0,2 mL PZR tüpü (Isolab, Almanya) 

• 16x100 mm cam deney tüpü 

 

3.1.2. Besiyerleri, kimyasal ve kitler 

• Eozin Metilen Blue Agar  

• %5 Koyun Kanlı Agar (Or-Bak, Türkiye)  

• %5 Skim-milk besiyeri (BD Difco, ABD) 

• Triptik Soy Agar (CondaLab, İspanya) 

• Triptik Soy Broth (CondaLab, İspanya) 

• Luria Broth (CondaLab, İspanya) 

• SeaKem Gold Low Melting Agaroz (Lonza, İsviçre) 

• TrisBase (Sigma Aldrich, Almanya) 

• EDTA (SRL, İtalya) 

• EtBR (AppliChem, Almanya) 

• PCR Master mix (Qiagen, Almanya) 

• Jel yükleme solüsyonu/ Bromofenol (SNP Biyoteknoloji, Türkiye) 

• Primerler (Sentebiolab, Türkiye)  

• Viral DNA izolasyon kiti (Zip Prime, Türkiye) 

• ApaI enzimi (Takara, Japonya) 

• EcoRV, HindIII Restriksiyon Enzimleri (Thermo Fisher Scientific, ABD) 

• BamHI (New England Biolabs, UK)  

 

3.2. İzolat Profili  

Çalışamızda Başkent Üniversitesi Ankara Hastanesi'nde çeşitli klinik örneklerden 

izole edilen A. baumannii izolatları kullanılmıştır. İzolatlar, 01.01.2020 – 30.12.2020 

tarihleri arasında toplanmıştır. İzolatlar deney yapılana kadar %5 skim-milk besiyerinde 

stoklanmış ve -20oC’de saklanmıştır. 

 

3.2.1. Antibiyotik duyarlılık testleri 

 Amikasin, gentamisin, imipenem, kolistin, levofloksasin, meropenem, 

siprofloksasin, tigesiklin ve trimetoprim sulfametoksazol duyarlılık testleri rutin 

çalışmalarda yapılmıştır. Kolistinin MİK değeri, EUCAST standartlarına uygun olarak 
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broth mikrodilüsyon yöntemini temel alan Sensititer ile belirlenmiştir [72]. Imipenem 

ve/veya meropeneme direnç saptanan izolatlar çalışmaya dahil edilmiştir.  

 

3.2.2. A. baumannii genotiplendirilmesi 

Çalışmaya dahil edilen klinik A. baumannii izolatların genetik benzerlikleri Pulsed-

Field Jel Elektroforezi (PFGE) ile belirlenmiştir.  

 

3.2.3. Pulsed-Field jel elektroforezi 

 Bakteri izolatlarının genotiplendirilmesi ve kromozomlarının fiziksel ve genetik 

haritasını oluşturmak için PFGE uygulanmıştır. Yöntem “Centers for Disease Control” 

(CDC) protokolünde ufak modifikasyonlarla yapılmıştır [73]. TSA’ya ekilen bakteriler 

bir gece 37oC’de inkübasyona bırakılmıştır. Çalışılacak örnek sayısı kadar cam tüpe 2 ml 

“Hücre Süspansiyon Tamponu” (HST) eklenmiş ve saf bakteri kolonileri plastik öze ile 

alınıp HST içinde süspanse edilip vortekslenmiştir. Bakteri yoğunluğu 4 McFarland’a 

ayarlanmıştır. 200 μl bakteri süspansiyonu 25 μl Proteinaz K (20mg/ml) ile karıştırıldı. 

400 μl eritilmiş %1 SeaKem Gold agaroz eklendi ve pipetaj yapıldı. Bu karışımdan 200μl 

plug kuyucuklarına aktarılarak 4oC’de 10 dk jelin donması beklendi ve jel blokları 

oluşturuldu. Her bir bakteri için ikişer jel bloğu kullanılmıştır. Örnek sayısı kadar falkona 

5 ml liziz buffer ve 25 μl Proteinaz K eklenmiş ve donan jeller bu falkonlara aktarılmıştır. 

2 saat 55oC su banyosunda inkübasyonun ardından liziz tamponu aspire edilmiş ve 2 kez 

5 ml su ve 4 kez de TE tamponuyla yıkanmıştır. Her bir yıkama aşamasının aralarında 

10’ar dakika 55oC’ye ayarlanmış su banyosunda inkübe edilmiştir. İşlemlerin ardında her 

bir jel bloğu 5 ml TE içerisinde 4oC’de bir gece inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyonun 

ardından tekrar yıkanmış ve jel blokları bistüri ile kesilmiştir. ApaI enzimi ve buffer ile 

kesilen jel blokları 10 dk süspanse edilerek jel içerisine gömülü olan DNA molekülü ApaI 

restriksiyon enzimiyle kesilmiştir. Sonrasında jel blokları elektroforez tarağına 

yerleştirilerek %2’lik Agaroz jel hazırlanmıştır. Jel donduktan sonra Chef Dr III PFGE 

cihazına yerleştirilmiş ve 16 saat, 6 volt/cm’de, 14oC’de yürütülmüştür. Ardından 

etidyum bromür (EtBr) ve su ile yıkanmış ve görüntülenmiştir. Jel, BioNumerics 7.5 

programında analiz edilmiş ve dendogram oluşturulmuştur.  
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3.2.4. Karbapenem direnç genlerinin saptanması 

CDC; karbapenem direnç genlerinden en az birini bulunduran A. baumannii 

izolatlarını 'karbapenem dirençli A. baumannii' olarak tanımlamaktadır [74].                                  

A. baumannii'deki karbapenem direnci, oksasilinaz (OXA) grubuna atfedilmektedir.  

3.2.4.1. Karbapenemaz genlerinin PZR ile saptanması 

Çalışmamızda, blaOXA-23, blaOXA-24 ve blaOXA-58 ve kromozomal blaOXA-51 

karbapenem direnç genlerinin saptanması için polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yöntemi 

kullanılmıştır.  

3.2.4.2. DNA izolasyonu 

A. baumannii izolatlarının DNA izolasyonu gecelik taze kültürleri kullanılarak 

biyogüvenlik kabini içerisinde yapılmıştır. İlk olarak -20oC’de skimmed-milk içerisinde 

stoklanan bakteriler çözdürülerek TSA’ya tek koloni ekimi yapılmıştır. 37oC’de 24 saatlik 

inkübasyonun ardından, steril tek kullanımlık iğne öze ile tek koloni alınmış ve 1 ml distile 

deionize su içerisinde süspanse edilmiştir. Ardından, 95oC’de 10 dakika boyunca 

kaynatılmış ve 10 dakikanın sonunda buz içerisine aktarılmıştır. Soğuyan tüpler, hücre 

atıklarının uzaklaştırılması amacıyla 14.000g’de 10 dakika santrifüj edilmiştir [75]. 

Süpernatant temiz tüpe aktarılarak PZR çalışmasına kadar -20ºC’de muhafaza edilmiştir. 

3.2.4.3. Primerler 

 blaOXA-23, blaOXA-24 ve blaOXA-58 ve kromozomal blaOXA-51 karbapenem direnç genleri 

sırasıyla, 501, 1024, 507 ve 353 bp olup hedefleyen primer baz dizileri aşağıdaki gibidir;  

blaOXA-51 

• OXA-51-Forward; 5’-TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3’  

• OXA-51-Reverse; 5’-TGGATTGCACTTCATCTTGG-3’ 

blaOXA-23 

• OXA-23-Forward; 5’-GATCGGATTGGAGAACCAGA-3’ 

• OXA-23-Reverse; 5’-ATTTCTGACCGCATTTCCAT-3’ 

blaOXA-24 
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• OXA-24-Forward; 5’-GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA-3’ 

• OXA-24-Reverse; 5’-AGTTGAGCGAAAAGGGGATT-3’  

blaOXA-58 

• OXA-58-Forward; 5’-AAGTATTGGGGCTTGTGCTG-3’ 

• OXA-58-Reverse; 5’-CCCCTCTGCGCTCTACATAC-3’ 

3.2.4.4. PZR reaksiyon miksi 

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

PZR reaksiyon miksi hazırlanmış ve hazırlanan mikse bakteri DNA’sı eklenmiştir. 

3.2.4.5. Amplifikasyon 

 Amplifikasyon koşulları termal döngü cihazında aşağıdaki gibi programlanmıştır:  

1. Ön Denatürasyon: 94ºC’de 5 dakika 

2. 30 döngü: 

• Denatürasyon: 94ºC’de 25 saniye 

• Bağlanma: 52ºC’de 40 saniye 

• Uzama: 72ºC’de 50 saniye 

3. Final: 72°C'de 6 dakika 

3.2.4.6. PZR ürünlerinin jel elektroforezinde analizi 

 0.5X TBE (pH 8.4), agaroz ve EtBr kullanılarak %2’lik agaroz jel hazırlanmış ve 

PZR ürünleri jel elektroforezinde değerlendirilmiştir. Elektroforez tankına dökülen jel 

donduktan sonra PZR ürünleri jel yükleme solüsyonu ile karıştırılmış ve 12 μl kuyucuklara 

eklenmiştir. 2 saat boyunca 100 voltta yürütülen PZR ürünleri UV ışık altında 

değerlendirilmiştir. A. baumannii blaOXA doğrulanmış şuslar pozitif kontrol olarak 100 bp 

size marker kullanılarak gösterilmiş [76] ve A. baumannii ATCC 19606 negatif kontrol 

olarak kullanılmıştır.  
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3.3. Bakteriyofajlar 

3.3.1. Bakteriyofaj izolasyonu 

 Bakteriyofaj izolasyonu için su örnekleri Kızılırmak, Eymir, Başkent Üniversitesi 

Ankara Hastanesi atık suyu, Kırıkkale Üniversitesi Hastanesi atık suyu, Kütahya atık suyu 

ve Kırıkkale at harası atık suyundan 27.10.2021-23.03.22 tarihleri arasında düzenli 

periyotlarla toplanmıştır. Bakteriyofaj izolasyonu Lin ve ark. tarafından belirtilen yöntemde 

ufak değişiklikler yapılarak gerçekleştirilmiştir [77]. Toplanan su örnekleri 5000g devirde 

15 dk santrifüj edildikten sonra süpernatanttan 20 ml temiz falkona alınmıştır. Ardından 10 

tane A. baumannii suşu 1 McFarland yoğunluğa ayarlanarak 100’er μl her birinden alınıp su 

örneğinin üzerine eklenerek 20-24 saatlik inkübasyona kaldırılmıştır. İnkübasyonun 

ardından solüsyon 8000g’de 5 dk santrifüjlenip 0.22 μl’lik filtre ile filtrelenmiştir. Faj izole 

edilip edilemediği spot test ile test edilmiştir. 

3.3.2. Spot test 

 Spot test yapmak üzere, her bir TSA’ya taze pasajlanan bakteri kolonileri seçilmiş 

ve 10 μl’lik tek kullanımlık öze ile tek çizgi şeklinde ekim yapılmıştır. Hazırlanan faj 

solüsyonlarından 10 μl ekim çizgisi üzerine damlatılmış ve 24 saatlik inkübasyona 

kaldırılmıştır. İnkübasyonun ardından faj damlatılan yerde bakteri üremesinin baskılandığı 

bir liziz zonun görülmesi o bakteriye etkili faj olduğunu göstermektedir [78]. 

3.3.3. Faj pürifikasyonu  

Fajların pürifikasyonu ve zenginleştirilmesi için spot test ile oluşan zonlardan 200 

μl’lik pipet ucu ile agar kesilmiş, TSB içerisinde dilüe edilmiş ve “Double-Layer” (DL) 

metodu; 4 ml Luria Broth (LB) soft agara (55°C) 100 μl faj solüsyonu (her bir dilüsyondan 

ayrı ayrı) ve 100 μl bakteri solüsyonu eklenerek TSA üzerine dökülüp donmaya bırakılarak 

yapılmıştır [79]. Saf faj plakları görülene kadar pürifikasyon aşaması devam etmiştir.  

 

3.3.4. Faj solüsyonu hazırlanması ve titre sayımı 

 

DL agar metoduyla elde edilen saf faj plaklarını solüsyon haline getirmek için plak sayısı en 

çok olan besiyeri üzerindeki soft agar ile birlikte kazınarak 15 ml’lik steril falkon tüplere 

aktarılmıştır. Üzerine 5 ml TSB ve 2 ml 1 McFarland faja spesifik bakteri eklenerek 24 



 21 

saatlik inkübasyona kaldırılmıştır. İnkübasyonun ardından 8000g’de 5 dk santrifüj edilerek 

0.22 μl’lik filtre ile fitrelenmiştir. Filtrelenen solüsyon spot testi yapılarak +4oC’de 

saklanmıştır.  

 Hazırlanan solüsyondaki faj titresini hesaplamak için iki yöntemden yararlanılmıştır. 

İlk yöntemde TSA üzerine 3 ml soft agar, 100 μl 1 McFarland faja spesifik bakteri ve 100 

μl farklı dilüsyonlardaki faj solüsyonu ayrı ayrı eklenerek 24 saatlik inkübasyona 

kaldırılmıştır. İnkübasyonun ardından her bir dilüsyondaki faj titreleri;  

 

Faj titresi (PFU/ml) =Plak sayısı x 10 x 10 dilüsyon faktörü 

 

formülü ile hesaplanmıştır.  

 İkinci yöntemde ise TSA 8 eşit parçaya bölünmüş ve 3 ml soft agara 200 μl 1 

McFarland faja spesifik bakteri eklenerek donmaya bırakılmıştır. Donduktan sonra 8 

dilüsyonu hazırlanan faj solüsyonlarından 10 μl her bir bölmeye ayrı ayrı damlatılmıştır. 24 

saatlik inkübasyonun ardından her bir bölmedeki plaklar sayılarak faj titresi aşağıdaki gibi 

hesaplanmıştır [80]; 

Faj titresi (PFU/ml) =Plak sayısı x 100 x 10 dilüsyon faktörü 

 

3.3.5. Fajların ısı ve pH stabiliteleri 

 

Fajların ısı ve pH stabiliteleri farklı ısı ve pH aralıklarında test edilmiştir. Fajlar, 

farklı sıcaklıklarda ve çeşitli pH seviyelerinde 30 dakika boyunca inkübe edilmiş ve ardından 

titreleri DL agar metodu ile hesaplanmıştır.   

 

3.4. Bakteriyofajların Karakterizasyonu 

 

Fajlar, boyut, morfoloji ve genomik organizasyon açısından incelenmiştir. 

 

3.4.1. Transmisyon elektron mikroskopisi 

 Pürifiye edilen ve titresi belirlenen fajların morfolojilerinin belirlenmesi için 10 μl 

faj solüsyonu karbon kaplı bakır gridlerin üzerine damlatılmış ve %2’lik üranil asetat ile 1 

dakika boyunca boyanmıştır. Boyamanın ardından, boyanın fazlası Wattman kağıdı ile 

alınmış ve gridler 120 kV transmisyon elektron mikroskobunda incelenmiştir [81]. 
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Numunelerin hazırlanmasının ardından transmisyon elektron mikroskopisi Orta Doğu 

Teknik Üniversitesi Merkez Laboratuvarında hizmet alımıyla yapılmıştır. 

3.4.2. Konak aralığının belirlenmesi  

  İzole edilen fajların konak aralığının belirlenmesi için Pseudomonas aeruginosa, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, 

Proteus mirabilis, Proteus vulgaris bakterileri kullanılmış ve bu bakterilere izole edilen faj 

süspansiyonları ile spot test uygulanmıştır.  

 

3.4.3. “Multiplicity of Infection” belirlenmesi  

 “Multiplicity of Infection” (MOI), enfeksiyon boyunca faj partiküllerinin konak 

bakteri sayısına olan oranı olarak tanımlanmaktadır. MOI hesaplamak için, konak bakteri, 

108 koloni-oluşturan birim (CFU)/ml hazırlanmıştır. Ardından faj titreleri 1010, 109, 108, 107, 

106 ve 105’e ayarlanmıştır. 200 μl dilüe faj solüsyonları (MOI= 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 ve 

100 PFU/CFU), 200 μl konak bakteri ile (108 CFU/ml) karıştırılıp 37oC’de 3.5 saat inkübe 

edilmiştir.  İnkübasyonun ardından 10000g’de 4 dk santrifüj yapılmış ve süpernatant titre 

sayım protokolü için kullanılmıştır [82]. Hazırlanan MOI’ler arasında 3.5 saatlik 

inkübasyonun ardından en yüksek faj titresini veren MOI, optimal olarak belirlenmiştir.  

 

3.4.4. “One-step growth curve” deneyi 

Her bakteriyofajın büyüme eğrisi, Hong ve ark. [83] tarafından bildirilen protokolde 

bazı ufak değişiklikler yapılarak incelenmiştir. Kısaca, 1 ml bakteri (1 McFarland yoğunluk) 

süspansiyonu, 10000g'de 4 dk santrifüj edilmiş ve süpernatant uzaklaştırılmıştır. Pelete, 

optimal MOI oranında 1 ml faj süspansiyonu eklenmiş ve 37°C'de ve 150 rpm'de 10 dakika 

süreyle bakteriyofajların konak hücrelere adsorpsiyonunu sağlamak için inkübe edilmiştir. 

İnkübasyonun ardından 10.000g'de 4 dakika boyunca santrifüj uygulanmış ve süpernatant 

atılmıştır. Pelet, 10 ml TSB içinde süspanse edilmiş ve süspansiyon, 37°C'de 150 rpm'de 

inkübasyona bırakılmıştır. Toplam 65 dakikalık bir süreye kadar 5 dakikalık aralıklarla 100 

μl alınmış ve DL metodu uygulanarak ertesi gün her dakikaya karşılık gelen faj titreleri 

sayılmıştır. Bakteriyofajın latent periyodu ve patlama boyutu, bu büyüme eğrisinden 

hesaplanmıştır.  

 Patlama boyutunu hesaplamak üzere iki formül bulunmaktadır. İlki;  

 

inkübasyon sonundaki (T65) en yüksek faj titresi – adsorbe olmayan faj titresi (T0) 

Konak bakteri sayısı  
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İkincisi; 

  inkübasyon sonundaki (T65) en yüksek faj titresi                        

   adsorbe olmayan faj titresi (T0) 

formülü ile hesaplanmaktadır [84]. 

3.4.5. Bakteriyofaj proteom analizi 

 A. baumannii fajlarının yapısal proteinleri, sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel 

elektroforezi (SDS-Page) ile tespit edilmiştir. Konsantre faj preparasyonu (yaklaşık 1010 

PFU/ml), eşit hacimde 2X Laemmli tamponu ile karıştırılmış ve 10 dakika boyunca 

kaynatılmıştır. 25 μl faj-tampon karışımı ve 6 μl protein işaretleyici ile birlikte her bir 

kuyucuğa yüklenmiştir. Jel, boya jelin dibine ulaşana kadar yaklaşık 1 saat boyunca 20 mA 

sabit akımda çalıştırılmıştır. Son olarak jel, 4 saat boyunca %0.25 Coomassie mavi R-250 

ile boyanarak tarayıcıda taranmıştır [85]. Numunelerin hazırlanmasının ardından SDS-Page 

çalışmaları Orta Doğu Teknik Üniversitesi Merkez Laboratuvarında hizmet alımıyla 

yapılmıştır. 

 

3.4.6. Bakteriyofaj nükleik asit izolasyonu 

Faj süspansiyonlarının titresi 1011 PFU/ml’ye ayarlanmış ve viral DNA, viral DNA 

izolasyon kiti kullanılarak ekstrakte edilmiştir. Kısaca, 200 μl faj süspansiyonu 250 μl liziz 

tamponu ile karıştırılmış ve yaklaşık 10-12 dakika beklenmiştir. Ardında spinlenerek 320 μl 

yıkama solüsyonu I eklenmiştir. 5 dk’lık inkbasyonun ardından 7 μl beat-bağlama solüsyonu 

tüplere eklenmiş ve tüpler manyetik portüpe yerleştirilip 2 dk boyunca beklenmiştir. 

Süpernatant atılmış ve tüpler yıkama solüsyonu I ile yıkanıp vortekslenmiştir. Tekrar 

manyetik partüpe yerleştirilen tüplerin süpernatantı atılmış ve pelet yıkama solüsyonu II ile 

yıkanmıştır. Süpernatant atıldıktan sonra tüpler 5 dakika boyunca kurutulmaya bırakılmış ve 

ardından 70 μl elüsyon tamponu eklenerek 75oC’de 4 dk boyunca inkübe edilmiştir. 

Ardından vortekslenmiş ve tekrar 75oC’de 8 dk boyunca inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyon sonunda, tüpler manyetik portüpe yerleştirilmiş ve süpernant yeni tüplere 

aktarılmıştır.  

Ekstrakte edilen viral DNA, Qubit 4 florometre ve Epoch cihazı kullanılarak 

kuantifiye edilmiştir.  
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3.4.7. Bakteriyofaj genotiplendirme ve restriksiyon analizi  

  İzole edilen fajların genotiplendirilmesi için restriksiyon profillerine bakılmıştır. 

EcoRV, HindIII ve BamHI restriksiyon endonükleazları, viral faj DNA’sını kesmek için 

kullanılmıştır. DNA fragmanları, EtBr içeren %0.8’lik agaroz jel kullanılarak ayrılmıştır. 

Elektroforez 100Voltta 50 dakika boyunca devam etmiştir [86].  
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4. BULGULAR 

 Çalışmamıza EUCAST standartlarına göre en az bir karbapeneme (imipenem, 

meropenem, ertapenem) dirençli olan 96 A. baumannii izolatı dahil edilmiştir. Tamamında 

kromozomal olarak kodlanan intrinsik blaOXA-51 geni saptanmış ve 73 tanesinde (n=73/96, 

%70) blaOXA-23 geni pozitif bulunurken, izolatların hiçbirinde blaOXA-58 genine 

rastlanmamıştır. İzolatların 12’sinde (n=12/96, %12.5) blaOXA-24 pozitif bulunmuştur. 

İzolatların 13’ünde yalnızca blaOXA-51 geni bulunmuştur.    blaOXA-51 geni ayrı tutulduğunda, 

izolatların 71’inde sadece blaOXA-23 geni, 2’sinde ise blaOXA-23 ve blaOXA-24 beraber 

saptanmıştır (Tablo 4).  İzolatların %20.8’inin (n=20) kolistine dirençli olduğu bulunmuştur. 

Kolistin dirençli izolatların MİK değerleri 4 ile 128 mg/L arasındadır (Tablo 5).  

 

Tablo 4. Karbapenem dirençli A. baumannii izolatlarının oksasilinaz genlerinin dağılımı. 

Karbapenemaz geni A. baumannii n (%) 

blaOXA-51 96 (100) 

blaOXA-23 73 (70) 

blaOXA-24 12 (12.5) 

blaOXA-58 0 (0) 

Yalnız blaOXA-51 13 (13.5) 

Yalnız blaOXA-51 ve blaOXA-23 71 (73.9) 

blaOXA-51 ve blaOXA-24 10 (10.4) 

blaOXA-23 ve blaOXA-24 2 (2.1) 
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Tablo 5. Kolistin dirençli izolatların MİK değerleri.  

İzolat No. Klinik Kolistin MİK (mg/L) 

Ab001 Anestezi 4 

Ab004 Romatoloji 4 

Ab012 Anestezi 128 

Ab014 Geriatri 8  

Ab016 Anestezi 4 

Ab024 Kadın Doğum 128  

Ab033 Göğüs Hastalıkları 64  

Ab039 Fizik Tedavi 16  

Ab044 Nöroşirurji 32  

Ab050 Hematoloji 4  

Ab051 Anestezi 4  

Ab052 Anestezi 4 

Ab056 Anestezi 128  

Ab062 Kardiyoloji 4  

Ab071 Plastik Cerrahi 128  

Ab074 
Enfeksiyon 

Hastalıkları 
16  

Ab076 Anestezi 64  

Ab078 Nöroşirurji 128  

Ab082 Yanık Tedavi 64  

Ab096 Genel Cerrahi 128  

 

 Çalışmaya dahil edilen 96 izolatın 24 tanesi (%25) kan kültüründen, 19’ar tanesi 

(%19.8) derin trakeal aspirat ve idrar kültürlerinden izole edilmiştir. İzolatların 11’i (%11.4) 

yara ve püy örneklerinden, 7 tanesi (%7.3) balgam kültüründen, 5 tanesi (%5.2) doku biyopsi 

kültüründen, 4’er tanesi (%4.2) dren sıvısı ve solunum sekresyonlarının kantitatif 
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kültüründen, 2’si (%2.1) sürüntü kültüründen ve 1 tanesi de (%1.04) kateter kültüründen 

izole edilmiştir. (Tablo 6). Örneklerin 41’i (%42.7) anestezi, 7’si (%7.3) genel cerrahi ve 

6’sı (%6.2) kadın doğum kliniğinden izole edilmiştir.  

 

Tablo 6. Çalışmaya dahil edilen A. baumannii izolatlarının izole edildikleri klinik örneklerin 

dağılımı.  

Klinik Örnekler A. baumannii n (%) 

Kan 24 (25) 

İdrar 19 (19.8) 

Derin Trakeal Aspirat 19 (19.8) 

Yara 11 (11.4) 

Balgam 7 (7.3) 

Doku 5 (5.2) 

Dren Sıvısı 4 (4.2) 

Solunum Sekresyonları 4 (4.2) 

Sürüntü 2 (2.1) 

Kateter  1 (1.04) 

 

 

 İzolatlar, PFGE’ne göre 5 farklı pulsotipte sınıflandırılmıştır; A, B, C, D ve E (Şekil 

4). Bir major pulsotip, iki orta düzey pulsotip ve iki minör pulsotip bulunmuştur (Tablo 7). 

 

Tablo 7. A. baumannii izolatlarının pulsotiplerine göre dağılımı. 

Pulsotipler İzolat Sayısı (%) Pulsotip Düzeyi 

A 16 (16.7) Orta Düzey Pulsotip 

B 2 (2.1) Minor Pulsotip 

C 63 (65.6) Major Pulsotip 

D 10 (10.4) Orta Düzey Pulsotip 

E 5 (5.2) Minor Pulsotip 
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Şekil 4. A. baumannii izolatlarının PFGE dendogramı. 
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 A pulsotipinde bulunan 16 A. baumannii izolatının %75’i (n=12) blaOXA-23 genini, 

%18.7’si (n=3) blaOXA-24 genini taşımaktadır (Tablo 8).  

 Minor pulsotip B’de iki A. baumannii üyesi bulunmaktadır; Ab/073 ve Ab/099. 

İzolatların ikisinde de blaOXA-24 genine rastlanmazken, Ab/099 izolatında blaOXA-23 genine 

rastlanmış fakat Ab/073 izolatında saptanmamıştır (Tablo 9).  

 

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

kliniklerin dağılımı.  

A Pulsotipi 

İzolatları 
blaOXA-23 blaOXA-24 blaOXA-51 İzolat Kültürü Klinik 

6 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi 

7 - + + İdrar  Fizik Tedavi 

19 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi 

20 + - + Sürüntü KVC 

22 + + + Sürüntü Anestezi 

23 + - + İdrar  Gastroenteroloji 

50 + - + İdrar  Hematoloji 

52 + - + Kan Anestezi 

54 + - + İdrar  Fizik Tedavi 

56 - - + Yara ve Püy Anestezi 

69 - - + Yara ve Püy Anestezi 

71 + - + Doku Plastik Cerrahi 

87 - + + Kan Nöroloji 

100 + - + Kan Anestezi 

101 + - + Yara ve Püy Yanık Tedavi 

102 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi 

 

 

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

kliniklerin dağılımı. 

B Pulsotipi 

İzolatları 
blaOXA-23 blaOXA-24 blaOXA-51 Klinik Örnekler Klinik 

Ab/073 - - + Balgam  Hematoloji 

Ab/099 + - + Doku Biyopsi Plastik Cerrahi 
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 Klinik izolatlarının çoğunluğunun yer aldığı C pulsotipinde 63 A. baumannii üyesi 

bulunmaktadır. C pulsotipi izolatların %84.1’i (n=53) blaOXA-23 genini ve yalnızca %7.9’u 

(n=5) blaOXA-24 genini taşımaktadır. Klinik örneklerin %28.6’sı (n=18) kan kültüründen, 

%22.2’si (n=14) derin trakeal aspirat kültüründen izole edilmiştir. Bunu, %17.5 (n=11) ile 

idrar kültürü takip etmektedir (Tablo 10).   

 

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

kliniklerin dağılımı. 

C 

Pulsotipi 

İzolatları 

blaOXA-23 blaOXA-24 blaOXA-51 Klinik Örnekler Klinik 

Ab/001 + - + Kan Anestezi 

Ab/002 - - + Dren Sıvısı Anestezi 

Ab/003 + - + İdrar  Anestezi 

Ab/004 + - + İdrar  Romatoloji 

Ab/008 + - + Solunum Sekresyonları Anestezi 

Ab/014 - + + Balgam Geriatri 

Ab/015 + - + Kan Yanık Tedavi 

Ab/016 - - + İdrar Anestezi 

Ab/017 + + + Solunum Sekresyonları Genel Dahiliye 

Ab/018 + - + Balgam Onkoloji 

Ab/021 + - + Kan Anestezi 

Ab/025 + - + Balgam Kardiyoloji 

Ab/026 + - + Kan Anestezi 

Ab/027 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi 

Ab/028 + - + Kan Anestezi 

Ab/029 + - + Kan Kadın Doğum 

Ab/033 + - + İdrar  Göğüs Hastalıkları 

Ab/035 + - + Doku Biyopsisi KVC 

Ab/036 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi 

Ab/037 + - + Yara ve Püy Anestezi 

Ab/038 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi 

Ab/039 - + + İdrar  Fizik Tedavi 

*tablonun devamı bir sonraki sayfadadır.  
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C 

Pulsotipi 

İzolatları 

blaOXA-23 
blaOXA-

24 

blaOXA-

51 
Klinik Örnekler Klinik  

Ab/040 + - + İdrar  Acil 

Ab/041 + - + Kan Göğüs Hastalıkları 

Ab/042 + - + İdrar  Geriatri 

Ab/043 + - + Kan Anestezi 

Ab/044 + - + Derin Trakeal Aspirat Nöroşirurji 

Ab/046 + - + Kan Romatoloji 

Ab/047 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi 

Ab/049 + - + Kan Genel Cerrahi 

Ab/051 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi 

Ab/053 + - + Yara ve Püy Kadın Doğum 

Ab/055 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi 

Ab/057 + - + Solunum Sekresyonları Anestezi 

Ab/058 + - + Derin Trakeal Aspirat KVC 

Ab/059 + - + Kan Nefroloji 

Ab/062 + - + Kan Kardiyoloji 

Ab/065 + - + Doku Biyopsisi Plastik Cerrahi 

Ab/066 - - + Dren Sıvısı Kadın Doğum 

Ab/067 - - + Yara ve Püy Genel Cerrahi 

Ab/070 + - + Kan Anestezi 

Ab/072 + - + İdrar  Genel Cerrahi 

Ab/074 + - + Balgam Enfeksiyon Hastalıkları 

Ab/075 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi 

Ab/076 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi 

Ab/077 + - + Solunum Sekresyonları Anestezi 

Ab/078 + - + Kan Nöroşirurji 

Ab/079 - - + İdrar  Hematoloji 

Ab/081 + - + Yara ve Püy Yara Tedavi 

Ab/082 + - + Kateter  Yanık Tedavi 

Ab/083 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi 

Ab/084 + - + Kan Anestezi 

Ab/085 - + + Derin Trakeal Aspirat Anestezi 

Ab/086 - - + İdrar  Gastroenteroloji 

Ab/088 + - + Yara ve Püy Yanık Tedavi 

Ab/090 + - + Derin Trakeal Aspirat KVC 

Ab/091 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi 

Ab/092 + - + Kan Anestezi 

Ab/093 - + + İdrar  Anestezi 

Ab/095 + - + Balgam Genel Cerrahi 

Ab/096 + - + Kan Genel Cerrahi 

Ab/097 + - + Kan Anestezi 

Ab/098 + - + Doku Biyopsisi Nefroloji 
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 D pulsotipi 10 A. baumannii üyesi bulunmaktadır. İzolatların %40’ında (n=4)  

blaOXA-23, %20’sinde (n=2) blaOXA-24 geni saptanmıştır (Tablo 11).  

 

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

kliniklerin dağılımı. 

D Pulsotipi 

İzolatları 
blaOXA-23 blaOXA-24 blaOXA-51 Klinik Örnekler Klinik 

Ab/005 - + + Kan Anestezi 

Ab/011 + - + Dren Sıvısı Anestezi 

Ab/012 - - + Dren Sıvısı Anestezi 

Ab/031 + - + İdrar Kadın Doğum 

Ab/032 + - + Derin Trakeal Aspirat Göğüs Cerrahisi 

Ab/034 - - + Yara ve Püy Kadın Doğum 

Ab/048 - - + Kan  Genel Cerrahi 

Ab/060 - - + Balgam Üroloji 

Ab/061 - + + Yara ve Püy Geriatri 

Ab/080 + - + Derin Trakeal Aspirat Anestezi 

 

 A. baumannii izolatlarının 5’i E pulsotipi üyesi olarak belirlenmiştir. İzolatların üçü 

idrardan izole edilmiştir. İkisinde blaOXA-24 geni saptanırken, üçünde de blaOXA-23 geni 

bulunmuştur (Tablo 12).  

 

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

kliniklerin dağılımı.  

E Pulsotipi 

İzolatları 
blaOXA-23 blaOXA-24 blaOXA-51 Klinik Örnekler Klinik 

Ab/010 + - + Kan Anestezi 

Ab/024 + - + Yara ve Püy Kadın Doğum 

Ab/030 - + + İdrar Genel Cerrahi 

Ab/063 - + + İdrar Fizik Tedavi 

Ab/064 + - + İdrar Nefroloji 

 

 Klinik A. baumannii izolatlarına karşı aktivite gösteren 10 A. baumannii fajı izole 

edilmiştir. Birbirinden farklı olduğu belirlenen dört A. baumannii faj çalışmaya dahil 

edilmiştir (Şekil 5). Fajlar, φAb31, φAb59, φAb69 ve φAb65 olarak adlandırılmıştır. φAb31, 

izolatların %34.4’üne (n=33), φAb59, %32.3’üne (n=31), φAb69, %34.4’üne (n=33) ve 

φAb65 fajı ise klinik A. baumannii izolatlarının %35.4’üne (n=34) karşı etkili bulunmuştur 
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(Tablo 13). MOI değerleri 1 ile 100 PFU/CFU arasında değişmektedir. MOI şekil 6’da 

görüldüğü üzere, en düşük dilüsyonda en yüksek titreyi veren MOI değeri, fajın MOI’si 

olarak belirlenmiştir (Tablo 13, Şekil 6).    

  

   

 

 Şekil 5. İzole edilen a) φAb31, b) φAb59, c) φAb65 ve d) φAb69’un plak görünümleri.  

 

 Fajların konak aralığını belirlemek üzere Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, 

Proteus vulgaris bakterileri kullanılmış ve izole edilen fajlar hiçbirine karşı aktivite 

göstermemiştir. 

a b 

c d 
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Şekil 6. MOI’si 1 PFU/CFU olarak belirlenen fajın MOI plaklarının görünümü.  

 

Tablo 13. İzole edilen bakteriyofajların klinik A. baumannii izolatlarına karşı etkinlik 

yüzdeleri ve MOI değerleri 

Bakteriyofajlar Etkinlikleri (%) MOI (PFU/CFU) 

φAb31 34.4 1 

φAb59 32.3 100 

φAb69 34.4 10 

φAb65 35.4 10 

   
  

 Fajların etkinlik yüzdelerinin pulsotiplere göre dağılımı Tablo 14’de gösterilmişir. 

En çok C pulsotipindeki A. baumannii üyelerine karşı aktivite gösteriren φAb65, en az A 

pulsotipinde etkin bulunmuştur.   
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Tablo 14. Faj etkinliklerinin pulsotiplere göre dağılımı.  

Pulsotipler 
φAb31 etkinlik 

n (%) 

φAb59 etkinlik 

n (%) 

φAb69 etkinlik 

n (%) 

φAb65 etkinlik 

n (%) 

A (n=16) 5 (31.2) 5 (31.2) 5 (31.2) 3 (18.7) 

B (n=2) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

C (n=63) 22 (34.9) 21 (33.3) 22 (34.9) 26 (41.3) 

D (n=10) 5 (50.0) 5 (50.0) 4 (40.0) 4 (40.0) 

E (n=5) 1 (20.0) 1 (20.0) 1 (20.0) 1 (20.0) 

 

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

belirlenmiştir. φAb65’nın latent periyodu 5 dk, φAb31 ve φAb69’nın 10 dk, φAb59’nın ise 

15 dk olarak bulunmuştur. φAb31, φAb59, φAb65 ve φAb69’larının patlama boyutları ise 

sırasıyla, 3500, 1699, 2600 ve 118 PFU/CFU olarak hesaplanmıştır. Fajların “one-step 

growth curve” analizleri şekilde gösterilmiştir (Şekil 7).  

  

  

Şekil 7. Fajların “One-step growth curve” görüntüleri.  
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 Fajların ısı ve pH stabiliteleri farklı pH ve ısı aralıkları test edilerek belirlenmiştir. 

İzole edilen fajların hiçbiri pH 2, 4 ve 12’de üreme göstermemiş ve hepsi de en yüksek titreyi 

pH 8 olduğunda vermiştir. φAb31, pH 10 olduğunda da üreme gösterememiştir (Şekil 8, 

Şekil 9). Fajların ısı stabiliteleri 10oC’den 70oC’ye karar test edilmiştir. Bu ısı aralıklarında 

bütün fajlar termal olarak stabil bulunmuş ve titrelerinde önemli ölçüde bir azalma 

saptanmamıştır. φAb69 hariç, bütün fajların en düşük titresi 70oC’de hesaplanmıştır  (Şekil 

10).  

 

   

  

Şekil 8.  Farklı pH aralıklarında a) φAb31, b) φAb59, c) φAb65 ve d) φAb69’un stabiliteleri. 
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Şekil 9. pH 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 değerlerindeki faj plaklarının besiyerlerinde görünümü. 

     

 

Şekil 10. Farklı ısı aralıklarında a) φAb31, b) φAb59, c) φAb65 ve d) φAb69’un stabiliteleri. 
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 TEM analizi sonucunda, fajların hepsinin kuyruklu ve Myoviridae ailesine ait olduğu 

belirlenmiştir. (Şekil 11).  

       

  

       
 

Şekil 11. a) φAb31 ve b) φAb59 c) φAb65 ve d) φAb69 tranmisyon elektron mikroskopi 

görüntüleri.  

 

 Faj DNA’ları, EcoRV ile kesildiğinde φAb69 sekiz ayrı bant vermiştir. φAb31, tek 

bir bant φAb59 ise üç bant verirken φAb65 DNA’sı EcoRV kesilememiştir. φAb69, HindIII 

ve BamHI ile kesildiğinde üçer bant göstermiştir. φAb65, kesildiğinde 8 bant, BamHI ile 

kesildiğinde 1 bant gösterirken φAb59, φAb31 HindII ile kesilememiş, BamHI ile 

kesildiğinde ise 2 bant göstermiştir. φAb59, HindIII ile kesildiğinde 2 bant gösterirken 

BamHI ile kesildiğinde 3 bant göstermiştir.   (Tablo 15, Şekil 12, Şekil 13)  

 

a b 

c d 
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Tablo 15. İzole edilen fajların restriksiyon profilleri. 

Fajlar  EcoRV profili HindIII profili BamHI profili  

φAb69 6 bant + 2 zayıf bant 3 bant 3 bant 

φAb31 1 zayıf bant kesilmemiş 1 bant + 1 zayıf bant 

φAb65 kesilmemiş 8 zayıf bant 1 bant 

φAb59 2 bant + 1 zayıf bant  2 bant 3 bant 

 

 

 

Şekil 12. EcoRV restrisiyon enziminin jel elektroforez analizi ve fajların restriksiyon 

profilleri. *M: 0.1-20 kb DNA marker.  
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Şekil 13. Sırasyla, HindIII ve BamHI restriksiyon enzimleriyle kesilmiş φAb69, φAb31, 

φAb65 ve φAb59’un restriksiyon profilleri. *M: 0.1-20 kb DNA marker.  

 

 φAb69'da moleküler ağırlığı 180 kDa ila 40 kDa arasında değişen yaklaşık 5 bant 

protein tespit edilmiştir. φAb59 ve φAb31'de 180 kDa ila 35 KDa arasında değişen 

moleküler ağırlığa sahip sırasıyla yaklaşık 8 ve 10 bant tespit edilmiştir. φAb65 için hiçbir 

protein bandına rastlanamamıştır (Şekil 14). 

 

 

Şekil 14. φAb69, φAb59, φAb31 ve φAb65’in SDS-Page analizi. 
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5. TARTIŞMA 

 

ÇİD bakteri suşlarının dünya genelinde hızlı artışı ve antibiyotik tedavisinin bu 

izolatlar için yetersiz kalması alternatif terapi ihtiyaçlarını gündeme getirmiştir. Antibiyotik 

direnç mekanizmaları taşıyan bakteriler, özellikle klinik ortamlar gibi kendileri için özellikle 

yararlı olduğu habitatlarda seçici bir avantaja sahiptir. Yaygın fırsatçı patojenler, ESKAPE 

(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter türleri) grubunda toplanır. ESKAPE grubu 

mikroorganizmalar, doğal çevre ile insan mikrobiyomumuz arasında gidip gelirler ve büyük 

tehdit oluştururlar çünkü plazmidler, lizojenik fajlar ve transpozonlar gibi mobil genetik 

elementleri taşırlar [87]. Dünya genelinde önemli bir nozokomiyal ajan olan                                  

A. baumannii’nin de ÇİD şusları her geçen gün hızla rapor edilmektedir. İntrinsik ve 

kazanılmış antibiyotik dirençli, çok ilaca ve her ilaca (pandrug) dirençli A. baumannii 

klonları hastane ortamlarından sıklıkla izole edilebilmektedir. A. baumannii’nin, 

aminoglikozidler, sefalosporinler, karbapenemler, tigesiklin ve kolistin gibi birçok 

antibiyotiğe karşı direnç geliştirdiği bilinmektedir. Bu yüksek direnç oranlarının temel 

sebebleri β-laktamazların varlığı, düşük dış membran geçirgenliği ve yüksek aktiviteli atım 

pompaları olarak sayılabilir ve bu mekanizmalarla birçok antibiyotiğe karşı intrinsik direnç 

gösterirler [88]. A. baumannii intrinsik olarak AmpC-tipi sefalosporinaz üretmektedir ve 

blaAmpC genin yakınında bulunan ISAba1 sekansının insersiyonu, ekspresyonu arttırarak 

geniş spektrumlu sefalosporinlere karşı direnç geliştirmesine sebep olmaktadır [89]. 

Kromozomal olarak kodlanan blaOXA-51 geni de A. baumannii izolatlarının karbapenemlere 

olan duyarlılığını etkilemektedir. Ayrıca, A. baumannii tıbbi cihazlar da dahil olmak üzere 

katı yüzeylerde biyofilm oluşturmaya eğilimlidir. Bu nedenle, A. baumannii sadece tedavi 

edilmesi zor olan bir ajan değil, aynı zamanda da hastane ortamından eradike edilmesi 

gittikçe zorlaşan bir patojendir. 

 A. baumannii’de karbapenem direncinin gelişmesi için baskın iki mekanizma 

bulunmaktadır ve bunlar iki β-laktamaz alt grubunun üretilmesidir: karbapenem hidrolize 

eden sınıf D β-laktamazlar, blaOXA-51, blaOXA-23, blaOXA-58 ve blaOXA-24, ve MBL'lardır [90]. 

Kromozomal olarak kodlanan blaOXA-51 geni bütün izolatlarda (%100) saptanmıştır. 

Brezilya’da dört hastanenin katıldığı bir çalışmada blaOXA-23 geni için daha düşük bir 

göreceli prevalans bildirilmiş olsa da, çalışmamızda blaOXA-51 genini %70 oranla blaOXA-23 

geni takip etmiştir [91]. İzolatların 12’sinde (%12.5) sadece blaOXA-51 geni bulunmuştur. 
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blaOXA-51 geni dahil edilmediğinde, izolatların 71’inde sadece blaOXA-23 geni, 2’sinde ise 

blaOXA-23 ve blaOXA-24 beraber saptanmıştır. Benzer olarak Wang ve ark.’nın 2018 yılında 

yaptıkları bir çalışmada da KDAB izolatlarının hepsinde blaOXA-51 geni bulunurken,         

blaOXA-58 genine rastlanmamıştır. Benzer bir şekilde izolatların sadece %7.81’inin yalnızca 

blaOXA-51 taşıdığı bildirilmiş ve en yüksek prevalansın blaoxa-23 geni ile blaoxa-51 geninin 

kombinasyonu olduğu belirtilmiştir [92].  Çalışmamızda blaOXA-23 geni ikinci en yaygın 

karbapenemaz geni olarak saptanmıştır ve KDAB izolatları arasındaki prevalansı Türkiye’de 

2016 yılında bildirilen rapora göre daha yüksektir. Raporda, blaOXA-23 geninin izolatların 

%32’sinde saptandığı bildirilmiştir [93]. Dolayısıyla verilerimiz, Türkiye’de KDAB 

izolatları arasında blaOXA-23 geninin prevalansının arttığını göstermektedir. Bulgularımızla 

uyumlu olarak, İtalya'dan bir rapor, blaOXA-23 geninin %81.7 ile en yaygın karbapenemaz 

olduğunu göstermiştir [94]. Klinik A. baumannii izolatlarının %12.5’inde (n=12) blaOXA-24 

geni saptanmıştır. 2017 yılında ülkemizde yayınlanan ve 76 A. baumannii izolatının dahil 

edildiği çalışmada ise blaOXA-24 genine rastlanmamıştır [95]. Benzer bir şekilde, ülkemizde 

yoğun bakımda yatan hastalardan izole edilen 61 A. baumannii izolatında da blaOXA-24 geni 

saptanmamıştır [76]. Bulgularımız, ülkemizde blaOXA-24 prevelansında bir artış olduğunu 

göstermektedir.  

 KDAB enfeksiyonları dünya çapında önemli bir halk sağlığı sorunudur ve polimiksin 

B ve E (kolistin) gibi eski antibiyotiklerin kullanılmasını gerektirir. Son zamanlarda KDAB 

ülkemiz hastanelerinde endemik bir patojen haline gelmiş ve kolistinin yaygın kullanımı, 

kolistin direncinin ortaya çıkmasıyla sonuçlanmıştır [96]. Kolistin, ÇİD A. baumannii 

kaynaklı enfeksiyonların tedavisi için son çare seçeneklerinden biri olarak kabul 

edilmektedir. Ancak kolistin dirençli izolatların dünya çapında bildirilmeye başlanması 

endişe yaratmaktadır. Karbapenem dirençli 96 klinik A. baumannii izolatının dahil edildiği 

çalışmamızda, 20 (%20.8) izolatın kolistine dirençli olduğu bulunmuştur. Kolistin dirençli 

suşların MİK değerleri 4 mg/L ila 128 mg/L arasında saptanmıştır. 2008-2011 yılları 

arasında Ankara Atatürk Eğitim ve Araştırma Hastanesi yoğun bakım ünitelerinde yatan 229 

hastanın dahil edildiği çalışmada, 4 hastada (%1.7) kolistin direncine rastlanmıştır [97]. 

Çalışmamız, kolistin dirençli A. baumannii izolatlarının Türkiye’de prevalansının artışta 

olduğunu göstermektedir. Kolistin dirençli 20 izolatın hepsinde blaOXA-51 geni, 15’inde 

(%75.0) blaOXA-23 geni, 2’sinde (%9.5) blaOXA-24 geni bulunmaktadır. Kolistin dirençli 

izolatların %35’inin (n=7/20) anestezi, %10’nunun (n=2/20) nöroşirurji kliniğinden izole 

edilmiştir. 
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 Salgınların takibi ve değerlendirilmesi için izolatların arasındaki genetik ilişkiyi 

belirlemek ve bir suşu ilgili klonal soy ile ilişkilendirmek önemlidir. Bu nedenle çeşitli 

moleküler tiplendirme teknikleri geliştirilmiştir. Bu yöntemler arasında ayrım gücü, 

tekrarlanabilirliği ve duyarlılığı nedeniyle PFGE altın standart olarak kabul edilmektedir 

[98]. PFGE, sıklıkla hastane salgınlarının paternini ve hastaneler içinde ve arasında 

patojenlerin prevalansını belirlemek için kullanılmaktadır. Başkent Üniversitesi Ankara 

Hastanesinde tedavi gören hastalardan izole edilen karbapenem dirençli 96 A. baumannii 

izolatı arasındaki moleküler ilişkiyi göstermek üzere PFGE uygulanmıştır. PFGE, klinik A. 

baumannii izolatlarının biri major (C pulsotipi, n=63, %65.6), ikisi orta (A ve D pulsotipleri, 

sırasıyla, n=16 ve n=10, %16.7 ve %10.4) olmak üzere toplamda 5 farklı pulsotipte (A, B, 

C, D, E) olduğunu göstermiştir. Karbapenemazların dağılımının pulsotiplere göre farklılık 

gösterdiği belirlenmiştir. A pulsotipinde izolatların %18.7’si blaOXA-24 genini taşırken C 

pulsotipinde blaOXA-24 geni, izolatların %7.9’unda saptanmıştır. Hastaneden izole edilen A. 

baumannii izolatlarının farklı klonal tiplerde olduğunu klonal çeşitliliği göstermektedir. 

Klonal çeşitlilik, izole edilen örneklerin farklı kliniklerden alınan örnekler olmasıyla da 

ilişkilidir. Çalışmamızda, başlıca kan, idrar ve derin trakeal aspirat örneklerinden izole 

edilen KDAB izolatları bulunmakla birlikte örnekler toplamda 10 farklı klinik örnek 

türünden toplanmıştır. Bununla beraber, izolatlar, %42.7’si (n=41/96) anestezi, %7.3’ü 

(n=7/96) genel cerrahi ve %6.2’si (n=6/96) kadın doğum kliniğinden olmak üzere toplamda 

21 farklı klinikten izole edilmiştir. A. baumannii izolatlarında klonal çeşitliliğin fazla olması, 

antibiyotik direncinin yaygın olması ve bilhassa yoğun bakım ünitelerinde yatan hastalar 

için tedavi seçeneklerinin neredeyse tükenmiş olması alternatif tedavi seçeneklerine 

yönelmeyi gerektirmektedir. Bu bağlamda, spesifik olarak bakterileri enfekte eden fajlar, bu 

patojenler için alternatif bir terapötik ajandır.  

 Bakteriyofajlar, antibiyotiklere dirençli bakterilerin tedavisi için umut verici bir 

seçenektir. Dirençli bakterilerin reseptör bağlanma bölgesine bir fajın bağlanması, reseptör 

ekspresyonunun değişmesine veya regülasyonunun durdurmasına sebep olur, böylece 

bakteriler faj enfeksiyonundan kaçabilir [99]. Faj saldırısı sonucu bakteriler kaçınılmaz 

olarak bu terapötik ajana karşı direnç geliştirmek için evrimleşir. Evrimleşen bakterinin, 

atım pompası aktivitesini değiştirdiği ve böylece antibiyotiklere karşı tekrar duyarlı hale 

geldiği bildirilmiştir [100]. Fajlar, sadece antibiyotik dirençli bakterilerle savaşta değil aynı 

zamanda antibiyotikle beraber kullanımında da uygulanacak antibiyotiğin dozunu düşürmek 

için kullanılabilecek bir seçenektir. Polisakkaritler bakterilerin büyüme ve fizyoloji gibi yapı 

ve fonksiyonlarında önemli roller oynamaktadır. Çoğu bakterilerde kalın makromoleküler 
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polisakkarit tabakaları bulunabilmektedir. Bu polisakkaritler bakteri patogenezinde, 

biyofilm oluşumunda ve bakterilerin öldürme ve fagositoza karşı korunmasında rol 

oynamaktadırlar. Bakteriyofajların bakterisidal aktivitesi büyük ölçüde endolizinler, 

lizozimler ve bazı polisakkarit depolimerazlar gibi hidrolitik enzim özelliklerine 

dayanmaktadır [101]. Bakteriyel polisakkaritlerin parçalanmasında bakteriyofaj 

depolimerazları rol oynamaktadır. Bakteriyofajların bu polisakkarit depolimeraz aktivitesi, 

plak dışında "halo" olarak adlandırılan dairesel bir boğa gözü oluşturması ile karakterizedir. 

Faj polisakkarit depolimerazları bakterilerin biyofilm tabakasını degrade edebilmektedir ve 

bu sayede de antibiyotiklerin hücre içine iletimini kolaylaştırmaktadır [102, 103]. 

Dolayısıyla, fajların antibiyotiklerle beraber kullanımı, antibiyotik dozunu düşürdüğü gibi 

bakterilerin antibiyotiklere karşı tekrar duyarlı hale gelmesini de sağlamaktadır.  

 Çalışmamızda dört A. baumannii fajı çeşitli su kaynaklarından izole edilip 

karakterize edilmiştir. Fajların etkinlik spektrumları spot test ile belirlenmiş ve φAb31, 

izolatların %34.4’üne (n=33), φAb59, %32.3’üne (n=31), φAb69, %34.4’üne (n=33) ve 

φAb65 fajı ise klinik A. baumannii izolatlarının %35.4’üne (n=34) karşı etkili bulunmuştur 

(Tablo 13). Fajların oluşturduğu litik zonlar, tam liziz, yarı liziz ve opak liziz zon olarak 

belirlenmiştir. Tam litik zonda fajın damlatıldığı bölgede bakteri üremesi tamamen 

baskılanırken, opak zonda, zonun içerisindeki bakterilerin tamamı lizize uğramamıştır. İzole 

edilen fajların aktivitelerinin pulsotiplere göre değişiklik gösterdiği saptanmıştır; φAb65, 

baskın olarak C pulsotipine etki ederken A pulsotipindeki etkinliği diğer fajlara kıyasla 

düşük bulunmuştur. Benzer şekilde, A pulsotipinde %31.2 etkilinlik gösteren φAb31, φAb59 

ve φAb69 fajlarının C pulsotipindeki etkinliği φAb65’e kıyasla düşük bulunmuştur.  

Fajların alternatif bir ajan olarak kullanılması ve faj tedavisinin etkin olabilmesi için 

faj farmokokinetiğinin anlaşılması gereklidir. Fajların, MOI’lerinin, yaşam eğrilerinin, ısı 

ve pH stabilitelerinin belirlenmesi terapötik amaçlı faj uygulanabilirliğini belirleyen 

faktörlerden bazılarıdır.  

MOI, fajın herbir bakteriye olan oranı olarak tanımlanmaktadır. Faj tedavisi için, 

tedavi süresince gereken faj yoğunluğunu belirlemek önemlidir. Ancak enfeksiyon 

döneminde fajların titreleri değişebilmektedir ve uygulanması gereken faj yoğunluğunun 

belirlenmesi zorlaşmaktadır. Çalışmamızda, izole edilem fajların MOI’lerinin, 1 ila 100 

PFU/CFU arasında değiştiği belirlenmiştir. φAb69 ve φAb65'in MOI'sinin 10 PFU/CFU 

olduğu bulunmuştur. MOI’nin 10 olduğu durumda her bakteri hücresinin en az bir faj 

tarafından bağlanma ve enfekte olma şansının %99.9'dan fazla olduğu bildirilmiştir [104]. 

MOI'nin 10 olduğu durumda bakteri canlılığında 10.000 kattan fazla azalma olması 
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beklenmektedir. Buna karşılık MOI’nin 1 olduğunda ise bakterilerin %37'sinin hayatta 

kalmasının bekleneceği belirtilmiştir [105].  A. baumannii pnömonisi üzerine yapılan bir 

araştırmada, bakteriyel enfeksiyondan sonra, fare gruplarının, MOI 10 oranında faj ile tedavi 

edildiğinde hepsinin, MOI 1 oranında faj ile tedavi edildiğinde ise %50’sinin hayatta kaldığı 

gösterilmiştir [106].  

Bakteriyofajların “One-step growth” eğrisi, duyarlı bakterilere fajların adsorpsiyonu, 

bakteri içindeki fajların latent periyodu ve fajların salınımı (patlama) olmak üzere üç 

aşamaya ayrılır [107]. Tek bir bakterinin birçok faj ile enfekte olabileceği bilinmektedir. 

Çalışmamızda fajların patlama boyutunun 118 PFU/CFU ila 3500 PFU/CFU arasında 

değiştiği belirlenmştir. Fajların latent periyodları ise 5 dk ile 15 dk arasında değişmektedir. 

Kısa bir latent dönem ve yüksek patlama boyutu, fajların replikasyon etkinliğini 

göstermektedir (Şekil 7) [108]. 

 Bakteriyofajlar genellikle aside duyarlı olarak kabul edilirler, ancak fajların asiditeye 

verdikleri tepki büyük farklılıklar gösterebilir. Neredeyse nötr bir pH ortamına bile duyarlı 

fajlar bulunabilirken çok düşük pH’lara direnç gösterebilen fajların varlığı da bilinmektedir. 

Genellikle, pH 5 ila 8 aralığında stabil oldukları bildirilen fajların geniş pH aralıklarını tolere 

etme yeteneği, oral yoldan uygulama için uygun olabileceklerini göstermektedir [109, 110]. 

φAb31’in farklı pH değerlerine duyarlılığı diğer izole edilen fajlardan daha fazla 

bulunmuştur. φAb31, pH 2, 4, 10 ve 12 seviyelerine duyarlı bulunmuş ve bu değerlerde 

plaklarda faja rastlanmamıştır. φAb31 dışındaki fajların pH 10 olduğunda son derece stabil 

ve faj titrelerinin yüksek olduğu belirlenmiştir. İzole edilen bütün fajların en yüksek titresine 

pH değeri 8 olduğunda ulaşılmıştır (Şekil 8).  

 Isı, fajların hayatta kalması için en önemli faktörlerden biridir. Fajların hücreye 

bağlanması, penetrasyonu, çoğalması ve latent periyodunun uzunluğunda temel bir rol 

oynadığı bilinmektedir [111]. Yüksek sıcaklığın nükleik asit ve protein denatürasyonu 

nedeniyle fajları inaktive ettiği bildirilmiştir. Yamaki ve ark. [112], izole ettikleri fajın 

titresinin, 60°C'de 60 dakikalık inkübasyondan sonra 3.5 log PFU mL-1 azaldığını 

gözlemlemiştir. Çalışmamızda da φAb31 ve φAb59 titrelerinde 60°C’ye maruziyetten sonra 

sırasıyla, 3.68 ve 4.63 log PFU mL-1 düşüş olduğu belirlenmiştir. φAb69 ve φAb65 

titrelerinde önemli bir logaritmik düşüş saptanmamıştır. φAb31, φAb59 ve φAb65 titreleri 

70oC’ye maruz kaldıklarında, önemli ölçüde düşmüş φAb69 ise bu sıcaklıkta dahi stabil 

bulunmuştur. Genel olarak izole edilen dört fajın da, 10oC ile 70oC arasında stabil oldukları 

belirlenmiştir (Şekil 10).  
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 Bakteriyofajların çeşitliliği, elektron mikroskobu kullanılarak morfolojik olarak veya 

konak aralığı, boyutu, plakların morfolojisi, farklı sıcaklıklar ve pH aralığındaki stabilitesi 

gibi fajların biyolojik özelliklerinden yararlanılarak analiz edilmektedir. Bunlara ek olarak, 

fajların çeşitliliğini incelemek için faj genomlarının nükleotid dizilerinin in silico analizleri, 

genlerin PCR ile tanımlanması, restriksiyon enzim analizi, tam genom dizi analizi, PFGE 

gibi çeşitli moleküler yöntemlerden de yararlanılmaktadır.  

 Elektron mikroskobu görüntüleri, faj ailelerinin tanınması ve oluşturulması için 

temel sağlamış olmakla birlikte yeni keşfedilen fajların sınıflandırılması için de önemli 

kriterlerden biridir [113]. İzole edilen bütün fajlar Myoviridae ailesi üyesi olarak 

belirlenmiştir. Myoviridae ailesinde baş yapısı diğer kuyruklu fajlara göre daha büyüktür 

[114]. φAb31, φAb59 ve φAb69’un kuyruk boyları yaklaşık 100 nm, φAb65’in ise 75 nm 

olarak belirlenmiştir. φAb59 ve φAb31’in baş yapısı 50 nm, φAb65 ve φAb69’un 75 nm’dir.  

 Fajların konak aralığını belirlemek üzere Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, 

Proteus vulgaris bakterileri kullanılmış ve izole edilen fajlar hiçbirine karşı aktivite 

göstermemiştir. 

 Restriksiyon analizi ve proteom analizi, çeşitli fajları karakterize etmek ve ayırt 

etmek için değerli bir yöntemdir. Fajların viral DNA'sı EcoRV, HindIII ve BamHI 

restriksiyon enzimleri kullanılarak kesilmiştir.  Restriksiyon profilleri, dört fajın hepsinin 

biribirinden farklı olduğunu göstermiş ve BamHI, φAb59 ve φAb31 fajlarını ek bir bölgeden 

daha keserek EcoRV ve HindIII’den farklı bir restriksiyon profili vermiştir. EcoRV 

enziminin tanıdığı kısa dizi φAb65’te yoktur. Ancak HindIII ve BamHI, φAb65 viral 

DNA'sını kesebilmiştir. Proteom analizi, fajların birbirinden farklı protein bantlarını 

göstermiş ve fajları birbirinden ayırmıştır.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 Karbapenem dirençli 96 klinik A. baumannii izolatının dahil edildiği ve bu izolatların 

klonal ilişkisi ve oksasilinaz genlerinin dağılımının araştırıldığı çalışmamızda bu izolatlara 

karşı aktivite gösteren dört faj, ülkemizdeki çeşitli su kaynaklarından izole edilmiştir. 

İntrinsik olarak kodlanan blaOXA-51 geninin bütün izolatlarda bulunduğu saptanmıştır. Buna 

ek olarak blaOXA-23 ve blaOXA-24 genlerinin prevalansının da ülkemizde artışta olduğu 

kanısına varılmıştır. İzolatların 20’sinin (%20.8) kolistin dirençli suşlar olduğu belirlenmiş 

ve ülkemizdeki kolistin dirençli suşlardaki artış dikkat çekmiştir. A. baumannii 

izolatlarındaki yüksek klonal çeşitlilik, artan antibiyotik direnci ve tedavi seçeneklerinin her 

geçen gün daralması, alternatif bir terapötik ajan ihtiyacını gündeme getirmiştir. Bu 

bağlamda, ökaryot hücrelere zararsız ve spesifik olarak bakterileri enfekte eden 

bakteriyofajların, bu patojenlere karşı umut verici bir alternatif olduğu düşünülmektedir.  

Çalışmamızda izole edilen fajların, klinik A. baumannii izolatlarına karşı etkinliği 

%32.3 ila %35.4 arasında bulunmuştur. Proteom analizi ve restriksiyon profilleri ile izole 

edilen fajların birbirlerinden farklı oldukları belirlenmiştir. TEM ile morfolojileri belirlenen 

fajların, alternatif bir ajan olarak kullanılabilmesi ve faj tedavisinin etkin olabilmesi için faj 

farmokinetiği araştırılmıştır. Bu bağlamda, fajların MOI’leri, yaşam eğrileri, ısı ve pH 

stabiliteleri terapötik amaçlı kullanıma uygunluklarını test etmek üzere belirlenmiştir.  

 Bu çalışmada izole edilen fajlar, kısa latent periyodu, yüksek patlama boyutu ve çok 

çeşitli pH ve sıcaklıkları tolere etme konusunda üstün özellikler göstermiştir. Geniş bir pH 

ve sıcaklık aralığına tolerans, fajların antibiyotiklere alternatif olarak kullanılabilmesi için 

önemlidir.  Bu nedenle, faj tedavisi ile maksimum etkinlik elde etmek için fajların ısı ve pH 

stabilitesini, yüksek litik aktivitelerini, kısa latent periyodlarını, yüksek patlama boyutlarını 

ve her bir bakteriyel ajana özgü MOI'lerini göstermek önemlidir. Bu çalışmada izole edilen 

fajlar, olası uygulamalar için umut verici adaylardır.  Gelecekte, litik aktivite spektrumlarını 

arttırmak ve bakterilerin fajlara direnç kazanmasını önlemek için faj kokteyli 

preparasyonları hazırlanmalıdır. Bunun için daha fazla fajın izole edilip karakterize edilmesi 

gerekmektedir. Fajların genetik çeşitliliği çok yüksektir. Gelecekte, izole edilen faj 

genomlarının dizilenmesi ile biyoteknolojik ve tıbbi araçlar olarak potansiyel kullanımları 

olan yeni faj proteinleri tespit edilebilir ve viral enfeksiyon sırasında fajlar tarafından 

kullanılan biyolojik mekanizmaların çeşitliliği hakkında bilgi sahibi olunabilecektir.   
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