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OZET
Galleria mellonella Yanik Yara Enfeksiyon Modelinde Yaygin Patojen Bakterilere
Kars1 Faj Terapi ve Hiicre Icermeyen Laktik Asit Bakteri Kiiltiir Sivilarinin Tedavi
Amach Kombine Kullanim Potansiyelinin Arastirilmasi

Yanik yaralanmalari, diinya genelinde 6nemli bir halk sagligi sorunu olup, enfeksiyonlara
bagl olimlerle iliskilendirilmektedir. Mevcut tedavi yontemleri iyilesmeyi zorlastirmakta,
bu nedenle yeni ve etkili yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢alismada, yanik yara
enfeksiyonlarmin sik goriilen patojenleri kullanilarak Galleria mellonella larvalarinda bir
yanik yara enfeksiyon modeli gelistirilmis ve laktik asit bakterilerinin hiicresiz kiiltiir sivilar
(cell-free extract, CFE) ile litik bakteriyofajlarin kombine tedavi potansiyeli aragtirilmistir.
Enfeksiyon, yaygin yanik yara patojenleri olan Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis ve Escherichia coli suslari ile olusturulmustur. Tedavide
Lactobacillus reuteri ve L. plantarum’a ait CFE’ler ile genis konak spektrumuna sahip
®ECO 35, PSA 43, OPAG 2 ve ®EFE 2 fajlar1 kullanilmistir. Fajlar elektron mikroskopi
ile morfolojik olarak, konak araligi, sicaklik, pH stabiliteleri, latent donem ve patlama
biiylikliigii gibi parametrelerle karakterize edilmistir. Larvalar (180-250 mg) dort gruba
ayrilarak (n > 10): kontrol (fosfat tamponu), yalnizca faj, yalmizca CFE ve faj+CFE
kombinasyonu olmak tizere tedavi edilmistir. Termal hasar sonrasi enfeksiyon olusturulan
larvalara tedaviler tek ve iki doz olarak uygulanmis, sagkalim oranlar1 96 saat boyunca takip
edilmigtir. Elde edilen bulgulara gore, P. aeruginosa enfeksiyonunda faj+CFE
kombinasyonunun tek dozunda 96. saatte sagkalim ortalama %75, iki dozunda ise %90
olarak korunmustur. E. coli enfeksiyonunda kombinasyon tedavisiyle sagkalim tek dozda
ortalama %85, iki dozda %90 seviyesine ¢ikmustir. S. aureus enfeksiyonunda kombinasyon
tedavisinde sagkalim tek dozda %380, iki dozda en az %85, E. faecalis enfeksiyonunda ise
sagkalim tek dozda ortalama %70, iki dozda ortalama %75 oraninda kalmistir. Fosfat
tamponu kontrol gruplarinda sagkalim %0-20 gézlenmistir. Bu sonuglar, litik fajlar ile LAB
CFE’lerin kombinasyonunun yanik enfeksiyonlarinin tedavisinde sinerjik bir etki gostererek
sagkalim oranlarini artirabilecegini ortaya koymaktadir. Ozellikle iki dozluk uygulamalarda
sagkalimin belirgin bicimde yiikseldigi gozlenmistir. Kombine tedavi, tekli uygulamalara
kiyasla daha etkili bir alternatif olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyofaj Tedavisi, Galleria mellonella, Hiicresiz Kiiliir Sivisi,
Laktik Asit Bakterileri, Yanik Yara Enfeksiyonu
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ABSTRACT

Exploring the Potential of Combining Phage Therapy and Cell-free Culture
Supernatant of Lactic Acid Bacteria for Treating Common Pathogenic Bacteria in a

Galleria mellonella Burn Wound Infection Model

Burn injuries are a significant public health concern worldwide and are often
associated with infection-related mortality. Existing treatment methods make the healing
process challenging, highlighting the need for new and effective therapeutic approaches. In
this study, a burn wound infection model was developed in Galleria mellonella larvae using
common burn wound pathogens, and the therapeutic potential of combining cell-free extracts
(CFEs) from lactic acid bacteria (LAB) with lytic bacteriophages was
investigated. Infections were established using the prevalent burn pathogens such as
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, and Escherichia
coli. The treatments involved CFEs derived from Lactobacillus reuteri and L. plantarum, iin
combination with broad-host-range phages ®ECO 35, ®SA 43, ®PAG 2, and OEFE 2. The
phages were characterized morphologically by electron microscopy, as well as by
parameters such as host range, thermal and pH stability, latent period, and burst size. The
larvae (180-250 mg) were divided into four groups (n > 10): control (phosphate buffer),
phage only, CFE only, and phage+CFE combination. After thermal injury and infection,
treatments were administered as single or double doses, and survival rates were monitored
over 96 hours. According to the findings, in P. aeruginosa infection, survival at 96 hours
was approximately 75% with a single dose of the phage+CFE combination and increased to
90% with a double dose. In E. coli infection, survival was about 85% with a single dose and
reached 90% with a double dose. In S. aureus infection, survival was 80% with a single dose
and at least 85% with a double dose, while in E. faecalis infection, survival was
approximately 70% with a single dose and about 75% with a double dose. In the phosphate
buffer control groups, survival remained between 0-20%. These results suggest that the
combination of lytic phages and LAB CFEs exerts a synergistic effect in the treatment of
burn infections, improving survival rates. Notably, survival increased markedly with two-
dose applications. The combined therapy appears to be a more effective alternative compared

to single-agent treatments.

Keywords: Bacteriophage Therapy, Burn Wound Infection, Cell-free Extract, Galleria

mellonella, Lactic Acid Bacteria,
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1. GIRIS ve AMAC

Yanik yaralanmalari, kiiresel dlgekte dnemli bir halk sagligi sorunudur ve bu tiir
yaralanmalarda gelisen enfeksiyonlar en sik karsilagilan 6liim nedenleri arasinda yer
almaktadir. Yaniklar, Diinya Saglik Orgiiti (WHO) raporuna goére ciddi yaralanmalar
kategorisinde dordiincii sirada yer almakta ve her yil diinya niifusunun yaklasik %1 ini
etkilemektedir (1, 2). Yanik yaralanmalarindaki enfeksiyon ve sepsis, bu hastalarindaki
olimlerin %33 ila 80'inden sorumlu tutulmaktadir (3).

Her ne kadar yanik tedavisine yonelik g¢esitli yontemler gelistirilmis olsa da mevcut
yaklagimlarla iyilesme siireci zor bir siirectir ve bu nedenle etkili alternatif tedavi
stratejilerine acil ihtiya¢ duyulmaktadir. Tedavi yaklasimlarinin temel hedefleri; cilt
bariyerinin yeniden olusturulmasi, yara iyilesmesinin hizlandirilmasi, lokal enfeksiyonlarin

onlenmesi ve etkin bigimde tedavi edilmesidir (4).

Bakteriyofajlar (fajlar), bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde yenilik¢i bir
yaklasim olarak dikkat gekmektedir. Ozellikle ¢oklu ilaca direngli patojenlerin neden oldugu
yanik yara enfeksiyonlarinda ve mevcut tedavi seceneklerinin yetersiz kaldigi durumlarda,
faj terapisi potansiyel bir alternatif olarak 6ne ¢gikmaktadir. Faj terapisi uygulamalarini igeren
8’1 yanik yaralarina odaklanmig, 27 calismay1 kapsayan sistematik bir derlemede, faj
tedavisinin yaklasik %77.5 oraninda klinik diizelme veya iyilesme sagladigi bildirilmistir
(5). Bu, ozellikle geleneksel antibiyotiklerin yetersiz kaldigi durumlarda, fajlarin
enfeksiyonlart etkili bir sekilde yonetebilecegini gostermektedir. Faj tedavisi
uygulamalarinda yanik yarasi enfeksiyonu bulunan fare modelinde Pseudomonas
aeruginosa kaynakli, karin i¢ine uygulanan tek doz faj kokteyli 6liim oranlarin1 %87’ye
kadar azalttigi gosterilmistir (6). Klebsiella pneumoniae ile enfekte fare modelinde faj
tedavisinin, yanik yaralarmin tamamen iyilesmesini sagladigini ve herhangi bir toksisite

gozlemlenmedigi gosterilmistir (7).

Benzer bir ¢alismada, domuzlarda ve ex vivo insan yara enfeksiyon modellerinde
faj terapinimn etkili oldugu ve Staphylococcus aureus ’a karsi etkili oldugu gosterilmistir (8).
Son yillarda laktik asit bakterilerinin (LAB) hiicresiz ekstraktlarinin, 6zellikle yaniklarda
yaygin olarak goriilen patojenlere kars1 umut verici tedavi segenekleri arasinda yer aldig
goriilmektedir. Probiyotik LAB suslarindan elde edilen bu ekstraktlarin, antimikrobiyal

bilesikler ve yara iyilesmesini destekleyen biyoaktif molekiiller icerdigi ve yamik



yaralarindan izole edilen patojenlere karsi 6nemli antimikrobiyal aktivite gosterdigi
bildirilmistir. Baz1 Lactobacillus suslari tarafindan iiretilen ekstraktlar, elastaz, proteaz ve
piyosiyanin gibi viriilans faktorlerinin tiretimini engelleyerek bakterinin biyofilm olugturma
yetenegini azalttigi saptanmustir. Bu Ozelliklerin, biyofilm olusumunun kronik
enfeksiyonlara ve iyilesmenin gecikmesine neden oldugu yanik yaralarinda son derece

onemli oldugu gosterilmistir (9).

LAB hiicresiz ekstraktlarinin, antimikrobiyal etkilerinin tesinde yara iyilesmesini
tesvik edici ozellikler gosterdigi ve bu ekstraktlarin topikal uygulanmasi, epitelizasyon
slireci i¢in gerekli olan keratinosit proliferasyonu ve gégiinii destekledigi gosterilmistir (10).
Son yillarda, LAB hiicresiz ekstraktlarinin insanlarda uygulanmalarina ydnelik ¢aligmalarin
hiz kazandig1 6zellikle geleneksel antibiyotik tedavilerine ek ya da alternatif olabilecegini
gostermektedir. Lactobacillus plantarum hiicre kiiltiir sivilarinin ikinci derece yaniklarda
kullanimini arastiran bir faz I ¢alismasi, bu tedavinin yara iyilesmesini destekledignin en
onemli kanitlarindan biridir (11). Bu enfeksiyonlarmn O6nlenmesi ve yanik yaralarinin
iyilestirilmesine yonelik dikkat ¢eken tedavi stratejilerinden biri de yara yatagina topikal
olarak probiyotik bakterilerin direkt uygulanmasidir. Bu uygulama, yiizeysel cilt ve yanik
yarasi enfeksiyonlarinin énlenmesinde umut vadetmektedir (12). Bir ¢calismada, probiyotik
bakterilerden biri olan Lactiplantibacillus plantarum'un enfekte yanik yaralarina
uygulanmasinin bakteri yiikiinii azalttigi ve yara iyilesmesini destekledigi gosterilmistir
(13). Ayrica, Lactobacillus kiiltir sivisimin topikal uygulanmasinin travmaya bagh
Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarinda sag kalimi ve yara iyilesmesini artirdigi
bildirilmistir (14).

Ozetle, LAB hiicresiz ekstraktlarinin, yanik yaralarinin tedavisinde ¢ok yonlii bir
yaklagim sunarak, antimikrobiyal, anti-biyofilm, yara iyilestirici ve bagisiklik diizenleyici

ozellikleri sayesinde topikal tedavilerde degerli birer aday olduklar1 goriilmektedir.

Literatiirde fajlarin ve LAB hiicresiz ekstraktlarinin yanik yara tedavisinde ayr1 ayr1
kullanimlarina yonelik ¢alismalar bulunmakla birlikte, ikisinin kombine kullanimina yonelik
caligmalar mevcut degildir. Bu caligmada, yanik yara enfeksiyonlarinda yaygin olarak
karsilasilan patojen mikroorganizmalardan Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis ile Galleria mellonella larvalarinda yanik

yara enfeksiyonu olusturmak ve bu enfeksiyon modelinde, laktik asit bakterilerinin hiicre



igermeyen kiiltiir sivilar1 ile patojenlere karsi etkili litik fajlarin kombinasyon halinde tedavi

amagli kullanim potansiyellerinin arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Deri

Deri, insan viicudunun en biiyiikk organidir ve viicudun dis ¢evreyle olan dogrudan
temasini saglayan ilk katmanidir. Ayn1 zamanda homeostazin korunmasi duyusal algilarin
iletilmesi, su ve elektrolit dengesinin diizenlenmesi gibi birgok hayati gorevi istlenmektedir.
Deri, mikroorganizmalara, kimyasal maddelere ve fiziksel travmalara karsi bir bariyer

olusturarak organizmay1 dis etkenlerden korur (15).
2.1.1. Derinin Yapisi

Deri, temel olarak {i¢ katmandan olusmaktadir. Derinin en dis tabakasi olan
epidermis, epidermisin altindaki dermis tabakasi ve en derin katman olan deri alt1 hipodermis
(subkutan) dokudur. Epidermis, derinin en dis katmanidir ve keratinize yassi epitel
hiicrelerinden olusur. Koruyucu gorev iistlenen bu tabaka, ayn1 zamanda su kaybini nler ve
mikroorganizmalarin girisine karsi fiziksel bir bariyer gorevi goriir. Epidermis, sirasiyla
stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum ve stratum corneum olmak tizere dort
temel tabakadan meydana gelir. En alt tabaka olan stratum basale, epidermal yenilenmeyi
saglayan, proliferatif kapasiteye sahip progenitor keratinositleri igerir. Bu hiicreler
farklilagtik¢a iist katmanlara dogru ilerler ve epidermisin en dis yiizeyine ulastiklarinda
deskuamasyonla uzaklastirilirlar. Epidermis, vaskiiler olmayan bir yapidir; besin ve oksijen
thtiyact alttaki dermis tabakasindan diflizyon yoluyla saglanir. Keratinositlerin yenilenme
dongiisii, bireyin yasina, ¢evresel faktorlere ve hormonal durumuna gore degismekle birlikte
genellikle 30 ila 40 giin arasinda tamamlanir (16). Dermis, yap1 saglamada 6nemli bir rol
oynar. Bu katman, deriye esneklik ve dayaniklilik kazandiran kollajen ve elastin lifleri igerir.
Bu tabakada ayni zamanda kan damarlari, lenf damarlar, sinir uglar, kil kokleri, ter ve yag
bezleri ile mast hiicreleri bulunur. Bu yapilar derinin duyusal, immiin ve metabolik
islevlerini destekler (17). Hipodermis (subkutan doku), derinin en derin katmanidir ve biiyiik
oranda yag dokusundan olusur. Bu tabaka, enerji depolanmasi, yalittm ve mekanik
travmalara kars1 tampon gorevi goriir. Ayrica burada bulunan biiyiik kan damarlar1 dermisin

beslenmesine katki saglar.



2.2.  Yanik Nedir?

Yanik, deri basta olmak iizere deri alti dokularinin ve bazen daha derin yapilarin
yiiksek 1s1, elektrik akimi, radyasyon, lazer enerjisi ya da kimyasal maddeler gibi gesitli dis
etkenlere maruz kalmasi sonucu ortaya ¢ikan doku hasaridir. Bu travmatik durum, genellikle
dokularin tolerans sinirini asan 1stya maruz kalmasi sonucunda hiicre membranlarinin
bozulmasi, proteinlerin denatiirasyonu ve hiicre i¢i yapilarin harabiyetiyle karakterizedir
(18). Yanigin neden oldugu doku yikimi, yalnizca maruz kalinan alanla sinirli kalmayabilir;
gevre dokularda da inflamatuar yanmit ve vaskiiler bozulmalar yoluyla sekonder hasar
gelisebilir. Yanik yaralarinda iyilesme siireci, genel yara iyilesme mekanizmalariyla benzer
asamalardan ge¢se de (hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme)
yaniklarin 6zellikleri nedeniyle bu siire¢ genellikle daha kompleks, daha uzun siireli ve
komplikasyonlara daha agiktir. Ozellikle tam kat deri kaybi, enfeksiyon riski, sivi-elektrolit

kaybi ve hiper-metabolik yanit yanik iyilesmesini zorlastiran baslica etkenlerdendir (19).
2.2.1. Yanik Epidemiyolojisi

Kiiresel oOlgekte yaniklar, diinyada her yas grubundan, her kesimden insanin
karsilastigi yaygin bir sorundur. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore her yil
yaklasik 180.000 kisi yanik nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir. Bu dlimlerin biiyiik bir
kismi diisiik ve orta gelirli lilkelerde meydana gelmektedir. Ancak oliimlerin ¢ok daha
Otesinde, milyonlarca insan yanik sonrasi ciddi morbiditelerle yasamini stirdiirmek zorunda
kalmaktadir. WHO raporuna gore yaniklar, trafik kazalari, diismeler ve kisilerarasi siddetin
hemen ardindan ciddi yaralanmalar kategorisinde dordiincii sirada yer almaktadir (20).
Yaniklarin neden oldugu mortalite oran1 gelismis lilkelerde ciddi sekilde diismiis olsa da
morbidite oran1 halen yiiksek seyretmektedir. Tiirkiye’de yapilan arastirmalar, yanik
vakalarinin her yas grubunda goriildiigiinii ve siklikla ev kazalari sonucunda olustugunu
gdstermektedir. Devlet Istatistik Enstitiisii’niin (DIE) yaptig1 bolgesel incelemelere gore, her
yil yaklagik 70.000 kisi yanik tedavisi. Gormekte ve yaklasik 200 kisi yaniklara bagh
nedenlerle hayatini1 kaybetmektedir.

2.2.2. Yanik Yara Siiflandirilmasi

Yaniklar, derinliklerine ve yayginliklarma gore gesitli sekillerde smiflandirilir.

Klinik degerlendirme ve tedavi planlamasi agisindan en yaygin kullanilan siniflandirma,



yanigin derinligine gore yapilan siiflandirmadir: Yaniklar birinci, ikinci, lgilincli ve

dordiincii derece olarak dort sinifa ayrilirlar (Sekil 1) (21).

Birinci_derece yaniklar (I. derece): Sadece epidermisi etkileyen yaniklardir. Deride

kizariklik, hassasiyet ve hafif 6dem goriiliir; kabarcik olugsmaz. Genellikle giines yaniklari
bu smnifa girer. lyilesme genellikle 3-7 giin icinde spontan olarak ve iz birakmadan

gerceklesir. Hasarli epidermis 5-10 giin sonra soyulur.

ikinci derece yamiklar (IL._derece): Bu tiir yaniklarda, epidermisin tamami ve dermis

tabakasinin bir kismi zarar gormiistiir. Yara klinik olarak 6dem ve siddetli agn ile
karakterizedir. lyilesme siiresi ise 2-3 haftadir. Ek olarak, bu yaniklar yiizeyel ve derin olarak

iki gruba ayrilmaktadir (22).

Yiizeysel 1I. derece vamiklar: Epidermis ve dermisin yilizeysel katmanlart bozulmustur.

Epidermisin bazal membrandan ayrilmasi nedeniyle kabarciklar olusur. Yara 14-21 giinde

iyilesmektedir.

Derin_1l. derece vaniklar: Epidermis ve dermisin katmanlar1 farkli derinliklerde

bozulmustur. Cilt kirmizi, nemli ve agrilidir. Yara izleri kalabilir. Iyilesme 21-35 giin siirer.
Yaniklardan birkac¢ dakika sonra, yirtilmaya meyilli sivi dolu kabarciklar olusur. Bu tiir

yaralar cerrahi eksizyon ve deri nakli gerektirir (23).

Uciincii derece yaniklar (ITL. derece): Epidermisi, dermisi ve hatta hipodermisi (deri alt1

doku) etkileyen yaniklardir. Kuru goriiniimlii ve deride fonksiyon kaybi ve sinir uglar1 hasar
gordiigii i¢in agr1 yoktur. Cerrahi tedavi (greftleme) olmazsa ileri derecede enfeksiyon,

sepsis, mortalite riski artar.

Dordiincii derece yaniklar (IV. derece): Bu tiir yaniklar kas, tendon ve hatta kemik gibi

daha derin dokulara zarar verir. Genellikle yara siyah ve agrisizdir. Cerrahi miidahale (deri

grefti gibi) veya amputasyon gibi ciddi islemler gerektirir.



Yanik derecesi/derinligi Derinin katmanlar:

Birinci derece —,6 E ] E : Epidermis
- B B
ikinci derece —..6 E = Dermis
] o
Uciincii derece 'Ea: é = é‘g Derialt1 yag tabakasi
Dordiincii derece —— Kas tabakasi

Sekil 1. Yanik yaralanmasi siniflandirmasi ve derinligi (24).

2.3. Yanik Yara Enfeksiyonlari ve Yaygin Patojenler

Yanik yara enfeksiyonlari, cogunlukla hastalarin gastrointestinal sistemleri, hastane
ortamlari, fomitler veya saglik ¢alisanlarinin elleri gibi kontamine dis kaynaklarda bulunan
organizmalar araciligiyla olusmaktadir (25). Yanik hastalarinda meydana gelen deri
bariyerinin biitlinliiglinlin bozulmasi, bagisiklik sisteminin baskilanmast ve uzun siireli
hastanede kalis gibi olasi nedenler invaziv yanik yarasi enfeksiyon gelisme riski dnemli
Ol¢iide artirmaktadir. Bdylece, siklikla bakteriyemiye ve devaminda ¢oklu organ

disfonksiyonu (MODS) sendromu gelismesine yol agmaktadir.

Yanik yarasi enfeksiyonlarinin dogrudan veya dolayli olarak %33 ila %80 oraninda
olime yol acabildigi bildirilmektedir (26). Yanik yaralarinda enfeksiyon gelisimi, yara
yiizeyinin genisligi, cilt bariyerinin biitiinliigiiniin bozulmas1 ve hastane kaynakli
patojenlerle temas nedeniyle olduk¢a yaygindir. Bu enfeksiyonlarda en sik izole edilen
bakteriler arasinda Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Acinetobacter
baumannii, Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli yer almaktadir (27). Yapilan
aragtirmalar sonucunda, hastaneye yatistan sonraki ilk 5 giin icerisinde S. aureus’un en sik
goriilen patojen oldugunu, P. aeruginosa'nin ise 5 giin sonra baskin hale geldigini

gostermektedir (28).

Yanik yara enfeksiyonlarinda, enfeksiyona neden olan birincil ajanlar Gram-negatif
bakterilerdir (P. aeruginosa, A. baumannii ve K. pneumoniae) ve vakalarin yaklasik %70'ini
olusturmaktadir. Gram pozitif bakteriler (S. aureus ve Enterococcus spp.) ise vakalarin
yaklasik %30'unu olusturmaktadir (29). Cin’de 2010-2023 yillar1 arasinda yapilan bir



caligmada, yanik hastalarinda goriilen nozokomiyal enfeksiyonlara iliskin toplam 62.819
izolat1 degerlendirmistir. Analiz sonucunda, en sik izole edilen patojenler sirastyla S. aureus
(%18.3), P. aeruginosa (%16.2), A. baumannii (%13.7), K. pneumoniae (%7.4) ve S.
epidermidis (%5.9) olarak belirlenmistir (30).

2.3.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, cubuk seklinde, fakiiltatif acrop, oksidaz ve katalaz pozitif
Gram-negatif bir bakteridir. Bircok antibiyotige karsi dogal direnci ile tanman P.
aeruginosa, yara enfeksiyonlarmin yaygin bir etkenidir. Genis ¢evresel toleransi sayesinde
toprak, su, hastane ortam kosullarinda bile yasayabilen, ¢evresel kosullara hizli adaptasyon
yetenegi, diisiik besin gereksinimi ve biyofilm olusturma kapasitesi ile 6ne ¢ikmaktadir (31).

Pseudomonas aeruginosa, dzellikle immiin sistemi baskilanmis bireylerde, hastane
kaynakli enfeksiyonlarin baglica nedenlerinden biridir. Solunum yolu enfeksiyonlari, iiriner
sistem enfeksiyonlari, hasarli dokular i¢inde hizli cogalmasi ile yara ve yanik enfeksiyonlari
ile bakteriyemi gibi ¢ok sayida ciddi enfeksiyonun etkenidir. Bu patojenin, 6zellikle nemli
ortamlart tercih etmesi ve c¢oklu ilag direnci gelistirme kapasitesi nedeniyle yanik
tinitelerinde ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), P. aeruginosa’y:
en tehlikeli patojenlerden biri olarak “kritik oncelikli” antibiyotik direnci listesine dahil
etmistir. Mahmood ve ark. (32), 200 hastanin yara ve yaniklarindan toplam 31 P. aeruginosa
susu izole etmis ve gentamisin, trimetoprim, amikasin ve amoksisilin diren¢ oranlarinin

yiiksek oldugu gozlemlenmistir.

Bagka bir ¢alismada, Campos-Silva ve ark. (33), P. aeruginosa enfeksiyonlarina
kars1 faj tedavisinin etkinligi, omurgasiz bir model olan G. mellonella larvalar1 kullanilarak
degerlendirilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, faj tedavisinin P. aeruginosa kaynakli
kronik yara enfeksiyonlarimin tedavisinde tek basina veya antibiyotiklerle kombine sekilde
kullanildiginda etkili olabilecegini gostermektedir. Bu kombinasyon terapileri, tedavi
etkinligini artirmakta ve direng gelisimini azaltmaktadir (34). Ayrica, faj tedavisi diisiik
toksisite, daha az yan etki ve ¢oklu ilag direngli suslar1 hedef alabilme gibi avantajlar sunar.
Bu yonleriyle, geleneksel antibiyotik tedavilerine alternatif ya da tamamlayici olarak cazip

bir segenek olusturmaktadir.

Loc-Carrillo ve ark. (35), yaptiklart genis kapsamli bir klinik ¢aligmada, kronik P.
aeruginosa enfeksiyonu olan hastalarda faj tedavisinin etkinligini incelemistir. Calismada,

enfeksiyona neden olan susa 0zel kisisellestirilmis bir faj kokteyli kullanilmistir ve sonuglar,



birgok hastada bakteri sayilarinda anlamli azalmalar ve klinik iyilesme oldugunu
gostermistir. Ozellikle, bu ¢alisma faj tedavisinin antibiyotik direnciyle miicadeledeki
potansiyelini vurgulamis; fajlarin hedefe yonelik, toksik olmayan bir secenek sundugunu ve
antibiyotiklerle birlikte kullanildiginda tedavi sonuglarini iyilestirebilecegini ortaya

koymustur.
2.3.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, katalaz ve koagiilaz pozitif 6zellik gosteren gram pozitif bir
bakteridir. Bu bakteri, insan viicudunda ozellikle burun, cilt ve mukozal yiizeylerde
kommensal olarak bulunmasina ragmen, firsatgi bir patojen olarak cesitli enfeksiyonlara
neden olabilmektedir. Staphylococcus aureus tirettigi toksinlerle doku harabiyetine, sistemik
inflamasyona ve ciddi durumlarda toksik sok sendromuna yol agabilmektedir. Ayrica,
keratinositler, makrofajlar ve endotel hiicreleri gibi konak hiicrelerin icine girip orada
yasamaya devam edebilmektedir. Bu hiicre i¢i yasam tarzi, bagisiklik sisteminden ve hiicre
icine gecemeyen antibiyotiklerden kagmayi miimkiin kilarak tedaviye direncli ve tekrarlayan

enfeksiyonlara katki saglamaktadir.

Staphylococcus aureus, ozellikle MRSA  suslari, yanik ve kronik yara
enfeksiyonlarindan siklikla izole edilmektedir. S. aureus'un biyofilm olusturmaya kars:
egilimi ve artan antimikrobiyal diren¢ prevalansi, yanik yarasi enfeksiyonlarinin tedavi
olarak antibiyotiklerin kullanimini sinirlandirmaktadir. Staphylococcus aureus ile iliskili
enfeksiyonlar hem toplum kaynakli hem de hastane kaynakli ortamlarda yaygin bulunurlar.
Ozellikle MRSA suslar1, yara kolonizasyonu ve invaziv enfeksiyonlarda énemli bir yer
tutmaktadir. Hong ve ark. (36), Cin'deki dort farkli hastaneden 2016-2021 yillar1 arasinda
toplam 90 S. aureus susunu toplayarak molekiiler yontemlerle karakterize etmislerdir.
Caligma sonucunda, S. aureus’un yanik iinitesi hastalarinda yaygin bir enfeksiyon etkeni
oldugu, ozellikle metisiline diren¢li MRSA suslarinin hem yiiksek oranda izole edildigi hem

de belirgin antibiyotik direng profilleri sergiledigi ortaya konmustur.

Faj tedavisi, 0zellikle MRSA kdokenli yara enfeksiyonlarinin tedavisinde umut
verici bir alternatif veya tamamlayici yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir. Molendijk ve ark. (37),
S. aureus'a bagli yanik yaras1 enfeksiyonlarinda faj tedavisinin etkinligini degerlendirmis ve
hem domuz hem de insan kaynakli olmak ftizere iki farkli ex vivo yanik modeli

kullanmiglardir. Bu ¢alisma, faj uygulama dozunun ve zamanlamasinin tedavi basarisini



etkiledigini gdstermis; profilaktik ve cok dozlu uygulamalarin daha giiglii antibakteriyel etki
sagladigini bildirmiglerdir.

Avrupa destekli Phagoburn projesinde, yanik hastalarinda uygulanan PP1131 adli
faj kokteyli glivenli bulunmus; ancak formiilasyon kararliligina dair sorunlar nedeniyle
etkinlik sinirli kalmistir. Bu c¢alismalar, 6zellikle antibiyotik direncinin tedavi etkinligini
azaltigt durumlarda, faj tedavisinin hedefe yonelik, toksik olmayan ve gelencksel
antibiyotiklere alternatif veya tamamlayici bir segenek olabilecegini ortaya koymaktadir
(38).

2.3.3. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae, fakiiltatif anaerob, kapsiillii ve ¢ubuk seklinde bir gram-
negatif bakteridir. Enterobacteriaceae ailesine ait olan bu mikroorganizma firsat¢1 bir
patojen olarak hem g¢evresel ortamlarda hem de insan gastrointestinal sisteminde bulunabilir.
Klebsiella pneumoniae, artan antibiyotik direnci ve viriilans potansiyeli nedeniyle hem

toplum kokenli hem de hastane enfeksiyonlarinda 6nemli bir patojen haline gelmistir.

Klebsiella pneumoniae enfeksiyonlari hafif topikal deri, mukozal ve yanik yarasi
enfeksiyonlarindan tiriner sistem enfeksiyonlaria ve pndmoni, sepsis ve menenjit gibi daha
ciddi invaziv hastaliklara kadar cesitlilik gostermektedir. Giliniimiizde bu bakteriyle
miicadelede alternatif tedavi yaklagimlar1 giderek daha fazla arastirilmaktadir. Yapilan bir
calismada, Mingfang ve ark. (39), K. pneumoniae S-2007'ye karst BUCTS541 diye
adlandirilan bir litik faj bulmuslardir. Galleria mellonella larvalarinda ve farelerde K.
pneumoniae enfeksiyon modeli olusturmuslardir ve elde ettikleri faj BUCT541 nin etkisini
in vitro ve in vivo olarak degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda, faj BUCT541, 6zellikle
MOI 10'da K. pneumoniae S-2007'min biiyiime oranini 6nemli 6lgiide inhibe ettigini
gostermislerdir. Buna karsin G. mellonella'da fajin MOI 10 ziyade daha diisik BUCT541 faj
dozlarmin (MOI 1), daha iyi terapotik etkinlige sahip oldugunu belirtmislerdir. BUCT541
fajinin in vitro ve in vivo arasindaki MOI farki K. pneumoniae'nin pargalanmasinin, G.
mellonella larvalarinin Gliimiine neden olan endotoksin gibi toksik maddeler iiretmis

olabilecegini ileri siirmiislerdir.

Diger bir ¢calismada, Kumari ve ark. (40), K. pneumoniae B5055 susuna kars1 fare
modelinde olusturulan yanik yarasi enfeksiyonunda, hidrojel i¢inde karistirilan faj Kpn5’in

topikal olarak uygulayarak, faj tedavisinin etkinligini degerlendirmislerdir ve bu tedaviyi
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gentamisin ve gimiis nitrat tedavisi gibi geleneksel antimikrobiyal ajanlarla
karsilagtirmislardir. Tedaviyi takiben enfekte farelerin sagkalim Sonuglari, tek bir faj Kpn5
dozunun mortalitede énemli bir azalmaya yol agtigin1 gostermistir. Gentamisin ve giimiis
nitrat tedavisine oranla faj terapisi farelerde yanik yarasi enfeksiyonunun tedavisinde

terapotik bir faydaya sahip oldugunu gostermistir.
2.3.4. Escherichia coli

Escherichia coli kaynakl1 yara enfeksiyonlari, 6zellikle ¢oklu ilaca direngli (CID)
suslarin giderek artan yayginligi nedeniyle diinya genelinde dnemli bir halk saglig1 sorunu

olusturmaktadir (41).

Antibiyotik direncinde gozlenen artislar ve daha viriilan suslarin ortaya ¢ikisi, bu
enfeksiyonlarin yonetimini zorlastirmakta ve daha etkin siirveyans sistemlerine ve hedefe
yonelik miidahalelere duyulan ihtiyaci artirmaktadir. Escherichia coli, yara
enfeksiyonlarinda en sik izole edilen ilk bes bakteri arasinda yer almakta olup, cesitli
caligmalarda 6nemli bir etken olarak bildirilmistir. Huang ve ark. (42), 312 hasta 6rnegini
kapsayan calismalarinda E. coli’nin ¢ok sayida antibiyotige kars1 direngli bir patojen olarak
one ciktigin1 gosterilmiglerdir. Yara enfeksiyonlarinda E. coli'nin prevalansina iliskin

yapilan bolgesel aragtirmalar bu bakterinin klinik 6nemini agik¢a ortaya koymaktadir.

Baska bir ¢aligmada, cerrahi alan enfeksiyonlari (CAE) incelenmis ve E. coli’nin
en sik izole edilen mikroorganizma oldugu, vakalarin %39.8’ini olusturdugu belirlenmistir.
Daha da endise verici olan ise, izole edilen tiim E. coli suslarinin seftriaksona kars1 %100
direng gostermesidir. Ayrica amoksisilin-Klavulanik asit (%94), amoksisilin (%94), sefiksim
(%90.7) ve sefepim (%89.8) antibiyotiklerine kars1 da yiiksek direng oranlar1 saptanmustir.
Bununla birlikte, bu izolatlarin imipeneme (%100), tigesikline (%96), meropeneme (%95.1),
kloramfenikole (%84), amikasine (%81.5) ve gentamisine (%81,5) karst duyarli oldugu

gozlemlenmistir (43).

Kuzeydogu Etiyopya'da yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada, E. coli'nin yara
enfeksiyonlarindan izole edilen bakterilerin %20.7'sini olusturdugu bildirilmistir. Bu
suslarin test edilen ¢ogu antibiyotige kars1 yiiksek direng seviyeleri gézlemlerken, ertapenem
(%32.9), amikasin (%24.3), imipenem (%20.3) ve meropenem (%17.6) gibi ilaclara karsi

daha diisiik direng oranlari tespit edilmistir. Ozellikle, CID Enterobacteriaceae suslarinin
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sikligi alarm verici derecede yiiksek oldugu, farkli hastaneler arasinda bu oranin %84.5 ile

%97.3 arasinda degistigi bildirilmistir (44).

Son yillarda yapilan c¢alismalar, bu direngli bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarla miicadelede faj terapi calismalarina ve ozellikle faj oOzgilligini ve
etkinligini iyilestirmeye odaklanmistir. Pasteur Enstitiisii’nde bir grup arastirmaci bakteriyel
genomik verilere dayanarak etkili faj-bakteri etkilesimlerini tahmin edebilen yapay zeka
modelleri gelistirmistir. Bircok E. coli susu ile farkli fajlar arasindaki etkilesimleri analiz
ederek, yapay zeka, kisiye 6zel faj karisimlarini 6nerebilmekte ve ilk ¢alismalarla hedeflenen

bakterilerin %90°a kadar ortadan kaldirilmasinda basar1 sagladiklarini bildirmislerdir (45).
2.3.5. Acinetobacter baumanii

Acinetobacter baumannii, aerob, kapsiilsiiz, oksidaz-negatif ve hareketsiz bir
kokobasil olup, non-fermentatif bakteri grubuna ait bir gram negatif bakteridir. Toprak, su
ve hastane ortami gibi alanlarda yaygin olarak bulunan bu bakteriler, insan viicudunda gegici
olarak kolonize olabilir ve firsat¢1 patojen olarak ciddi enfeksiyonlara yol agabilirler. A.
baumannii, 6zellikle yogun bakim iinitelerinde uzun siire yatan, invaziv islemler uygulanan
veya bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda hastane kaynakli enfeksiyonlarin 6nemli bir
etkenidir. Yanik yara enfeksiyonunda siklik bakimindan P. aeruginosa'dan sonra ikinci
sirada yer alan A. baumannii gibi firsatg1 patojenler, yogun bakim kosullarinda bagisiklig
baskilanmis hastalarda hizla ¢ogalabilmekte ve direngli enfeksiyonlara yol acabilmektedir.
Bu bakterilerin polimikrobiyal enfeksiyonlar olusturabilecegi ve yara iyilesmesini
geciktirerek mortalite riskini artirabilecegi vurgulanmaktadir (46). Tiirkiye’de yapilan bir
caligmada, Bilgin ve ark. (47), 2019-2020 Haziran tarihleri arasinda Samsun Egitim ve
Arastirma Hastanesi Yanik Merkezi'nde tedavi goren hastalarin yara kiiltlirlerinden izole
edilen mikroorganizmalarin tiirlerini ve bu mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi
duyarlhiliklarin1 belirlemislerdir. Calismada izole edilen mikroorganizmalarin %76’sin
Gram negatif bakteriler, %18’ini Gram pozitif bakteriler ve %6’sim1 Candida tiirleri
olusturmustur. En sik izole edilen patojenler arasinda Acinetobacter spp. %23,6 orani ile
liciincii sirada yer almistir. izole edilen Acinetobacter suslarmin antimikrobiyal duyarlilik
testleri, bu patojenlerin yliksek diizeyde antibiyotik direncine sahip oldugunu ortaya
koymustur. Ozellikle amikasin direnci %62.5 olarak belirlenirken; meropenem, imipenem,
piperasilin-tazobaktam, seftazidim, siprofloksasin ve trimetoprim-siilfametoksazol (SXT)

antibiyotiklerine kars1 direng oran1 %87.5’e ulagmustir.
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Acinetobacter baumannii'nin mevcut antibiyotiklere karsi direncinin artmasi
nedeniyle, A. baumannii enfeksiyonlarini 6nlemek ve tedavi etmek i¢in yeni stratejiler
gelistirme istegi artmistir. Yapilan bir ¢alismada, Luo ve ark. (48), ¢oklu ilaca direngli
(MDR) A. baumannii suslarina kars1 yeni bir faj lizat1 elde etmisler ve gesitli antibiyotiklerin
kombinasyonu ile hem in vitro hem de in vivo kosullarda sinerjik bakterisidal etkisini
degerlendirmislerdir. Arastirma sonucunda, faj ve antibiyotik kombinasyonlari, 6zellikle
meropenem ve colistin ile kullanildiginda sinerjik etki gostermistir. Yapilan in vivo
sonuglarinda da G. mellonella enfeksiyon modelinde, faj ve antibiyotiklerin kombinasyonu

ile tedavi edilen gruplarda sagkalim orani belirgin sekilde artmistir.
2.3.6. Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis, koagiilaz-negatif stafilokoklar grubuna ait, katalaz
pozitif ve fakiiltatif anaerob dzellik gdsteren Gram pozitif bir bakteridir. insan cildi, mukoz
membranlar1 ve mukokiitanéz yiizeylerin dogal mikrobiyotasinda yaygin olarak
bulunmaktadir. Genellikle zararsiz, kommensal bir bakteri olmasina ragmen, bagisiklik
sistemi baskilanmig bireylerde veya invaziv tibbi cihazlarin kullanildigi durumlarda firsatg1
patojen olarak cerrahi ve yanik yara enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Yanik hastalarinda,
cilt bariyerinin bozulmasi ve bagisiklik sisteminin baskilanmasi nedeniyle S. epidermidis
enfeksiyonlariin goriilme siklig1 artmistir. Bu enfeksiyonlar, bakterinin biyofilm olusturma
yetenegi nedeniyle tedavisi zor hale gelir. Biyofilmler, bakterileri hem antibiyotiklere hem

de bagisiklik sistemine kars1 koruyarak enfeksiyonun kaliciligina ve antibiyotik direncine

katkida bulunur.

Staphylococcus epidermidis enfeksiyonlari genellikle, merkezi vendz kateterler,
idrar sondalar1 ve protezler gibi tibbi cihazlarin yiizeyinde biyofilm olusturmasi ile meydana
gelmektedir. Staphylococcus epidermidis'in biyofilm olusturmasi, antibiyotiklere ve konak
bagisiklik yanitina kars1 diren¢ kazanmasini saglamaktadir ve bu durumda enfeksiyonlarin
tedavisi zorlagtirmaktadir (49). Yapilan bir ¢alismada, Roya ve ark. (50), Iran’in Ahvaz
kentinde hastane enfeksiyonlarindan izole edilen 46 S. epidermidis susu izole edilmistir. S.
epidermidis suslarinin antibiyotik direng profillerini ve viriilans faktorlerini belirlemislerdir.
Elde edilen bulgulara gore suslarin %95.65’1 penisiline, %91.30’u tetrasikline, %82.60’1
eritromisine ve %78.26’s1 klindamisine karsi direngli bulunmustur. Ayrica suslarin

%45.65’inde mecA geni tespit edilmistir. Valente ve ark. (51) S. epidermidis’in olusturdugu
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biyofilmlere bakteriyofajlarin penetre oldugunu ve fajlarin biyofilm-iliskili enfeksiyonlarda

kullanilabilecegini bidirmislerdir.
2.3.7. Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis, koagiilaz negatif, katalaz negatif, fakiiltatif anaerob ve
sporsuz gram pozitif bir kok bakteridir. Enterococcus faecalis, insan gastrointestinal
sistemininde dogal olarak bulunan, genellikle kommensal olarak yasayan ancak bagisiklik
sistemi baskilanmis bireylerde ve uzun siireli hastane yatiglarinda firsatgi patojen haline
gelerek yara enfeksiyonlar: da dahil olmak tizere ¢gesitli enfeksiyonlara yol agabilmektedir.
Cerrahi yara enfeksiyonlarini analiz eden bir ¢alismada, vakalarin %12’sinde E. faecalis

izole edilmis ve bu bakterinin enfeksiyonlardaki 6nemli rolii vurgulanmistir (52).

Enterococcus faecalis, ayn1 zamanda artan antimikrobiyal direng profiline sahiptir.
Yapilan bir ¢alismada, Jun ve ark. (53), yanik yaralarindan izole edilen 57 Enterococcus
susunun antimikrobiyal diren¢ profillerini ve viriilans faktorlerini fenotipik ve genotipik
yontemlerle degerlendirmislerdir. Calisma bulgularina gore, tiim izolatlarin vankomisin ve
tigesikline duyarli oldugu, izolatlarin %64 iniin eritromisine direngli oldugu ve E. faecalis

suslariin %65.2°sinde yliksek diizeyde gentamisin direncinin saptandigi rapor edilmistir.

Enterococcus faecalis kaynakli yara enfeksiyonlarinda ¢oklu ilag direnci nedeniyle
faj tedavisi antibiyotiklere alternatif veya tamamlayici umut verici bir yontem olarak
degerlendirilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, Zienab ve ark (54), ¢oklu ilag direngli E.
faecalis suglarina karsi etkili olan vB Efa ZAT1 (kisaca ZATI1) adli bakteriyofaji
kanalizasyon suyundan izole etmis ve farelerde olusturulan bakteremi modelinde terapotik
etkinligini degerlendirmislerdir. Calisma bulgularina gore, enfeksiyondan bir saat sonra
intraperitoneal yolla uygulanan 3% 10® PFU dozundaki ZATI1 faji, tedavi edilen tiim
farelerde %100 sagkalim saglamistir. Abed ve ark. (55) tarafindan gerceklestirilen benzer
bir ¢alismada, antibiyotiklere direngli E. faecalis suslarina karsi etkili olan yeni bir
bakteriyofaj olan SAM-E.f 12 izole edilmis ve bu fajin terapétik etkinligi, E. faecalis ile
enfekte edilmis fare yara modeli kullanilarak degerlendirilmistir. Calisma bulgularina gore,
SAM-E.f 12 faji test edilen 60 klinik E. faecalis izolatinin %70’ine karsi litik aktivite
gostermistir. Farelerde yapilan in vivo deneylerde, faj uygulanan grupta yara iyilesme
stirecinin hizlandig1 ve enfeksiyonun etkin sekilde kontrol altina alindigr gézlemlenmistir.
Ayrica histopatolojik analizler, faj tedavisinin inflamatuar yaniti azalttigimi ve doku

onarimini anlaml diizeyde destekledigini ortaya koymustur.
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Yapilan bir bagska c¢alismada, gelistirilen faj igeren hidrojellerin, E. faecalis ile
enfekte yaralarin tedavisinde etkili bulundugu ve kontrolli faj salinimi ile bakteri yiiki
azaltilirken doku yenilenmesi desteklenmis, epitelizasyon ve doku onarimin hizlandigi

gosterilmistir (56).
2.4. Bakteriyofajlar ve Genel Ozellikleri

Bakteriyofajlar (fajlar), bakterileri enfekte eden ve oldiiren viriislerdir. Fajlarin,
kiiresel bollugu yakalasik olarak 103! parcaciktir (57). Tatli su, deniz suyu, toprak ve atik su
gibi cesitli cevresel kaynaklardan izole edilebilen fajlar, bakterilerin yasadigi her yasam
ortaminda bulunabilirler ve giinliik olarak bakteri biyokiitlesinin yaklasik %40'mi1 ortadan
kaldirildig1 bilinmektedir (58). Fajlarin genom biiyiikliikleri degisiklik gosterir. Bu farklilik
fajlarin genetik cesitliligini ve evrimsel adaptasyonlarini anlamak agisindan 6nemlidir. Baz1
fajlar oldukga kiigiik genomlara sahiptir. Ornegin, Microbacterium foliorum fajinin (Evcara)
genomu 16 285 baz ¢ifti uzunlugundadir ve 22 protein kodlayan gen igerir (59). Genomu
200 000 baz ciftinden biiyiik olan fajlar "jumbo faj" olarak siiflandirilir. Ornegin,
Sinorhizobium meliloti'yi enfekte eden AP-J-162 fajinin genomu 471 510 baz cifti
uzunlugundadir (60). Fajlar genellikle 20-200 nm uzunlugundadir ve genetik materyalin
cevresinde onu koruyan bir protein kilifi (kapsid) bulunur. Kapsid yapisi genellikle
ikosahedral simetri gosterir ve ¢ap1 20-120 nm arasinda degisebilir (61). Bir¢ok fajda, fajin
bakteriye tutunmasini ve genetik materyalini konak hiicreye aktarmasini saglayan kuyruk

yapilar1 mevcuttur.
2.4.1. Bakteriyofajlarin Tarihgesi

Fajlarm kesfi, 19. yiizyilin sonlarma kadar uzanmaktadir. 1896 yilinda Ingiliz
bakteriyolog Ernest Hankin, Hindistan’daki Ganj ve Jumna nehirlerinden aldig1 su
orneklerinin Vibrio cholerae bakterisi {izerindeki oldiiriicii etkiye sahip oldugunu
bildirmistir. Hankin, bu sularin antibakteriyel 6zelliklerinin kolera salginlarinin yayilmasin
onleyici oldugunu ileri siirmiig, bu gozlemiyle fajlarin varligina isaret eden ilk bilim insan1

olmustur (62).

20. ylizyilin baglarinda, 1915 yilinda Frederick Twort, stafilokok kiiltiirlerinde lizis
gozlemleyerek fajlara “bakteriyolitik bir ajan” olarak tanimlamistir ve bu tanimlama
bakteriyofajlarin bilimsel olarak fark edilmesinin ilk somut adimi olmustur. 1917°de ise

Félix d’Hérelle, Shigella bakterilerine karsi etkili ve gogalabilen bir ajan kesfetmis ve bu
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varliga ‘“bakteriyofaj” adim1 vererek bagimsiz olarak bakteriyofajlar1 tanimlamistir
D’Hérelle’in calismalari, faj tedavisinin temellerini olusturmus ve bakteriyofajlarin

terapdtik potansiyelini ortaya koymustur (63).

Ozellikle eski Sovyetler Birligi ve Giircistan’da 1920’1i ve 1930’Iu yillarda faj
tedavisi klinik olarak uygulanmis; ancak antibiyotiklerin yaygin kullanimi ile bati
diinyasinda bu yaklagim arka planda kalmistir (64). Giiniimiizde ise artan antibiyotik direnci,
bakteriyofajlara olan ilgiyi yeniden giindeme getirmis ve bu biyolojik ajanlar, alternatif

tedavi segenekleri arasinda degerlendirilmeye baslanmistir.
2.4.2. Bakteriyofajlarin Stmiflandirilmasi

Fajlar, boyut, morfoloji ve genomik organizasyon agisindan son derece ¢esitlidirler.
1937 yilinda Avustralya’li mikrobiyolog Frank M. Burnet, bakteriyofajlarin fiziksel ve
fizikokimyasal etkenlere karsi direngliliklerinde farkliliklar gosterdigini deneysel olarak
ortaya koymustur (65). 1943 yilinda Helmut Ruska, elektron mikroskobu kullanarak
bakteriyofajlarin morfolojik ¢esitliligini gézlemlemis ve bu gozlemlerine dayanarak
viriislerin morfolojik 6zelliklerine goére siniflandirilmasini 6nermistir (66). 1948 yilinda
Francis O. Holmes, viriisleri konaker 6zgiilliiklerine gore siniflandirarak ii¢ ana alt gruba
ayrmistir:  bitki  virtisleri  (Phytophaginae), hayvan viriisleri (Zoophaginae) ve
bakteriyofajlar (Phaginae) (67). Daha sonra, 1962 yilinda André Lwoff, Robert Horne ve
Paul Tournier, viriis siniflandirmasinin ntikleik asit tiirli, kapsid simetrisi, zar varligl ve
virion boyutu gibi fiziksel ve kimyasal 6zelliklere dayanmasi gerektigini 6ne siirmiiglerdir
(68). Bu yaklasim, viriislerin taksonomik olarak smiflandirilmasinda 6nemli bir adim
olmustur. 1967 yilinda David Bradley, elektron mikroskobu kullanarak bakteriyofajlar1 bas
ve kuyruk morfolojilerine gore alt1 gruba (A-F) ayirarak detayli bir morfolojik siniflandirma
sistemi gelistirmigtir (Sekil 2) (69). Bu smiflandirma, bakteriyofajlarin morfolojik
cesitliligini ve taksonomik iliskilerini daha iyi anlasiimasima katki saglamustir. Ilave olarak,
Ackermann (2007) elektron mikroskopik olarak inceledigi 5500 faj1 1 takim ve 17 familyaya
ayirmis, 3 grubu ara grup olarak siniflandirmistir (Sekil 3) (70).
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Sekil 2. Bradley’e gore bakteriyofaj siniflandirmasi (69).
dsDNA ssDNA
Q @ Q Microviridae
Podoviridae Corticoviridae Tect;v’l'l;ldae STIV
Myoviridae [—= .
Siphoviridae
Lipothrixviridae
' =
Rudiviridae
ssRNA
‘Ampullaviridae’ @ ® O
“ Idae Pl Leviviridae
; dsRNA
Idae ‘Bl Z Fuselloviridae Saltarprovirus Cystoviridae Inoviridae

Sekil 3. Ackermann’a gore bakteriyofaj siniflandirmasi (70).

Fajlarin taksonomik simniflandirilmasi, son yillarda genomik verilerin artisiyla
birlikte 6nemli degisiklikler gegirmistir. Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi (ICTV),

morfolojik temelli siniflandirma sisteminden genomik temelli bir yaklasima ge¢is yapmistir
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(71). Bu siiflandirmada Myoviruses, Siphoviruses ve Podoviruses gruplar1 Caudoviricetes
ailesi altinda toplanmistir. Bu degisiklikler, bakteriyofajlarin daha dogru ve evrimsel

iligkilerini yansitan bir sekilde siniflandirilmasini saglamistir (Tablo 1).

Tablo 1. Genom tiplerine gore bakteriyofajlarin siniflandirilmasi

Familya / Simif Genom Tipi Morfoloji
Caudoviricetes dsDNA Kuyruklu (Myoviruses, Siphoviruses, Podoviruses)
Myoviridae dsDNA Kuyruklu, kasilabilir kuyruk
Siphoviridae dsDNA Kuyruklu, uzun, kasilmayan kuyruk
Podoviridae dsDNA Kisa kuyruk

Microviridae ssDNA Ikosahedral bas, zarfsiz

Inoviridae ssDNA Filament6z, zarfsiz

Leviviricetes sSRNA (+) Ikosahedral bas, zarfsiz
Corticoviridae dsDNA Ikosahedral bas, lipit igerikli
Tectiviridae dsDNA Ikosahedral bas, lipit ic membranli
Autolykiviridae dsDNA Kuyruksuz, kisa-tiknaz

Fajlarin ¢ogu ¢ift sarmalli DNA (dsDNA) genomlarina sahipken, bazilar1 tek
sarmalli DNA (ssDNA), cift sarmalli RNA (dsRNA) veya tek sarmalli RNA (ssRNA)
genomlarina sahiptir. Kuyruklu dsDNA fajlar, Caudovirales takimi altinda siniflandirilir ve
bilinen fajlarin yaklasik %96'sin1 olusturur. Kuyruk yapisi ise, Myoviridae ailesine ait fajlar,
kontraktil (kasilabilir) kuyruklara sahipken, Siphoviridae ailesi uzun, esnek kuyruklara ve

Podoviridae ailesi ise kisa kuyruklara sahiptir (72, 73) (Sekil 4).

100 A

S )

500 A

Sekil 4. Myoviridae faj T4'in (sol) (74), Podoviridae faj 29'un (orta) (75) ve Siphiviridae
faj TP901-1'in (sag) (76) yapisi.
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2.4.3. Bakteriyofajlarin Yasam Dongiileri

Bakteriyofajlar, bakterileri enfekte eden virlislerdir ve c¢ogalmak igin konak
bakterilerin metabolik mekanizmalarini kullanirlar (zorunlu hiicre i¢i parazitleridir). Fajlarin
konak bakterideki yasam dongiileri genellikle litik, lizojenik ve psoddolizojenik olarak

smiflandirilmaktadir (Sekil 5) (77).

Litik yasam dongiisiinde olan bakteriyofajlar viriilan, lizojenik yasam dongiisiinde
olan fajlar 1liml olarak ve psddolizojeni yasam dongiisiinde fajlarin ne konakgiy1 pargaladigi
ne de bakteri genomuna entegre olmadigi klasik olmayan bir faj yasam dongiisii olarak
tanimlanmaktadir. Litik yasam dongiisii 4 asamada gergeklesir. Adsorpsiyon agsamasi, faj
enfeksiyon dongiisiiniin ilk basamagini olusturur ve bu asamada faj, 6zgiil konak bakterinin
yiizeyine baglanir. Kuyruklu fajlarda, bu baglanma genellikle kuyruk yapilar1 ve tizerindeki
reseptdr baglayici proteinler (RBPs) araciligiyla gergeklesir. Ornegin, T4 faji, E. coli
hiicrelerinin lipopolisakkarit (LPS) ve dis membran proteini (OmpC) porinlerine uzun
kuyruk lifleri ile baglanarak adsorpsiyonu baglatir (78). Filament6z veya kuyruksuz fajlar
dogrudan yiizey proteinleri veya kapsid yapilari tizerinden konak hiicreye tutunurlar. Bakteri
yiizeyinde yer alan ¢esitli yapilar faj baglanma noktalar1 olarak iglev goriir; bunlar arasinda

pilus, flagella, teikoik asit ve lipopolisakkarit molekiilleri bulunmaktadir.

Gram pozitif bakterilerde teikoik asit, fajin spesifik baglanmasinda 6nemli bir rol
iistlenir. Ote yandan bazi fajlar, flagellaya baglanarak flagellanin donme hareketinden
yararlanarak hiicre yiizeyine ulasir; bu hareket "somun-civata" modeli ile agiklanmaktadir.
Adsorpsiyonu takiben gelisen penetrasyon evresinde, faj, genetik materyalini konak
bakterinin sitoplazmasina enjekte eder ve bu islem genellikle fajin kuyruk yapisinin
bakteriyel hiicre duvarini1 delmesiyle gerceklesir (79). Latent donemde, faj niikleik asitleri
bakteriyel sitoplazmaya girdikten sonra konak hiicre metabolizmasi tarafindan gogaltilir ve
faj proteinlerinin sentezini baslatmistir. Bu siireg, yeni faj partikiillerinin bir araya gelerek
olgun faj virionlarmin olusmasiyla devam eder (80). Son asama olan lizis evresinde ise olgun
fajlar bakteriyel hiicreyi pargcalamak amaciyla spesifik enzimler (endolizin ve holin gibi)

tiretir ve bu enzimler hiicre duvarimi yikarak fajlarin serbest kalmasini saglar.
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Litik Dongi Lizojenik Dongli

g Ozel kosullar
\ / - altinda

Litik dongii

EnjekS|yon

(e-(a @
§ @ ) Hiicresel ¢cogalma

Sekil 5. Fajlarin yasam dongiisii (81)

Lizojenik dongii, bakteriyofajlarin konak bakterinin genomuna entegre olarak
enfeksiyon siirecini siirdiirdiigli alternatif yasam dongiisiidiir. Bu siirecte fajin genetik
materyali, bakteriyel kromozoma entegre olarak bir profaj olusturur. Profaj, konak hiicrede
latent (uyku halinde) kalabilir ve bu durum, bakteriyofajin genetik materyalinin konak
hiicreyle birlikte cogalmasini saglar. Bu entegrasyon sonucunda, bakteriyel DNA kendini
replike ettiginde, profaj da es zamanli olarak replike edilir. Ancak bazi fiziksel ve kimyasal

etkenler ile profaj aktive olabilir ve lizojenik dongiiden litik dongiiye gecis yapabilir (82).
2.4.4. Bakteriyofaj Terapisi

Son yillarda artan antimikrobiyal direng (AMR) ve/veya ¢oklu ilaca direngli (MDR)
bakterilerin ortaya ¢ikmasi, alternatif tedavilere ihtiya¢ oldugunu ortaya ¢ikarmistir ve faj
terapisi gibi yeni alternatifler yeniden ilgi ¢cekmektedir (83). AMR, 21. yiizyilin 6nde gelen
halk sagligi tehditlerinden biri olarak ortaya cikmaktadir. Birlesik Krallik Hiikiimeti
tarafindan yapilan bir incelemede, AMR'nin 2050 yilina kadar yilda yaklasik 10 milyon
insani1 6ldiirebilecegini bildirilmistir (84). Antimikrobiyal direngle iligkili mortaliteye neden
olan baslica mikroorganizmalar arasinda E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii ve
P. aeruginosa bulunmaktadir. Bu patojenler 2019 yilinda, antimikrobiyal direngle iligkili

diinya ¢apinda 250 000'den fazla 6liimden sorumlu bulunmustur (85). Ayrica, S. aureus ve
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P. aeruginosa gibi yaygin yara patojenleri, DSO tarafindan "yiiksek oncelikli" patojenler
grubunda yer almaktadir (86).

Faj terapisi, bakterilere karsi litik fajlarin kullanilmasini igermektedir. Faj terapisi
uzun yillardir bakterilerinin tedavisi i¢in uygun bir alternatif olsada, 1980’lere kadar yaygin
kullanim alan1 bulamamistir. Bunun sebebi, fajlar hakkinda farkindaligin eksik olmasi ve
deneysel verilerin sinirli olmasidir. Fajlarin etki mekanizmasi veya etki sekline gore farkli
faj terapisi yaklagimlari mevcuttur. Bu yaklagimlar arasinda, litik fajlarin dogrudan
uygulanan konvansiyonel faj tedavisi, fajlara 6zgii enzimlerle (endolizin vs.) terapi, faj
protein bazli tedaviler ve antibiyotiklerle kombinasyon tedavileri yer almaktadir (87). Faj
terapisine yonelik yenilikgi stratejilerden biri, ¢esitli patojenlere karsi hizli ve etkili fajlarin
sistematik bir sekilde toplanarak ve Kkarakterize edilerek faj kiitiiphanelerinin
olusturulmasidir. Bunun yani sira, genetik olarak faj genomlarinin modifiye edilmesi,
genetik mihendislik teknolojisi olan CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Palindromic Repeats) kullanarak, fajlarin 6zgiilliiklerinin artirilip, ¢oklu ilaca direngli
bakterilere karsi daha etkili ve spesifik rekombinant fajlarin elde edilmektedir. Bu yeni
stratejiler, endiistriyel 6lgekte rekombinant fajlarin ve birden fazla faj kokteylerinin (¢oklu

faj kombinasyonlarinin) gelistirilmesine katki saglamaktadir (88).

Son yapilan arastirmalar ile klinik olarak o6nemli bir dizi patojen
mikroorganizmalara karsi faj tedavisi caligmalari artarak devam etmektedir. ESKAPE
grubundan ¢oklu ilaca direngli organizmalar olan E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A.
baumannii, P. aeruginosa ve Enterobacter tiirleri faj terapisi uygulanan baslica adaylardir
(89).

Faj-antibiyotik sinerjisinin in vitro olarak degerlendirilmesi, kombinasyon
tedavilerine yon vermek amaciyla yaygin olarak kullanilan bir yaklagimdir. Kebriaei ve ark.
(90) yaptig1 bir caligmada, antibiyotik direnci gosteren S. aureus (ozellikle MRSA)
enfeksiyonlariin tedavisinde faj terapisinin potansiyeli degerlendirilmistir. Calismalar,
fajlarin antibiyotiklerle kombinasyonunun MRSA'ya karsi sinerjik etkiler gosterdigini
ortaya koymustur. Faj Sb-1 tek basina MRSA seviyelerini %35 azaltirken, oksasilin ile

kombinasyonu bu oran1 yaklagik %90'a ¢ikarmistir.

Son yillarda yapilan baska bir ¢aligmada, Kelly ve ark. (91), antibiyotik direnci
gosteren K. pneumoniae ve K. oxytoca suslarina karsi etkili bir bakteriyofaj kokteyli

gelistirilmis ve bu kokteylin hem in vitro hem de canli model organizma olan G. mellonella
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larvalarinda in vivo etkinligini degerlendirilmistir. Elde edinilen sonuglarda, faj kokteyli,
hem K. pneumoniae hem de K. oxytoca suslarina karsi tekli faj uygulamlarina goére daha
yiiksek bakterisidal aktivite gostermistir. Faj kokteyli uygulanan enfekte larvalarin hayatta

kalma orani, kontrol gruplaria gore anlamli derecede artis gostermistir.

Bu bulgular, faj terapinin klinik uygulamalara ge¢isi i¢in umut verici sonuglar
ortaya koymakta ve Ozellikle direngli enfeksiyonlarin tedavisinde giiglii bir alternatif

olabilecegini desteklemektedir.
2.5.  Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), mikrobiyoloji biliminin gelismeye basladigi 20.
yiizyilin baslarinda tanimlanmistir. Bu mikroorganizmalarin tanimLanmasina yonelik ilk ve
en onemli adim, 1873 yilinda Joseph Lister tarafindan bir siit 6rneginden izole edilen ve
baslangicta Bacterium lactis olarak adlandirilan, gliniimiizde ise Lactococcus lactis olarak
bilinen sus ile atilmistir (92). Laktik asit bakterileri, fermantasyon sirasinda laktik asit
tiretmek amaciyla karbonhidratlart metabolize eden Gram pozitif, katalaz negatif, spor
olusturmayan, patojenik olmayan, tipik olarak anaerobik veya fakiiltatif aerobik

bakterilerdir.
2.5.1. Laktik Asit Bakterilerinin Siniflandirilmasi

Laktik asit bakterilerinin son taksonomik siniflandirilmasinda, Firmicutes subesi,
Bacilli simifi ve Lactobacillales takimi altinda yer alir. Laktik asit bakterileri, cesitli
taksonomik gruplara ayrilmakla birlikte, baglica cinsler arasinda Lactobacillus,
Lactococcus, Weissella, Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus, Melissococcus,
Lactosphaera,  Leuconostoc,  Carnobacterium,  Oenococcus,  Vagococcus  ve
Tetragenococcus yer almaktadir. Ancak 2020 yilinda yapilan taksonomik degisiklik ile
Lactobacillus cinsine ait bir¢ok tiir, genetik yakinliklarina gore yeniden siniflandirilmis ve
Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus, Limosilactobacillus, Levilactobacillus,
Loigolactobacillus, Furfurilactobacillus, Companilactobacillus, Bombilactobacillus,
Apilactobacillus, Amylolactobacillus, Fructilactobacillus, Agrilactobacillus ve Dellaglioa

gibi yeni cinsler bu aileye tanimlanmistir (93).
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2.5.2. Laktik Asit Bakterilerinin Kullanimi ve Onemi

Laktik asit bakterileri, probiyotik potansiyele sahip olmalar1 sayesinde insan
sagligina ¢ok yonlii faydalar saglayan mikroorganizmalardir. Bu bakteriler, 6zellikle
bagirsak vajina mikrobiyotasinin korunmasinda ve dengelenmesinde kritik dneme sahiptir.
Laktik asit bakterileri, konakgiya zararli olacak patojenlerin ¢ogalmasimi engelleyerek ve
immiin yanitlar1 diizenleyerek sindirim sisteminin sagligimi olumlu yonde etkilerler.
Mikrobiyotada yaygin olarak bulunan bu mikroorganizmalar, gida sektoriinde, yalnizca
bozulabilir gidalarin raf dmriinii uzatmakla kalmaz; ayn1 zamanda istenen tat, aroma ve doku
gibi duyusal 6zelliklerin olusumuna ve besin deger igeriginin artirilmasina katki saglar.
Cesitli karbon kaynaklarin1 metabolize edebilme yetenekleri ve bunun sonucunda organik
asitler, hidrojen peroksit (H20.), bakteriyosinler ve diger antimikrobiyal bilesikleri
sentezlemeleri, bu mikroorganizmalar1 gida koruma, lezzet gelistirme ve mikrobiyal

giivenligin saglanmasi agisindan vazgecilmez kilmaktadir (94).

Laktik asit bakterilerinden elde edilen hiicresiz siipernatantlar (CFS),
fermantasyondan tiiretilen metabolitleri veya metabolizmadan kaynaklanan sekonder
mikrobiyal iriinleri igerdikleri i¢in bakteri ve mantarlara karsi potansiyel antimikrobiyal
ajanlar olarak dikkat c¢ekmektedir. En iyi bilinen probiyotik bakterilerden biri
Lactobacillus'tur (bazi tiirler Lactiplantibacillus spp. olarak yeniden adlandirilmistir).
Yapilan bir arastirmada, Peral ve ark. (95), Lactiplantibacillus plantarum'un (daha once
Lactobacillus plantarum olarak biliniyordu) elde edilen CFS enfekte yanik yaralardaki
bakteri yiikiinii azaltti1 ve yara iyilesmesinde rol aldig1 gosterilmistir. Bagka bir ¢alismada,
Stanbro ve ark. (96), L. acidophilus ve L. reuteri kullanirak farede yanik yara modeli

olusturulmus ve A. baumannii enfeksiyonlariin tedavisinde iyi sagkalim gézlemlenmistir.

Son yillarda yapilan bir ¢calismada Christensen ve ark. (97), fermente sebzeler ile
saglikl1 goniilliilerin vajinal, disk1 ve cilt 6rneklerinden toplam 680 laktik asit bakterisi sugu
izole etmislerdir. izole edilen bu suslar, atopik dermatit ile iliskili S. aureus clonal complex
1 (CC1) suslarina kars1 antibakteriyel aktiviteleri agisindan taranmais ve en yliksek inhibisyon
gosteren dort LAB susu se¢ilmistir. Secilen suslar tizerinde yapilan degerlendirmelerde, ko-
agregasyon yetenekleri, bakteriyosin tiretimi ve organik asit iiretimi gibi olas1 antibakteriyel
mekanizmalar detayli olarak incelenmistir. Bulgular, bu dért LAB susunun S. aureus CC1’in
biiyiimesini anlamli diizeyde inhibe ettigini gostermistir. Bu inhibisyonun baslica

mekanizmasinin, LAB suslarmmin ¢evre mikroortami asidifiye etme yeteneginden
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kaynaklandig1 belirlenmistir. Ayrica, yapilan genom analizleri sonucunda bazi LAB
suslarmin plantaricin EF ve JK gibi bakteriyosinleri kodlayan genlere sahip oldugu tespit

edilmistir.

Bagka bir ¢calismada, Guarnieri ve ark. (98), insan anne siitiinden izole edilen laktik
asit bakterilerinin, yanik enfeksiyonlarinin yonetiminde 6nemli bir patojen olan LAB
suslarinin, P. aeruginosa karsi antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmistir. Arastirmada,
G. mellonella larvalart alternatif bir hayvan modeli olarak kullanilmis ve laktik asit
bakterilerinin etkileri yaygin kullanilan bir antibiyotik ile karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. In vitro analizler, LAB suslarinin P. aeruginosa'ya karsi belirgin
antimikrobiyal aktivite sergiledigini ortaya koymustur. In vivo uygulamalarda ise, LAB ile
gerceklestirilen tedavi, larvalarin sagkalim oranini istatistiksel olarak anlamli diizeyde

artirmistir.

Sonu¢ olarak, laktik asit bakterilerinin potansiyel etkilerine iliskin ¢alismalar
devam etmektedir ve yanik yarasi ve postoperatif enfeksiyonlara karsi umut verici terapotik

potansiyel gosterdigi bilinmektedir.
2.6. Galleria mellonella

Galleria mellonella, yaygin adiyla balmumu giivesi, Lepidoptera takimindan ve
Pyralidae (burun giiveleri) familyasindan bir giive tiiriidiir. Holometabolik (metamorfoz
stireci) bir yasam dongiisiine sahip olan G. mellonella, bes gelisim asamasi (yumurta, larva,
pre-pupa, pupa ve yetiskin) ile kisa bir yagsam dongiisiine sahiptir. Disi erkekten daha biiyiik
ve palpleri 6ne dogru uzamistir. Yumurtadan 5 ila 8 giin sonra ¢ikan larvalar yaklasik 6
haftalik bir siire igerisinde gelisimini tamamlayarak olgun larva evresine ulasirlar. Bu
asamada larvalar, genellikle 16-20 mm uzunlugunda, silindirik bir yapiya sahiptir. Gelisim
stireci boyunca 8 ila 10 kez deri degistirirler ve bu siire¢ genellikle 4 ila 6 haftalik bir siirectir.
Olgunlasma evresine ulasan larva, beslenmeyi birakir ve bu donemde c¢evresine ipek
liflerinden olusan bir koza drmeye baslar; bu evre pupa Oncesi olarak tanimlanir. Disi
bireyler, uygun kosullarda (6rnegin 28 £ 2°C sicaklik ve %65 = 5 bagil nem) yaklasik 300
yumurta birakabilirler (99,100).
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Sekil 6. Galleria mellonella disi (A) ve erkek (B) birey ve yasam dongiisii (C).

Son yilllarda G. mellonella’nin in vivo hayvan modeli olarak kullanim1 artmistir.
Ozellikle mikrobiyal patogenez ve antimikrobiyal bilesiklerin gelistirilmesinde ©n
calismalar i¢in degerli bir model olarak murin modellerine kiyasla benzer sonuglar
gostermistir (101). Galleria mellonella larvalarinin, diger omurgasiz model organizmalara
kiyasla bircok avantaji bulunmaktadir. Kolay yetistirme ve bakim kosullari, etik kaygi
olusturmamalar1, memeli modellerine kiyasla diigiikk maliyetli beslenme gereksinimleri ve
kisa yasam dongiileri sayesinde arastirmalarda pratik ve verimli bir model sunmaktadirlar
(102). Hizli yasam dongiisii sayesinde deney sonuglari 1-2 giin gibi kisa siirede elde
edilebilmektedir. Dogustan gelen bagisiklik sistemleri memelilerdeki sistemle benzerlik
gosterir; Ozellikle hemositlerin makrofajlara benzer islevleri sayesinde enfeksiyon,
bagisiklik yaniti ve antimikrobiyal etkiler {izerine ¢alismalar igin uygundur. Galleria
mellonella larvalarinda bakteri yiikii, hayatta kalma orani1 ve histopatolojik degisiklikler
kolaylikla degerlendirilebilir. Ayrica G. mellonella mikrobiyotasi insan mikrobiyotasina

gore daha basittir, bu da mikrobiyal etkilesimleri sinirli sekilde yansitabilir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec
3.1.1. Kullamlan Cihaz ve Ekipmanlar

Calismada kullanilan cihazlar, -80°C derin dondurucu (New Brunswic Scientific,
ABD), -20°C derin dondurucu (Bosch, Almanya) 37°C’lik etiiv (Memmert, Almanya),
biyogiivenlik kabini (Class II Safety Cabinet, Powtech, Tiirkiye), biyogilivenlik kabini
(Clean Air, Hollanda), calkalayici inkiibator (Nbiotek, Giiney Kore), pH metre (Hanna,
Romanya), santrifiij (Eppendorf, Almanya), santrifiij (Sigma, Almanya), Su banyosu
(Memmert, Almanya), Sogutmali santrifiij (Eppendorf, Almanya).

3.1.2. Kullanilan Malzemeler

Otomatik pipet uglar1 (10 puL, 100 uL, 1000 uL), otomatik pipetler (10 uL, 20 uL,
100 pL, 1000 pL), Petri kaplar, eldiven, 0.22 ve 0.45 um’lik siringa ucu filtre, plastik vidali
kapakli test tiipleri (15 mL, 50 mL), 10-16 cm vidali kapakli ve kapaksiz test cam tiipler,
meziir, erlen, Oak Ridge santrifiij tiipleri, 1.5 mL mikrosantrifiij tiipleri, 2 mL kapasiteli

krayojenik tiipler, parafilm, test tiip standi1 vb. malzemeler degisik firmalardan temin edildi.
3.1.3. Kullamlan Kimyasallar

Tris-HCI (AppliChem, ABD), magnezyum siilfat (MgS0O4.7H20), sodyum Kkloriir
(NacCl), Polyethylene glycol (PEG)-8000, fosfat tamponu (PBS), agar (Bioife, Italya).

3.1.4. Kullanilan Besiyerleri

Escherichia coli ve P. aeruginosa’nin kiiltiir edilmesinde Luria Bertani (LB) Broth,
Luria Bertani (LB) Agar (Condalab, Spain), bu bakterilerin fajlarini iiretme, titrelerinin ve
litik aktivitelerinin saptanmasi i¢in Luria Bertani (LB) yari-kat1 agar (%0.8 w/v), S. aureus
ve E. faecalis ve bu bakterilerin fajlar1 igin Tryptic Soy agar (TSA), Triptic Soy Broth (TSB),
Triptic Soy yari-kat1 agar (%0.8 w/v) (Acumedia, Italya) kullanilmistir. Lactobacillus
suslarinin rutin kiiltiirlerinde De-Man Rogosa and Sharpe (MRS) Agar ve De-Man Rogosa
and Sharpe (MRS) Broth (Neogen, USA) besiyerleri kullanildi.
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3.2. Yontem
3.2.1.Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Tilim ticari besiyerleri, tiretici firmalarin kullanim talimatlarina uygun sekilde cam
siselerde veya erlenmayerlerde hazirlandi ve 1.5 atmosfer basing altinda ve 121°C sicaklikta
20 dakikada otoklavlanarak sterilize edildi. Agar iceren besiyerleri, otoklav islemi
tamamlandiktan sonra 50-55°C su banyosunda kontrollii olarak sogutuldu ve steril petri
kaplarina biyogiivenlik kabin i¢inde yaklasik 25 mL olacak sekilde dokiilerek katilagmasi
beklendi. Stoklanmasi gereken kati besiyerleri 4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi, sivi

besiyerleri ise oda sicakliginda, kapali dolaplarda saklandi.

3.2.2. Kimyasal ve Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi
1M Tris-HCI

Ticari Tris-HCI (molekiiler agirlik (MW): 157.6 g/mol) kullanilarak hazirlandi. 78.8
g Tris-HCI tartilds, distile su ile 500 mL’e tamamLandi. Soliisyonun pH’s1 1 N HCl ile 7.5’¢

ayarland1 ve otoklavlanarak sterilize edildi.

SM Cozeltisi

Faj partikiillerini siispanse etmek i¢in kullanilan sodyum-magnezyum (SM) ¢6zeltisi
igin 5,8 g NaCl, 2 g MgSO4.7H20 ve 50 mL 1 M Tris-HCI (pH 7,5) bir miktar distile suda

¢oziildiikten sonra hacmi 1 litreye tamamlandi ve otoklavlanarak sterilize edildi.
3.2.3. Bakteri Suslari, Bakterilerin Uretilmesi ve Stoklanmas:

Faj konag1 ve larva enfeksiyon deneylerine kullanilan S. aureus ATCC 43300, E.
faecalis ATCC 23213, E. coli ATCC 35218 ve P. aeroginosa PAO1 suslar1 KTU Tip
Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonundan temin edildi. Bu
suslar -80°C’deki stoklarindan Luria-Bertani (LB) ve Trytic Soy Agar (TSA) besiyerlerine
ekim yapildi ve 37°C’de 1224 saat inkiibe edildi. Agar besiyerlerinde iireyen bakterilerden
birer koloni alinarak 5 mL siv1 besiyerine (Tryptic Soy Broth ve Luria-Bertani Broth, De-
Man Rogosa and Sharpe Broth) inokiile edildi ve 12-24 saat Lactobacillus suslar1 harig¢
calkalayici inkiibatorde 120 rpm’de iretildi. Lactobacillus reuteri ve Lactobacillus
plantarum suslar1 agar ve test tiiplerinde siv1 besiyerlerinde mumlu kavanozda 37°C’de 24-
48 saat kiiltiir edildi. S1vi besiyerinde iireyen bakteriler ¢alisma kiiltiirleri olarak %20 gliserol

iceren 2 mL kapasiteli krayo tiiplerde birer mililitre hacimlerde -80°C’de stoklandi. Bu
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calismada kullanilan TRSA kodlu Kklinik S. aureus, TEC kodlu klinik E. coli ve PA kodlu
Klinik P. aeruginosa suslart Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirilen tez
calismalar1 kapsaminda izole edilen suslardan segildi. KPA kodlu Kklinik P. aeruginosa
suslar1 Dr. Enis F. Tiifek¢i (Kastamonu Universitesi, T1ip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali1) ve SSA kodlu gida ve gida ¢alisanlarinin el ve burunlari ile gida ¢alismasi
yapilan yiizeylerden izole edilmis S. aureus suslar1 Dr. ismail Aydin’dan (Samsun Veteriner
Kontrol Enstitiisii) temin edilmistir. Escherichia coli suslari, kandan izole edilmis ¢oklu ilaca
direngli (CID) 6zellige sahip suslardir. Pseudomonas aeruginosa suslari idrar, kan ve
yaradan izole edilmis karbapenem direngli suslar olarak karakterize edilmistir.
Staphylococcus aureus suslart metisiline direngli S. aureus (MRSA) ve metisiline duyarli S.
aureus (MSSA) suslar igermektedir. Laktik asit bakteri suslar1 diregli nisasta ile beslenen
ratlarin kolonlarindan izole edilmis ve ¢alismada kullanilan bakteri tiir ve suslar1 Tablo 2°de

listelenmistir.
3.3. Fajlarin Zenginlestirilmesi

Litik fajlar, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Faj Kiiltiir Kolleksiyonunda
mevcut tammlanmamis faj karisimlari ve Khorshidtalab ve ark. (108) tarafindan tez
caligmast kapsaminda toplanan ve filtre edilerek -80°C'de stoklanan atik su drneklerinden
izole edilerek saflastirildi. Bu amagla, 100-200 pL karisik faj lizat1 ve filtre edilmis atik su
ornekleri konak olarak kullanilacak bakterilerin LB ve TSB sivi besiyerine (30 mL) 0,5
OD’ye ayarlanmus taze kiiltiirlerine ilave edilerek 37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda, faj enfeksiyonu yapilan kiiltiirler 10 000 rpm'de 15 dak santrifiij edilerek bakteriler
coktiiriildi. Faj partikiillerini igeren siipernatant dnce por ¢ap1 0.45 um ardindan 0.22 pm
olan enjektor filtrelerinden gegirildi ve bir damla kloroform ilave edilerek 4°C'de saklandi.
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Tablo 2. Calismada kullanilan bakteri tiirleri ve suslar

Bakteri tiirii/susu

Kaynak/Referans

Staphylococcus aureus ATCC 43300
Pseudomonas aeruginosa PAO1
Escherichia coli ATCC 35218
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
Lacticaseibacillus paracasei ATCC 27139

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917

ATCC (https://www.atcc.org/products/43300 )

ATCC (https://www.atcc.org/products/35218 )

ATCC (https://www.atcc.org/products/29212 )

ATCC (https://www.atcc.org/products/7469 )

ATCC (https://www.atcc.org/products/4356 )

ATCC (https://www.atcc.org/products/27139 )

ATCC (https://www.atcc.org/products/14917 )

Lactobacillus reuteri (sus no: 1, 12, 21)
Lactobacillus fermentum (sus no: 15)

Lactiplantibacillus plantarum (Lactobacillus plantarum)
(sus no: 16)

(103)
Lactobacillus johnsonii (sus no: 8)
Lactobacillus curvatus (sus no: 11)
Enterococcus faecium (sus no: 20)
Enterococcus durans (sus no: 10)
Pediococcus acidilactici (sus no: 6,16)
Escherichia coli (sus no: TEC 003, TEC 007, TEC 008,
TEC 013, TEC 017, TEC 020, TEC 026, TEC 027, TEC (104)
034, TEC 045, TEC 052, TEC 053, TEC 055, TEC 064,
TEC 069, TEC 071, TEC 092, TEC 095, TEC 096, TEC
097)
Pseudomonas aeroginosa (sus no: KPA 1, KPA 2, KPA 3,
KPA 4, KPA 7, KPA 9, KPA 11, KPA 12, KPA 16, KPA 105
17, KPA 18, KPA 19, KPA 20, KPA 21) (105)
Pseudomonas aeroginosa (sus no: PA 6, PA 15, PA 17, PA (106)
29, PA 44)
Staphylococcus aureus [(sus no: TRSA 1, TRSA 2, TRSA (107)

3, TRSA 4, TRSA 5, TRSA 6, TRSA 7, TRSA 8, TRSA 9,
TRSA 10, TRSA 11, TRSA 12, TRSA13 (MRSA), TRSA
14, TRSA 15 (MRSA)]

Staphylococcus aureus [sus no: SSA 15 (MRSA), SSA 20
(MRSA), SSA 33 (MRSA), SSA 35, SSA 40, SSA 44
(MRSA), SSA 45, SSA 52 (MRSA), SSA 54, SSA 80, SSA
87 (MRSA), SSA 88, SSA 91 (MRSA), SSA 97 (MRSA),
SSA 117 (MRSA)]

Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii
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3.3.1. Litik Faj Enfeksiyonunun Yapilmasi ve Fajlarin Saflastirilmasi

Zenginlestirilen fajlarin titresinin ve safliklariin test edilmesi amaciyla sivi
kiiltiirlerde faj enfeksiyonu yapilarak cift kat agar besiyerlerinde tek plak deneyleri
gergeklestirildi. Bu amagla, logaritmik fazin baginda olan konak bakteriler, ODgoo nm de 0.5
ayarlandi. Siv1 kiiltiirlerden 0.3 mL ve zenginlestirilmis faj lizatindan 0.1 mL alind1 ve
50°C'de sogutulmus ve 1 mM MgCl iceren 4 mL yari-kat1 agara (9%0.8) ilave edildi. Diisiik
devirde vortekslenerek tiim komponentler karistirildi ve bekletilmeden LB ve TSA agar
bulunan plaklara dokiildii ve donmasi beklendi. Ardindan 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakildi ve faj plaklarinin olusmasi saglandi. Fajlarin saflastirilmasi i¢in, iyi izole olmus
bir faj plag: steril bir pipet ucu yardimiyla alinarak 5 mL taze konak kiiltiirii iceren sivi
besiyerine (LB broth veya TSB) transfer edildi ve 37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Ertesi giin
lizat santrifiij edildi (10 000 rpm, 15 dak) ve 0.22 pum filtreden gegirilerek sterilize edildi.

Sterilize edilmis faj lizat1 ¢ift kat agar yontemi ile saflik ve titre yoniinden test edildi.
3.3.2. Yiiksek Titre Faj Lizatlarinin Hazirlanmasi ve Saklamasi

Yiiksek titre faj lizatlar yiizeyi %80 ve iizeri faj plaklart ile kaplanmig yari-kati
agarlarin toplanmas1 veya siv1 konak kiiltiirlerinin faj enfeksiyonu ile gergeklestirildi. Siv1
kiiltiirlerde tam enfeksiyon olmamasi ve Kkiiltlirlerin liz sonucu iyi berraklagsmamasi
durumunda yari-kat1 agarlardan fajlarin kazinarak toplanmasi yontemi tercih edildi. Faj
plaklar ile kapl agar yiizeyi 3-4 mL SM tamponu ile kapland: ve orbital ¢alkalayicida 60
dak calkalanarak fajlarin yumugak agardan ayrilmalar saglandi. Agar yiizeyindeki yumusak
agar steril bir drigalski veya 6ze yardimi ile kazinarak 50 mL'lik falkon tiiplere aktarildi.
Tipler 10 000 rpm’de 10 dak santrifiij edilerek agar ve hiicresel kalintilarin ¢okelmesi
sagland1. Faj iceren siipernatant 0.22 pm'lik filtreden gegirildikten sonra titresi >10° plak
olusturan birim (EOP) veya plaque forming unit (PFU)/mL olan lizatlar 4°C'de ve -80°C’de
%20 gliserol icinde saklandi. Titresi diisiik olan faj lizatlar1 konsantre edilerek >10° PFU/mL
sakland1. Bu amagla, diisiik titreli fajlar genis hacimlerde (100-250 mL konak enfeksiyonu
veya 6-10 yari-kat1 agar yontemi) tiretildikten sonra 0.5 M NaCl ve %10 PEG i¢inde 4°C'de
bir gece bekletilerek 10 000 rpm’de 30 dak ¢oktiiriilerek konsantre edildi. Tuz varliginda
PEG ile ¢oktiiriilen fajlar orijinal hacimlerinin 10 ila 100 kat kii¢iik hacimde SM tamponunda
stispanse edildikten sonra tekrar filtreden gegirilerek sterilize edildi ve titresi belirlenerek

stoklandi.
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3.3.3. Faj Titresinin Belirlenmesi

Titresi belirlenecek faj lizatlarinin SM tamponunda 10 kat seri diliisyonlar1 hazirlandi
ve her diliisyondan 0.1 mL alinarak yukarida (3.3.1.) belirtildigi gibi konak hiicre ve yar1
kat1 agarla karistirilip faj titresi belirlendi. Her bir diliisyon i¢in iki agar plagi kullanildi ve
plak sayis1 25-250 arasinda olan agar plaklar1 mililitredeki faj partikiil sayisi [plaque forming
units/ mililitre (PFU/mL) = agar besiyerindeki plak sayis1 (PFU) / ekilen faj miktar1 x
diliisyon katsayisi] hesaplandi.

3.3.4. Fajlarin Konak Arahiginin Belirlenmesi

Yiiksek titrede saflastirilan ve S. aureus ATCC 43300, E. faecalis ATCC 23213, E.
coli ATCC 35218 ve P. aeroginosa PAO1 suslarina litik etki gosteren fajlarin konak
spektrumlart Klinik izolatlar kullanilarak agar yiizeyine damlatma (agar-spot test) yontemi
kullanilarak belirlendi. Bakteriyel siispansiyonlarin, spektrofotometrede optik yogunluklari
0.4-0.5’¢ ayarland1 (yaklasik 1 x 10® CFU/mL) ve 0.1-0.2 mL hacimde TSA ve LB agar
besiyeri yiizeyine yayildi ve biyogiivenlik kabininde 15 dak agar yiizeyinin kurumasi
saglandi. Otomatik pipet yardimiyla 10 pL faj lizati agar yiizeyine damlatildi ve 37 °C’de
1218 saat kiiltiir edildi. Faj damLatma bolgelerinde olusan inhibisyon miktari "+++", “++”
ve "+" berrak veya yari-berrak olarak, litik etki gostermeyen konaklar "-" olarak

degerlendirildi.
3.3.5. Fajlarin Elektron Mikroskobik Morfolojileri

Faj stispansiyondan 5 pL alinarak karbon kapli formvar film gridine (Sigma-Aldrich,
USA) damlatilds, iki dakika sonra filtre kagidi ile fazla siv1 toplandi ve iki kez 5 pL distile
suile 1 dak yikandi ve ekstra su filtre kagidi ile toplandi. Takiben 10 pL, %2'lik uranil asetat
(pH 4-4.5) ile ti¢ dak boyand1 ve kurutuldu. Hazirlanan preparat 100X biiyiitmede, Eskisehir
Osmangazi Universitesi, ARUM Merkezi Laboratuvar TEM béliimiinde bulunan JEOL JEM
1220 markal1 gecirimli elektron mikroskobunda (TEM) goriintiilendi ve fotograflandi (109).

3.3.6. Fajlarin Farkh Sicaklik ve pH Kosullarina Karsi Stabilitelerinin Saptanmasi

Fajlarin farkli sicaklik kosullarindaki stabilitesi 4, 36, 42, 50, 55, 60, 70 ve 80°C’de
60 dak siireyle inkiibe edilerek test edildi. inkiibasyon sonrasi fajlarin biyolojik aktivitesi,

cift tabakali agar yontemi kullanilarak olusan plak sayis1 saptanarak belirlendi.

Sicaklik stabilite testine benzer sekilde faj lizatlari, 2 ila 13 arasinda degisen pH'lara
ayarlanmis fosfat tamponunda (PBS) 60 dak boyunca farkli pH seviyelerine maruz birakildi
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ve fajlarin biyolojik aktivitesi (titre degisikligi), cift tabakali agar yontemi ile belirlendi
(110).

3.3.7. Fajlarin Optimum Enfektivite Degerlerinin Belirlenmesi

Fajin enfekte ettigi konak bakteriye orani veya enfeksiyonun derecesi (multiplicity
of Infection, MOI) fajin enfektivitesini en verimli sekilde gosterebildigi optimum MOI
degeri belirlendi. MOI 0.01, 0.1, 1 ve 10 olacak sekilde dort farklit MOI (faj/bakteri orani)
test edildi. Deneysel uygulamada, konak bakterinin optik yogunlugu (ODsoo nm) 0.4—0.5"¢
(yaklagik 108 CFU/mL) ulastiginda, her MOI degerine karsilik gelecek sekilde hesaplanan
miktarda faj, bakteri siispansiyonuna ilave edildi. Faj-bakteri karisim1 37°C’de statik (S.
aureus ve E. faecalis) ve calkalamali (P. aeruginosa ve E. coli) inkiibasyonda (120 rpm) 6
saat inkiibe edildi ve faj siispansiyonlart seri diliisyonlarla seyreltildi ve ¢ift tabakali agar
yontemi kullanilarak faj titreleri (PFU/mL) belirlendi. En yiiksek faj titre degerinin elde
edildigi MOI, optimum MOI olarak kabul edildi (111).

3.3.8. Fajlarin Tek Asamali Gelisme Grafiklerinin Belirlenmesi

Tek asamali gelisme egrisi (one-step growth curve) analizinde, absorbans degeri
0,5’e ulasan logaritmik fazdaki bakteri (108 CFU/mL) kiiltiirleri ve faj MOI degeri 10 olacak
sekilde esit hacimde (1:1) karistirildi ve adsorbsiyon islemi icin 37°C’de 15 dak inkiibe
edildi. Adsorpsiyon sliresinin ardindan, ortamda kalan serbest faj partikiillerini
uzaklastirmak amaciyla karisim 8,000 rpm’de 15 dak santrifiijlendi ve silipernatant
uzaklastirildi. Elde edilen faj-bakteri peleti, 10 mL taze LB sivi besiyerinde siispanse edildi
ve 180 rpm’de ¢alkalanarak 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun baslangicindan
itibaren 90 dak boyunca her 15 dakikada bir 50 pL 6rnek alinarak SM buffer ile 10 kat seri
dilisyonlar1 hazirland1 ve ardindan cift tabakali agar yontemiyle plak sayimi yapilarak faj

titreleri (PFU/mL) belirlendi (112).
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3.4. Laktik Asit Bakterilerinin Hiicresiz Kiiltiir Sivilarinin Hazirlanmasi

Hiicresiz kiiltiir sivis1 (cell-free extract, CFE) veya siipernatant (postbiyotik),
kaynag1 olarak Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonunda bulunan 15
laktik asit bakteri (Tablo 2) susu tarandi. Bu bakterilerden rat colon izolat1 olan
Lactobacillus reuteri 1 ve Lactobacillus plantarum 16 suslarinin (113) hiicresiz kiiltiir
stvilari ile ¢alisma gergeklestirildi. Hiicresiz kiiltiir sivisi elde etmek i¢in, her bir susun, 25-
30 mL MRS s1v1 besiyerinde kiiltiirleri yapilarak, mikroaerofilik olarak 37°C'de 24-36 saat
inkiibe edildi. Kiiltiirler 10 000 rpm'de 10 dak santrifiij edildi ve silipernatant, 0.22 pum
membran filtreden gegirilerek sterilize edildi. Hazirlanan hiicresiz kiiltiir sivilari,

kullanilincaya kadar 4°C'de saklandi (114).
3.5. Laktik Asit Hiicresiz Kiiltiir Sivilarinin Antibakteriyel Etkisinin Belirlenmesi
3.5.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi

Laktik asit hiicresiz kiiltiir sivilarininin antimikrobiyal etkisini degerlendirmek
amaciyla agar kuyucuk difiizyon yontemi uygulandi. Staphylococcus aureus ATCC 43300,
E. coli ATCC 35218, P. aeroginosa PAO1 ve E. faecalis ATCC 29212 suslarinin optik
yogunluklart 0.4-0.5 ayarland1 ve steril pamuklu ¢ubuk yardimiyla Mueller-Hinton Agar
(MHA) plaklarinin yiizeyine homojen sekilde yayildi. Her petri kabinda 6 mm capinda
kuyucukKlar agildi ve her kuyucuga 50 uL hiicresiz kiiltiir sivilar1 eklenerek 37°C’de 18-24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklarin etrafinda olusan inhibisyon zon
caplan Olgiilerek en etkili antimikrobiyal etkiye sahip laktik asit bakteri hiicresiz kiiltiir

stvilari belirlendi ve ¢aligsma bu sivilar kullanilarak gergeklestirildi.

3.5.2. Laktik Asit Hiicresiz Kiiltiir Sivilari, Bakteri siispansiyonu ve Faj

Kombinasyonunun In Vitro Bakterisidal Etkinliginin Belirlenmesi

Bakterisidal etkinlik testlerinde kullanilan S. aureus ATCC 43300, E. faecalis
ATCC 29212, E. coli ATCC 35218 ve P. aeroginosa PAO1 suslar1 Tryptic Soy Agar ve
Luria-Bertani Agar besiyerlerinde 37°C’de 12—18 saat kiiltiir edildi. Agar besiyerinden 3-
5 izole koloni 5 mL PBS ig¢inde siispanse edilerek yogunluklart spektrofotometrede optik
yogunluklari (ODeoonm) 0.4-0.5e ayarlandi. Her bakteri i¢in tek basina kiiltiir sivisi, faj ve
kiiltiir sivisi ile faj kombinasyonu olacak sekilde {ig test edildi. Kontrol grubu olarak bakteri
siispansiyonuna pH’s1 kiiltiir sivist pH’sina ayarlanmig PBS ilave edildi. Bakteri

stispansiyonlar1 1:1:1 oraninda kiiltiir s1visi, faj ve faj ile kiiltiir sivis1 kombinasyonu ilave
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edildikten sonra 37°C’de inkiibe edildi. Baslangigta ve birer saat araliklarla toplamda 2 saat
ornekler alinarak canli bakteri sayis1 saptandi. Faj enfeksiyonu i¢in MOI degeri en az 10

kullanildi. Bulgular kontrol grubu ile karsilagtirilarak analiz edildi (115, 116).

3.6. Galleria mellonella’nin Uretilmesi ve Enfeksiyon Testlerinde Kullanilacak

Larvalarin Elde Edilmesi

Galleria mellonella kiiltiirleri 6zel olarak hazirlanmis yapay bir besiyerinde larvalar
200- 350 mg agirhiga ulasincaya kadar %60 bagill nem ve 25-30°C sicaklikta
gerceklestirildi. Yapay besiyeri; 22 g bugday unu, 22 g bugday kepegi, 11 g siit tozu, 5.5 g
kuru maya, 17 g bal mumu, 11 mL gliserol ve 11 mL bal i¢erecek sekilde hazirlandi. Kati
ve sivi bilesenler ayr1 ayri1 hazirlandi, ardindan homojen sekilde karistirildiktan sonra 25-

30 g olacak sekilde temiz kavanozlara dagitilarak kullanilincaya kadar 4°C’de muhafaza
edildi (117).

3.7.  Patojen Bakterilerin G. mellonella Larvalan icin Oldiiriicii Enfeksiyon

Dozlarinin Belirlenmesi

Galleria mellonella larvalar i¢in her bir patojen bakteri susunun (S. aureus, E.
faecalis, E. coli ve P. aeroginosa) oldiiriicti enfektif dozlar1 (Lethal Enfective Dose, LDso)
icin her bir bakterinin fosfat tamponu iginde taze siispansiyonlar1 kullanildi. Kisaca,
bakterilerin bir gecelik agar kiiltiirlerinden 1y1 izole olmus 8-10 koloni 30 mL PBS igerisinde
siispanse edilerek OD degeri 0.5’e¢ ayarlandi (yaklasitk 108 CFU/mL). Hazirlanan bu
stispansiyondan 10 kat sulandirim ile 10° CFU/10 pL, direkt kullanilarak ve 106 CFU/10 pL,
10 kat konsantre edilerek 10" CFU/10 pL enfeksiyon dozlari elde edildi. Hazirlan her

inokulum dozu koloni sayimai ile dogrulandi.

Larvalarin enfeksiyon i¢in hazirlanmasinda ve enfeksiyonun gergeklestirilmesinde
Maslova ve ark, (118)’nin tarif ettikleri yontem modifiye edilerek kullanildi. Enfeksiyon
oncesinde, yaklasik 180-250 mg agirligindaki her bir bakteri dozlamasi i¢in en az onar G.
mellonella larvasi i¢inde filtre kagidi olan bir petri plagina alindi ve %70 lik alkol ile birkag
saniye spreyleyerek viicudun dis1 dezenfekte edildi. Larvalar bekletilmeden temiz filtre
kagidi bulunan Petrilere transfer edildi ve alkoliin buharlasmasi i¢in petrilerin kapaklar1 agik
olarak biyogiivenlik kabininde 5-10 dak bekletildi. Larvalarin dorsal bolgelerinde yaklagik
1 mm c¢apinda kizdirilmis orta biiyiikliikte bir toplu igne bas1 veya kiiciik ¢ivi ile yaklasik 1-
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2 mm c¢apinda yanik lezyonu olusturuldu. Hazirlanan bakteri siispansiyonlarindan 10 pL
yanik bolgesine uygulandi. Larvalar 30°C’de 24-96 saat boyunca canlilik yoniinden

gozlemlenerek her bir patojenin larvalarin yarisini 6ldiirdiigii dozu belirlendi (119).

3.8.  Galleria mellonella Yanik Yara Enfeksiyon Modelinin Olusturulmasi, Faj ve

LAB Kiiltiir Sivilarinin Tedavi Amach Uygulanmasi

Galleria mellonella larvalarinda yanik ve enfeksiyon modeli olusturularak, faj ve
LAB hiicresiz kiiltiir stvilarinin kombine tedavi etkinligi test edildi. Larvalar enfeksiyon
sonrast faj ve hiicresiz kiiltiir sivilar1 tek doz ve takip eden 6 saat sonra ikinci tedavi dozu
uygulamasi seklinde gergeklestirildi (Tablo 3). Yanik uygulamasinin ardindan LDs¢’e gore
enfeksiyon olusturmak i¢in her larvaya, 10¢ CFU/larva olacak sekilde 10 uL bakteri
siispansiyonu yanik bdolgesine uygulandi. Enfeksiyon olusturulduktan 15 dak sonra,
kombine tedavi grubunda yer alan larvalara dnce 10 pL bakteriyofaj siispansiyonu (MOI
10), 15 dakika sonra 10 pL hiicresiz kiiltiir sivis1 (CFE) uygulandi. Tedavi sonrasi larvalar,
30°C’de inkiibe edildi ve larvalar gozlemlenerek tiim deney gruplari i¢in hayatta kalim
oranlar1 ve morfolojik degisiklikler 12, 24, 36, 48, 72 ve 96 saat boyunca takip edildi (120).

Deneyler 3 kez bagimsiz olarak tekrarlandi.
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Tablo 3. Galleria mellonella larvalarinda tek ve iki doz tedavi uygulama rejimi

Uygulanan Doz

Deney Grubu

Aciklama

Tek Doz

Tek Doz

Tek Doz

Tek Doz

iki Doz

iki Doz

iki Doz

Kontrol (PBS)

Faj (MOI 10)

Laktik asit
hiicresiz
kiilttr sivilari
(CFE)
Kombine (Faj
+ CFE)

Faj (MOI 10)

Laktik asit
hiicresiz
kiilttr sivilari
(CFE)

Kombine (Faj
+ CFE)

Enfekte edilen larvalara tedavi uygulanmaz, sadece 10 puL
PBS verilir.

Enfeksiyondan 15 dk sonra 10 pL faj (MOI:10)
uygulanir.

Enfeksiyondan 15 dk sonra 10 pL hiicresiz kiiltiir s1visi
(CFE) uygulanir.

Enfeksiyondan 15 dk sonra 10 pL faj, ardindan 15 dk
sonra 10 pL CFE uygulanur.

0. ve 6. saatte 10 pL faj (MOI:10) uygulanir.

0. ve 6. saatte 10 uL CFE uygulanir.

0. ve 6. saatlerde her biri 15 dk arayla 10 pL faj ve 10 uLL
CFE uygulanir.
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4. BULGULAR
4.1. Canh Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Faj konag1 ve larva enfeksiyon deneylerinde kullanilan S. aureus ATCC 43300, E.
faecalis ATCC 29213, E. coli ATCC 35218 ve P. aeruginosa PAOI1 suslarinin optik
yogunluklar1 (ODeoo nm de 0.5 degerine ayarlanarak canli hiicre sayimlari yapildi. OD 0.5
degerinde, S. aureus ATCC 43300 igin 4 x 108 CFU/mL, E. faecalis ATCC 29213 igin 3x10®
CFU/mL, E. coli ATCC 35218 igin 4 x 10® CFU/mL ve P. aeruginosa PAOI igin 5 x10?
CFU/mL bulundu. Bu veriler, deneysel ¢caligmalarda enfeksiyon modelinin standardizasyonu

acisindan referans olarak kullanildi.
4.2. Litik Etkili Fajlarin ve Konak Spektrumlarinin Saptanmasi

Staphylococcus aureus klinik izolati izole edilip saflastirilan 5 faj lizatina karsi
(DSA 29, DSA 43, DSA 65, DSA 3 ve ®SA 5) konak olarak test edildi. Bu fajlardan ®SA
43 faj1, 30 izolatin 15’inde litik aktivite gostererek %50 konak aralig ile en genis etkiye
sahip faj olarak belirlendi. Pseudomonas aeruginosa klinik izolatlarinda 6 faj (OPA 3, ®PA
2, DPAG 3, DPAG 2, OPA 4 ve DPA 5) test edilmis olup, ®PAH 2 faj1 15 izolat lizerinde
pozitif etki gostererek %75 konak araligi ile en etkili faj olarak tespit edildi. Ancak elektron
mikroskop goriintiisiinde istenilen goriintii alinamadigi i¢in, goriintii alinabilen ®PAG 2 faj1
ile galismalara devam edildi. Escherichia coli klinik izolatlarinda 3 faj (PECO 35, ®EC 4
ve ®EC 5) test edildi ve ®ECO 35 faj1 14 izolat {izerinde litik aktivite gostererek %70 konak
aralig1 ile en yiiksek etkiye sahip faj oldu. In vitro ve in vivo deneylere en etkili konak

araligina sahip fajlar ile devam edildi.

Tablo 4. Fajlarin S. aureus klinik izolatlarina karsi etkinligi.

Faj Kodu Pozitif test sayisi Konak Arahgi (%)
(n=30)
®SA 29 12 40
®SA 43 15 50
®SA 65 6 20
®SA 3 6 20
®SA 5 9 30
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Tablo 5. Fajlarin P. aeruginosa klinik izolatlarina karsi etkinligi.

Faj Kodu Pozitif test sayisi Konak Arahg:
(n=20) (%)
®PA 3 9 45
®PA 2 11 55
®PAG 3 6 30
®OPAG 2 10 50
®PA 4 15 75
®PA 5 14 70
Tablo 6. Fajlarin E. coli klinik izolalarina kars1 etkinligi.
Faj Kodu Pozitif test sayisi Konak Arahgi
(n=20) (%)
®ECO 35 14 70
®EC 4 8 40
®EC 5 10 50
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4.3. Litik Faj Enfeksiyonunun Yapilmasi ve Fajlarin Saflastirilmasi

Saf olarak izole edilen faj lizatlar1 tekrar test edilerek litik etkinlik ve saflik
dogruland: (Sekil 7). Faj lizatlar1 4°C'de saklandi.

Sekil 7. Fajlarin plak morfolojileri. A; P. aeroginosa PAO1 $PAG 2, B; E. faecalis ATCC
29213 $EFE 2, C; E. coli ATCC 35218 $ECO 35, D; S. aureus ATCC 43300 $SA
43.
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4.4. Faj Titrelerinin Belirlenmesi

Faj titresi, 25-250 arasi plak igeren 6rneklerden elde edilen sonuglar ile PFU/mL
degerleri hesaplandi. Hesaplamada kullanilan formiil: PFU/mL = Plak sayis1 / (ekilen hacim
x diliisyon katsayis1) seklindedir. Tablo 7'de fajlarin, plak morfolojilerinin goriinimii ve
titreleri verilmistir. ®PAG 2, en yiiksek titreye ait fajdir. Fajlarda halo gézlemlenmemistir.
Cap ol¢timlerinin sonuglarinda en yiiksek ¢apa sahip $ECO 35 fajidir.

Tablo 7. Fajlarin plak morfolojik 6zellikleri ve titreleri.

Faj Plak morfolojisi Plak ¢ap1 (mm) Faj titresi (PFU/mL)
®ECO 35 Berrak, halosuz 3.0 1x1010
®EFE 2 Berrak, halosuz 1.0 1,1x10%°
®PAG 2 Berrak, halosuz 1.0 2x1012
®SA 43 Yari-Berrak, halosuz 1.0 1X10%

4.5. Fajlarin Elektron Mikroskobik goriintiileri

Fajlarin morfolojik karakterizasyonu gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile
gerceklestirildi. Negatif boyama yontemiyle elde edilen mikrograflarda, faj partikiillerinin
bas ve kuyruk yapilart net bir sekilde gozlemlenmistir. Sekil 8’de faj partikiillerinin TEM

gOriintlisli sunulmustur.

40



Sekil 8. Fajlarinin elektron mikroskop goriintiileri. A; ®ECO 35, B; ®EFE 2, C; ®SA 43,
D; ®PAG 2.
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4.6. Fajlarin Farkh Sicaklik ve pH Kosullarina Kars: Stabiliteleri

®ECO 35, ®EFE 2, ®SA 43 ve ®PAG 2 fajlari, genis sicaklik araliklarinda (4°C ile
80°C) ve pH (2-13) degerlerinde stabilite yoniinden test edildi (Sekil 9). Dort fajin da 4-
50°C araliginda yiiksek stabilite gosterdigi gézlemlendi. ®PAG 2 disindaki fajlarda 55°C
sicakliga kadar anlamli bir azalma olmamakla birlikte, 60°C'de 6zellikle ®EFE 2 ve ®SA
43’1in titrelerinde disiisler kaydedildi. 70°C ve 80°C’de ise ®ECO 35, ®EFE 2 ve ®SA 43
fajlarinin infektivitesini tamamen kaybettigi yalnizca ®PAG 2 fajmin 10° PFU/mL
civarinda aktivitesini koruyabildigi belirlendi. Bu sonuglar, ®PAG 2’nin yiiksek sicakliklara
kars1 daha dayanikli bir faj oldugunu, diger ii¢ fajin ise 60°C iizerindeki sicakliklarda yapisal

bozulmaya ugradigini gosterdi.

Fajlarin farkli pH kosullarindaki stabiliteleri ise, pH 6.0 ile 8.0 araliginda tiim fajlar
yiiksek stabilite gosterdi. Ozellikle en yiiksek stabiliteyi gosteren faj ®PAG 2 oldu. pH 5.0
ve 9.0°da da fajlar kismen stabil kalmayi siirdiirdii; ancak ®EFE 2 fajinin duyarlihig: diisiik
olarak gozlemlendi. pH 3.0 ve 10.0 degerlerinde faj titrelerinde belirgin azalmalar
gdzlemlendi. Ozellikle ®EFE 2 ve ®ECO 35 fajlari daha belirgin bir azalma gosterdi. pH
2.0 ve pH 12.0-13.0 gibi ekstrem degerlerde ise tiim fajlarin inaktiviteye ugradigi ve
titrelerinin sifira yakinlandigi goriildii. Bu sonuglar, fajlarin hafif asidik ve nétr ortamlarda
daha stabil oldugunu, asir1 asidik ve bazik ortamlarda ise yapisal bozulmalara bagli olarak

infektivite kayb1 yasadiklarini ortaya koymaktadir.
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Sekil 9. Fajlarin farkli sicaklik (A) ve pH (B) kosullarina kars: stabiliteleri.
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4.7. Fajlarin Optimal Enfeksiyon Kosullarinin Belirlenmesi

®ECO 35, ®EFE 2, ®SA 43 ve ®PAG 2 fajlari, optimum enfektifime degerlerinin
belirlenmesi i¢in konak bakterileri farkli MOI degerleriyle enfekte edildi ve 37°C'de inkiibe
edildi. Daha sonra, ¢ift agar yontemi kullanilarak faj titreleri belirlendi (Sekil 10).

®ECO 35 faj1 icin MOI 0.01°de ortalama faj titresi 9.96 + 0.22 log PFU/mL, MOI
0.1°de 9.54 £0.66 log PFU/mL, MOI 1°de 10.70 + 0.57 log PFU/mL ve MOI 10’da ise 10.82
+ 0.45 log PFU/mL olarak bulundu. En yiiksek faj titresi 10.82 + 0.45 log PFU/mL olarak
10 MOl'de elde edildi.

®EFE 2 faj1 igin MOI 0.01°de ortalama faj titresi 8.87 + 0.62 log PFU/mL, MOI
0.1°de 9.93 £ 0.04 log PFU/mL, MOI 1°de 10.00 + 0.10 log PFU/mL ve MOI 10°da 11.10 +
0.14 log PFU/mL olarak bulundu. En yiiksek faj titresi 11.10 + 0.14 log PFU/mL olarak 10
MOI'de elde edildi.

®SA 43 faj1 i¢in, MOI 0.01°’de ortalama faj titresi 6.03 = 0.11 log PFU/mL, MOI
0.1’de 8.00 £ 0.35 log PFU/mL, MOI 1°de 10.15 £ 0.21 log PFU/mL ve MOI 10’da 10.65 +
0.07 log PFU/mL olarak bulundu. En yiiksek faj titresi 10.65 + 0.07 log PFU/mL olarak 10
MOl'de elde edildi.

®PAG 2 faj1 igin, MOI 0.01°de ortalama faj titresi 10.38 = 0,44 log PFU/mL, MOI
0.1’de 11.09 + 0.12 log PFU/mL, MOI 1°de 10.95 £+ 0.98 log PFU/mL ve MOI 10’da 12.30
+ 0.13 log PFU/mL olarak bulundu. En yiiksek faj titresi 12.30 + 0.13 log PFU/mL olarak
10 MOl'de elde edildi.
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Sekil 10. Fajlarim optimum enfeksiyon ¢oklugu (MOI) degerleri.

4.8. Fajlarim Tek Asamali Gelisme Grafiklerinin Belirlenmesi

Fajlarin tek asamali gelisme egrileri, yasam dongiisii ve adsorpsiyon yeteneklerini
karakterize etmek amaciyla incelendi. Bu deneylerde, serbest faj sayilariin latent donem ve
patlama biiyiikliigii hesaplandi (Sekil 11). ®ECO 35, ®EFE 2, ®SA 43 ve ®PAG 2 fajlarinin
latent stireleri sirastyla 30, 30, 30 ve 25 dakika olarak belirlendi. Enfekte her bir bakteri igin
patlama biiyiikliikleri ise sirasiyla her enfekte hiicre basina yaklasik 100, 187, 208 ve 200 faj
olarak tespit edildi.
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Sekil 11. Fajlariin tek asamali gelisme grafikleri. A; ®PAG 2, B; ®EFE 2, C; ®SA 43, D;
®ECO 35.
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4.9. Laktik Asit hiicresiz kiiltiir sivilarimin antibakteriyel etkisinin agar kuyucuk
yontemi ile belirlenmesi

Bu c¢alismada kullanilacak laktik asit hiicresiz kiiltiir sivilarinin antibakteriyal
etkilerini tahmin etmek i¢in agar kuyucuk difiizyon yontemi kullanildi. Hiicresiz kiiltiir
stvilart kuyucuklara eklendi. Negatif kontrol olarak MRS Broth kullanildi. 15 LAB bakteri
hiicresiz kiiltiir sivist test edildi. Calismaya etkili oldugu diisiiniilen 2 tane LAB hiicresiz
kiiltiir sivist ile devam edildi. Hiicresiz kiiltiir sivilarmin bakterilere karsi olusturduklari

antimikrobiyal etkilerini belirten zon ¢aplar1 Sekil 12°de gosterilmistir.

Sekil 12. LAB hiicresiz kiiltiir sivilarinin mikroorganizmalar iizerinde olusturduklar
inhibisyon zonlari. 1; L. reuteri 21, 2; L. reuteri 1, 3; L. johnsoni 8, 4; P.
acidilactici 6, 5; L. reuteri, 6; P. acidilactici 16. N. K; negatif kontrol.
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4.10. Laktik Asit Hiicresiz Kiiltiir sivilarimin Faj-Konak Enfeksiyonuna Etkisinin

Belirlenmesi

Bu c¢alismada, laktik asit hiicresiz kiiltiir sivilarmin (CFE) tek basina ve faj ile
kombinasyon halinde uygulanmasinin bakteriyel canlilik tizerindeki etkisi incelendi. Her iki
deneyde de bakteriyel canlilik CFU/mL cinsinden 2 saatlik olarak 6l¢iildii. Veriler, iig
bagimsiz deneyin ortalamasi ve standart sapmasi (ortalama + SD) olarak sunuldu (Tablo 8-
11).

Tablo 8. Lactobacillus reuteri 1 hiicresiz kiiltiir stvisinin tek basina ve faj ile kombinasyon
olarak E. coli tizerine etkisi (ortalama + standard sapma).

Zaman E. coli + ®ECO E. coli + ® E. coli + Kontrol (E. coli
(Saat) 35 + CFE ECO 35 CFE +PBS)

0 8.33+0.36 8,59+ 0.4 8.34+£0.34 8.84 £0.16

1 7.47+0.3 6.8+ 0.5 7.32+£0.67 8.78 £0.29

2 6.8 £0.8 6.72 + 0.58 7.1+£0.8 8.75+0.32

Tablo 9. Lactobacillus reuteri 1 hiicresiz kiiltiir stvisinin tek basina ve faj ile kombinasyon
olarak P. aeroginosa iizerine etkisi (ortalama + standart sapma).

Zaman P. aeroginosa + P. aeroginosa P. aeroginosa Kontrol (P.
(Saat) ®PAG 2 + CFE + ®PAG 2 + CFE aeruginosa +
(n=2) (n=2) (n=2) PBS)
(n=2)
0 9.04 +£0.03 8.99 £0.21 8.5+0.39 8.95+0.05
1 6.68 £ 0.22 7.54+0.31 7.8+0.16 9.45+0.25
2 4.39 £0.39 5.54+0.16 7.34 +£0.08 9.2+0.3
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Tablo 10. Lactobacillus reuteri 1 hiicresiz kiiltiir sivisinin tek basina ve faj
ilekombinasyon olarak S. aureus ATCC 43300 iizerine etkisi (ortalama +

standart sapma).
Zaman S. aureus + ®SA 43 S.aureus+  S.aureus + Kontrol (S. aureus
(saat) + CFE ®SA 43 CFE + PBS)
(n=2) (n=2) (n=2) (n=2)
0 8.17+0.17 8.52+0.08 8.54 £0.27 8.38 +0.38
1 5.15+0.15 5.48 £ 0.09 6.15+0.11 8.46 £ 0.04
2 3.62+0.15 4.17+0.33 5.12+0.17 8.32+£0.12

Tablo 11. Lactobacillus planterum 16 hiicresiz kiiltiir sivisinin tek basina ve faj ile
kombinasyon olarak E. faecalis tlizerine etkisi (ortalama + standart sapma).

Zaman  E. faecalis + ®EFE 2 E. faecalis + E. faecalis + Kontrol (E.
(saat) + CFE ®EFE 2 CFE faecalis + PBS)
(n=2) (n=2) (n=2) (n=2)
0 8.46 £ 0.35 8.54+0.14 8.51 £0.28 8.42 £0.42
1 5.72+0.31 5.82+0.19 7.2+0.19 8.24 £ 0.04
2 5.38+0.21 54+0.23 5.63 £0.06 8.22+0.12

4.11. Patojen Bakterilerin G. mellonella Larvalan1 icin Oldiiriicii Enfeksiyon

Dozlarmin Belirlenmesi

Galleria mellonella larvalar i¢in her bir patojen bakteri susunun (S. aureus, E.
faecalis, E. coli ve P. aeroginosa) oldiiriicii enfektif dozlari belirlendi. Oliim oranlar1 96
saatlik gézlem siiresi sonunda degerlendirildi. 10° ve 107 CFU dozlar1 ¢ogu bakteri i¢in 72.
saatten itibaren %100 o6lim gergeklesti. 10° CFU dozunda oliim genellikle daha yavas
ilerledi ve S. aureus ve E. faecalis i¢in 96. Saat sonunda %60 6liim ile sonuglandi (Tablo
12).
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Tablo 12. Galleria mellonella larvalari i¢in patojen bakteri suslari ile dldiiriicii enfektif
dozlarin belirlenmesi

Gozlem suresi ve larva
O0lum orani
(Saat/%)
Patojen Bakteri Uygulanan Doz

(CFU/10 uL) 24 48 72 96

10° 20 20 60 80

P. aeroginosa PAO1 108 50 50 60 100
107 70 80 100 100

10° 10 30 40 60

E. coli ATCC 35218 108 40 50 70 100
107 60 80 100 100

10° 10 30 60 60

S. aureus ATCC 10° 60 60 70 80
43300 107 70 80 90 100
10° 20 20 30 40

E. faecalis ATCC 108 40 60 60 100
29212 107 60 70 90 100

4.12. Galleria mellonella Yanik Yara Enfeksiyon Modelinin Olusturulmasi, Faj ve

LAB Kiiltiir Sivilarinin Tedavi Amach Uygulanmasi

Galleria mellonella larvalarinda yanik ve enfeksiyon modeli olusturuldu, faj ve LAB
hiicresiz kiiltiir stvilarinin kombine tedavi etkinligi tek doz ve takip eden 6 saat sonra ikinci

tedavi dozu uygulamasi seklinde test edildi.

Pseudomonas aeruginosa PAO1 ile olusturulan Galleria mellonella yanik yara
enfeksiyon modelinde faj PAG 2 ve L. reuteri 1 hiicresiz kiiltiir siipernatantinin kombine
tedavi etkinligi, tek ve iki doz uygulamalar1 seklinde 96 saat boyunca degerlendirildi (Sekil
13, Tablo 13).
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Sekil 13. Pseudomonas aeruginosa PAOI1 ile olusturulan G. mellonella yanik yara

enfeksiyon modelinde faj PAG 2 ve L. reuteri 1 CFE kombine tedavi etkinligini
gosteren sagkalim grafikleri. A, C, E; tek doz tedavi uygulanan 3 bagimsiz
deney, B, D, F; iki doz tedavi uygulanan 3 bagimsiz deney. Sagkalim oranlari
GraphPad Prism (v10.5.0, Dotmatics) ile gosterilmistir.
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Ug bagimsiz deneyde hem tek doz hem de iki doz uygulamalarinda Faj+CFE
kombine tedavisi, tek basina uygulanan faj veya CFE gruplarina kiyasla sagkalim oranlarin
belirgin sekilde artirdi. ilk deneyde (Sekil 13A, B) kombine tedavi grubu tek doz
uygulamasinda, 96. saat sonunda sagkalim oranlar sirasiyla birinci deneyde %80, ikinci
deneyde %80 ve tigiincii deneyde %70 olarak gézlemlendi. Ayni1 kombinasyonun iki doz
uygulamasinda ise sagkalim oranlar1 tiim deneylerde %90 olarak korundu. Sadece faj
uygulanan grupta, tek dozda sagkalim birinci, ikinci ve iiglincii deneylerde %70 olarak
olgitiliirken, ikidozda ise her li¢ deneyde de %80 sagkalim elde edildi. CFE'nin tek basina
uygulandig gruplarda, 96. saat sagkalimlari tek dozda sirasiyla %40, %50 ve %60; iki dozda
ise %60, %60 ve %70 olarak kaydedildi. Kontrol grubunda ise sagkalim, tiim deneylerde 96.
saat sonunda %10-20 sagkalim gozlemlendi.
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Tablo 13. Pseudomonas aeruginosa PAOL ile enfekte edilen G. mellonella larvalarinda
farkli tedavi gruplarinda tek ve iki doz tedavi uygulamalarinin zamana bagl
sagkalim oranlari (%). (96. Saat Ortalama £ SD alinmstir).

Zaman Ortalama +
Deney Grubu Doz (saat) 1.Deney 2.Deney 3.Deney SD
P. aeruginosa + Faj + CFE Tek 24 90 90 100
48 90 90 80 76.6 £5.7
72 80 80 80
96 80 80 70
Iki 24 100 100 100
48 100 100 100 90.0+0.0
72 100 90 90
96 90 90 90
P. aeruginosa + Faj Tek 24 90 90 100
48 80 80 80 70.0+£0.0
72 80 80 80
96 70 70 70
Iki 24 100 100 100
48 90 90 90 80.0+£0.0
72 80 80 80
96 80 80 80
P. aeruginosa + CFE Tek 24 70 70 80
48 50 50 70 50.0 +10.0
72 50 50 60
96 40 50 60
iki 24 90 90 90
48 80 80 80 63.3+5.7
72 70 70 70
96 60 60 70
Kontrol (P. aeruginosa + PBS) Tek 24 50 50 50
48 40 40 30 13.3+5.7
72 30 20 20
96 20 10 10
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Sekil 14. Pseudomonas aeruginosa PAOL1 ile enfekte edilen G. mellonella larvalarinda
tedavi gruplarinin 96. saat sonuglari. Kombine tedavi grubunda (A) %80 sagkalim
orani gozlenirken, yalnizca faj (B) ve yalmizca CFE uygulanan gruplarda (C)
sagkalim oranlar1 sirastyla %70 ve %40 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubunda
(D) ise %20 sagkalim oran1 gbzlenmistir.

Escherichia coli ATCC 35218 ile olusturulan G. mellonella yanik yara enfeksiyon
modelinde faj ECO 35 ve L. reuteri 1 hiicresiz kiiltiir siipernatantinin kombine tedavi
etkinligi, tek ve iki doz uygulamalar1 seklinde 96 saat boyunca degerlendirildi (Sekil 15,
Tablo 14).
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Sekil 15. Escherichia coli ATCC 35218 ile olusturulan G. mellonella yanik yara enfeksiyon
modelinde faj ECO 35 ve L. reuteri 1 CFE kombine tedavi etkinligi. A, C, E;
tek doz tedavi uygulanan 3 bagimsiz deney, B, D, F; iki doz tedavi uygulanan 3
bagimsiz deney. Sagkalim oranlar1 GraphPad Prism (v10.5.0, Dotmatics) ile
gosterilmistir.
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Ug bagimsiz deneyde hem tek doz hem de iki doz uygulamalarinda Faj+CFE
kombine tedavisi, tek basina faj veya CFE gruplarina gore larvalarda sagkalimi artirdi.
Faj+CFE kombinasyonunun tek doz uygulamasinda, 96. saat sonunda sagkalim oranlari
birinci deneyde %90, ikinci deneyde %80 ve iigiincii deneyde %80 olarak gdzlemlendi. Iki
doz uygulamasinda ise sagkalim oranlar1 tiim deneylerde %90 olarak korundu. Sadece faj
uygulanan grupta, 96. saat sagkalimi tek dozda %90, %70 ve %70; iki dozda ise %90, %80
ve %80 olarak kaydedildi. CFE'nin tek basina uygulandig1 gruplarda sagkalim oranlari, tek
doz uygulamasinda 96. saatte %60, %50 ve %60; iki dozda ise %70, %60 ve %70 olarak
ol¢iildii. Kontrol grubunda ise sagkalim 96. saatte %10-20 oranda kaldi.
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Tablo 14. Escherichia coli ATCC 35218 ile enfekte edilen G. mellonella larvalarinda farkli
tedavi gruplarinda tek ve iki doz tedavi uygulamalarinin zamana bagl sagkalim
oranlar1 (%). (96. saat Ortalama + SD alinmustir).

Zaman Ortalama +
Deney Grubu Doz (saat) 1.Deney 2.Deney 3. Deney SD
E. coli + Faj + CFE Tek 24 90 90 100
48 90 90 90 83.3+5.7
72 90 90 90
96 90 80 80
Iki 24 100 90 100
48 100 90 90 90.0+0.0
72 90 90 90
96 90 90 90
E. coli + Faj Tek 24 100 90 90
48 90 80 80 76.0+11.54
72 90 70 70
96 90 70 70
Iki 24 100 100 90
48 100 90 80 83.3+5.7
72 90 90 80
96 90 80 80
E. coli + CFE Tek 24 90 70 90
48 70 70 70 56.6 £ 5.7
72 60 60 70
96 60 50 60
Iki 24 90 80 90
48 90 80 80 66.6 5.7
72 80 60 80
96 70 60 70
Kontrol (E. coli + PBS) Tek 24 60 30 50
48 50 20 30 10.0 £ 10.0
72 40 10 20
96 20 0 10
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Sekil 16. Escherichia coli ATCC 35218 ile enfekte edilen G. mellonella larvalarinda tedavi
gruplarinin 96. saat sonuglart. Kombine tedavi grubunda (A) %90 sagkalim orant,
yalnizca faj (B) ve yalmizca CFE uygulanan gruplarda (C) sagkalim oranlar
sirastyla %90 ve %60 olarak tespit edildi. Kontrol grubunda (D) ise %20 sagkalim
orani gézlemlendi.

Staphylococcus aureus ATCC 43300 ile olusturulan G. mellonella yanik yara
enfeksiyon modelinde faj SA 43 ve L. reuteri 1 kiiltiir siipernatantinin tek ve iki doz

uygulamalarindaki tedavi etkinligi 96 saat boyunca incelendi (Sekil 17, Tablo 15).
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Sekil 17. Staphylococcus aureus ATCC 43300 ile olusturulan G. mellonella yanik yara
enfeksiyon modelinde faj SA 43 ve L. reuteri 1 hiicresiz kiiltiir siipernatantinin
kombine tedavi etkinligi. A, C, E; tek doz tedavi uygulanan 3 bagimsiz deney, B,
D, F; iki doz tedavi uygulanan 3 bagimsiz deney. Sagkalim oranlar1 GraphPad
Prism (v10.5.0, Dotmatics) ile gosterilmistir.
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Ug bagimsiz deneyde hem tek doz hem de iki doz uygulamalarinda Faj+CFE
kombine tedavisi, tek bagina uygulanan faj veya CFE gruplarina kiyasla larvalarda sagkalimi
belirgin sekilde artirdi. Faj+CFE kombinasyonunun tek doz uygulamasinda 96. saatte
sagkalim birinci, ikinci ve ftgiincii dencyde de %80 olarak goézlemlendi; iki doz
uygulamasinda ise sagkalim oranlari sirasiyla %80, %90 ve %90 olarak kaydedildi. Sadece
faj uygulanan grupta 96. saat sagkalimi tek dozda %70, %60 ve %60; iki dozda ise %80,
%70 ve %80 olarak gozlemlendi. CFE uygulanan gruplarda, tek dozda sagkalim %70 olarak
sabit kalds; iki dozda ise %70, %80 ve %70 oldu. Kontrol grubunda ise sagkalim 96. saatte
tim deneylerde sagkalim %0 olarak kaydedildi.
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Tablo 15. Staphylococcus aureus ATCC 43300 ile enfekte edilen G. mellonella larvalarinda
farkli tedavi gruplarinda tek ve iki doz tedavi uygulamalarinin zamana bagh
sagkalim oranlar1 (%). (96. Saat Ortalama + SD alinmaistir).

Deney grubu Doz Zaman 1. 2. 3. Ortalama

(Saat) Deney Deney Deney + SD

S. aureus + Faj + CFE Tek 24 100 100 90
48 100 90 90 80.0+0.0
72 90 90 90
96 80 80 80
Iki 24 100 100 100
48 90 100 90 86.6 +5.7
72 90 90 90
96 80 90 90
S. aureus + Faj Tek 24 80 80 80
48 70 70 80 63.3+5.7
72 70 60 60
96 70 60 60
Iki 24 100 100 90
48 90 80 90 76.6 £5.7
72 80 80 80
96 80 70 80
S. aureus + CFE Tek 24 90 90 90
48 80 80 70 70.0+0.0
72 70 70 70
96 70 70 70
Iki 24 100 90 90
48 90 80 90 76.6 £5.7
72 80 80 80
96 70 80 70
Kontrol (S. aureus + PBS) Tek 24 40 40 30
48 10 10 10 0
72 0 0 0
96 0 0 0
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Sekil 18. Staphylococcus aureus ATCC 43300 ile enfekte edilen G. mellonella larvalarinda
tedavi gruplarinin 96. saat sonuglari. Kombine tedavi grubunda (A) %80 sagkalim
orani, yalnizca faj (B) ve CFE uygulanan gruplarda (C) sagkalim oranlari sirastyla
%70 ve %70 olarak tespit edildi. Kontrol grubunda (D) ise sagkalim
gozlemLenmedi.

Enterococcus faecalis ATCC 29212 ile olusturulan G. mellonella yanik yara
enfeksiyon modelinde faj EFE 2 ve L. plantarum 16 CFE hiicresiz kiiltiir stipernatantinin tek

ve iki doz uygulamalardaki tedavi etkinligi 96 saat boyunca incelendi (Sekil 19, Tablo 16).

63



o faecalis+ ®EFF2+ L. plantarum 16 CFE B)  E. faecalis+ ®EFF2+ L. plantarum 16 CFE
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Sekil 19. Enterococcus faecalis ATCC 29212 ile olusturulan G. mellonella yanik yara

enfeksiyon modelinde faj EFE 2 ve L. plantarum 16 hiicresiz kiiltiir
stipernatantinin kombine tedavi etkinligi. A, C, E; tek doz tedavi uygulanan 3
bagimsiz deney, B, D, F; iki doz tedavi uygulanan 3 bagimsiz deney. Sagkalim
oranlar1 GraphPad Prism (v10.5.0, Dotmatics) ile gdosterilmistir.

64



Ug bagimsiz deneyde hem tek doz hem de iki doz uygulamalarinda Faj+CFE
kombine tedavisi, yalnizca faj veya yalmizca CFE uygulamalarina kiyasla larvalarin
sagkalim oranlarmni artirdi. Faj+CFE kombinasyonunun tek doz uygulamasinda 3 deney
sonucunda 96. saatte sagkalim %60-80 arasinda degisirken, iki doz uygulamasinda %70-80
oraninda korundu. Sadece faj uygulanan grupta sagkalim tek dozda %60-70, iki dozda %70-
80 arasinda gozlemLendi. CFE grubunda ise sagkalim tek dozda birinci ve ikinci deneyde
%70, tglincii deneyde %60; iki dozda %70 oraninda sagkalim gosterdi. Kontrol grubunda

ise sagkalim 96. saatte %0-10 arasinda diisiik seviyelerde kaldu.
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Tablo 16. Enterococcus faecalis ATCC 29212 ile enfekte edilen G. mellonella larvalarinda
farkli tedavi gruplarinda tek ve iki doz tedavi uygulamalarinin zamana baglh
sagkalim oranlar1 (%). (96. saat Ortalama + SD alinmstir).

Zaman Ortalama
Deney Grubu Doz (saat) 1. Deney 2.Deney 3. Deney +SD

E. faecalis + Faj + CFE Tek 24 90 90 90
48 80 80 90 733+115

72 70 80 90

96 60 80 80

iki 24 100 90 90
48 90 90 80 76.6 £5.7

72 80 90 80

96 70 80 80

E. faecalis + Faj Tek 24 90 80 80
48 70 80 80 66.6 £ 5.7

72 60 70 80

96 60 70 70

Iki 24 90 90 90
48 80 90 90 733+5.7

72 70 80 80

96 70 70 80

E. faecalis + CFE Tek 24 80 80 80
48 80 70 80 66.6 £ 5.7

72 70 70 70

96 70 70 60

iki 24 90 80 90
48 80 80 90 70.0£0.0

72 80 80 80

96 70 70 70

Kontrol (E. faecalis + PBS)  Tek 24 50 50 50
48 20 30 30 333+57

72 20 0 10

96 0 0 10
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Sekil 20. Enterococcus faecalis ATCC 29212 ile enfekte edilen G. mellonella larvalarinda

tedavi gruplarinin 96. saat sonuglari. Kombine tedavi grubunda (A) %60 sagkalim
orani, yalnizca faj (B) ve CFE uygulanan gruplarda (C) sagkalim oranlari sirasiyla

%60 ve %70 olarak tespit edildi. Kontrol grubunda (D) ise sagkalim
gozlemLenmedi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Yanik yaralanmalari, kiiresel dlgcekte dnemli bir halk sagligi sorunudur ve bu tiir
yaralanmalar sonucu gelisen enfeksiyonla, artan antimikrobiyal direng sebebi ile en sik
karsilagilan 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir. Antimikrobiyal diren¢ diinya genelinde
halk sagligini tehdit eden 6nemli bir Sorun haline gelmistir (30). Geleneksel antibiyotiklerin
azalan etkinligi, alternatif tedavi stratejilerine olan ihtiyaci artirmistir. Fajlar, spesifik
bakterileri enfekte eden viriislerdir. Bu ozellikleri sayesinde, 6zellikle antibiyotiklere
direngli bakterilere karsi etkili ajanlardir. Son zamanlarda yapilan bir¢ok ¢alismada faj
terapisinin ¢oklu ilag direngli enfeksiyonlarin tedavisinde etkili oldugunu gostermektedir
(121). Laktik asit bakterilerinden iiretilen AMP'ler, genis bir antimikrobiyal spektruma sahip
olup, patojenik bakterilere karsi etkileri biiyliktiir. Fajlarin ve Laktik asit bakteri hiicresiz
slipernatantlar1 yanik yara enfeksiyonu tedavisinde ayr1 ayri kullanimlarina yonelik
caligmalar mevcuttur. Ancak fajlarin ve laktik asit bakteri hiicresiz siipernatantlarin kombine

kullanimina yonelik ¢caligsmalar literatiirde mevcut degildir.

Bu c¢aligmada, yanik yara enfeksiyonlarinda yaygin olarak karsilagilan patojen
mikroorganizmalar (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve
Enterococcus faecalis) ile Galleria mellonella larvalarinda yanik yara enfeksiyonu
olusturuldu. Bu olusturulan enfeksiyon modelinde, laktik asit bakterilerinin hiicre igermeyen
kiiltir sivilar ile patojenlere karsi etkili litik fajlarin kombinasyon halinde ve tek/iki doz

uygulanmalarinin tedavi agidan etkisi arastirildi.

Bu tez kapsaminda tedavide kullanilacak olan fajlar (PECO 35, ®EFE 2, ®SA 43
ve ®PAG 2), laboratuvar koleksiyonundaki fajlar zenginlestirilmesiyle elde edilmistir.
Ardindan, fajlarin klinik izolatlar kullanilarak konak araliklari belirlenmis ve genis konak
araligina sahip olan fajlar ile deneylere devam edilmistir. Literatiirde, genis konak araligina
sahip fajlarin, 6zellikle ¢oklu antibiyotik direncine sahip bakterilere karsi etkili oldugu
belirtilmektedir ve faj terapisinde 6nemli bir avantaj sunmaktadir. Bu tiir fajlar, farkli bakteri
tiirlerini hedef alarak tedavi etkinligini artirabilir ve bakteriyel direng¢ gelisimini azaltabilir.
Ayrica, genis konak araligi, fajlarin farkli klinik izolatlara kars1 etkinligini artirarak tedavi
basarisini olumlu yonde etkileyebilir. Bu konuda Ross ve ark. (122), birden fazla konak
bakteri susu kullanarak izole edilen fajlarin, tek bir konak susu kullanilarak izole edilenlere

kiyasla daha genis konak araligina sahip oldugunu vurgulamislardir.
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Bu calismada ®ECO 35, ®EFE 2, ®SA 43 ve OPAG 2 fajlarimin farkli pH ve
sicaklik stabilitelerine bakilmistir. Bu fajlarin farkli pH degerlerindeki stabiliteleri
bakildiginda, pH 7-8 araliginda yiiksek stabilite gdosterdigi ve pH 4 (asir1 asidik) ve alt1 ile
pH 10 (asir1 bazik) tizeri degerlerde aktivitesinde kaybi yasadigi gozlemlendi. Bu bulgular,
literatiirdeki verilerle uyumludur. Pradeep ve ark. (123) yaptig1 bir ¢alismada, bir fajin pH 7
ve 8'de istatistiksel olarak anlamli diizeyde aktivite gosterdigini, ancak pH 6'da fajin
aktivitesinin azaldigini bildirmislerdir. Fajlarin farkli sicakliklardaki stabilite degerleri ise,
4-50°C araliginda yaklasik olarak stabil kaldigi, 40-55°C araliginda fajlarin aktivitesinin
azaltig1 ve baz1 fajlarda (PECO 35, ®EFE 2 ve ®SA 43) 60°C iizerindeki sicakliklarda
aktivite gostermedigi belirlendi. Bu sonuglar da literatiirdeki verilerle paralellik
gostermektedir. Sae-Ueng ve ark. (124) yaptig1 bir ¢alismada, RSJ2 diye adlandirilan bu
fajin 24-40°C araliginda yapisal ve fonksiyonel olarak stabil oldugu, ancak 40°C'de 5 saatlik
inkiibasyon sonrasinda faj titerinde %68 azalma gozlemlendigi rapor edilmistir. Benzer bir
calismada, Baginska ve ark. (125), Abp9 diye adlandirilan fajin 20-50°C araliginda stabil
oldugu, ancak 60°C'de 15 dakikalik inkiibasyon sonrasinda titrerinde azalma yasandigi
bildirilmistir. Fajlarin optimum sicaklik ve pH kosullarinda aktivitelerinin kayip olmasi,
formiilasyon ve saklama kosullar1 konusunda iyi optimize edilmesi gerektigini
gostermektedir. Bu nedenle, fajlarin terapotik olarak uygulanmalarinda bu parametrelerin
detayli bir sekilde degerlendirilmesi ve uygun formiilasyon stratejilerinin gelistirilmesi
onem arz etmektedir.

Bu ¢alismada, ®ECO 35, ®EFE 2, ®SA 43 ve ®PAG 2 fajlarmin enfeksiyon
etkinligini degerlendirmek amaciyla 0.01, 0.1, 1 ve 10 MOI (enfeksiyon c¢oklugu)
degerlerinde analizler gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler, MOI degeri arttikga faj
titrelerinin de artis gosterdigini ve yiikksek MOI (MOI 10) degerlerinde fajlarin daha etkili
cogaldigini ve litik aktivitesinin belirgin sekilde arttigini ortaya koymustur. Ancak, tiim MOI
verileri birlikte degerlendirildiginde fajlarin genel etkinlik diizeylerinin birbirine oldukca
yakin oldugu belirlenmistir. Bu durum, ¢alismada kullanilan fajlarin klinik uygulamalarda
esnek dozaj imkéani sunabilecegini ve farkli enfeksiyon yiiklerinde etkili olabilecegini
diistindirmektedir. Literatiirde ise, farkli fajlarin optimal MOI degerlerinin degiskenlik
gosterdigi bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, Chen ve ark. (126), ®K2044 faj1 igin
optimal MOI degeri 0.001 olarak belirlenmis, bagka izole edilen faj olan ®KR1 ve ®KRS
fajlar1 icin optimal MOI degeri 1 olarak saptanmistir. Ayrica, bir baska calismada,

Lerdsittikul ve ark. (127), P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan VL1
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fajinin, faj tedavisi i¢in farkli MOI (0.1, 1 ve 10) uygulandiginda bakteri biiylimesinde
anlamli bir fark bulunmamis ve genis MOI enfeksiyonu araligina sahip fajlar oldugunu
bildirmislerdir. Bu tiir analizler, fajlarin optimal enfeksiyon kosullarini belirlemek ve

terapotik potansiyellerini degerlendirmek i¢in dnemlidir.

Bu ¢alismada kullanilan ®ECO 35, ®EFE 2, ®SA 43 ve ®PAG 2 fajlarinin tek
asamali bliyiime egrileri incelenerek latent donemleri ve patlama biiyiiklikleri belirlendi.
Latent donem, bir fajin konak hiicreye adsorpsiyonundan itibaren yeni faj partikiillerinin
salinmasina kadar gegen siiredir. DECO 35, ®EFE 2, ®SA 43 ve ®PAG 2 fajlarinin latent
doénemleri yaklasik 25-30 dakikadir. Patlama biiyiikligi ise, enfekte bir hiicreden salinan
yeni faj partikiillerinin sayisini ifade eder. Bu fajlarin patlama biiyiikliikleri yaklagik 100-
208 faj/hiicre’dir. Literatiirde bildirilen degerlerle karsilastirildiginda, bu fajlarin hizl
replikasyon yeteneklerine sahip oldugunu gostermektedir. Bu 6zellikler, fajlarin bakteriyel

enfeksiyonlarda etkili ajanlar olabilecegini diistindiirmektedir.

Laktik asit bakterileri CFE hakkinda son yillarda, 6zellikle yaniklarda yaygin olarak
goriilen patojenlere karsi umut verici tedavi segenekleri arasinda yer aldig1 goriilmektedir.
Bu ¢aligmada 15 farkli LAB hiicresiz kiiltiir sivisinin (CFE) antibakteriyel etkinligitest edildi
ve etkili olan L. reuteri ve L. plantarum ile deneylere devam edildi. L. reuteri ve L.
plantarum suslarinin P. aeruginosa PAQO1, E. coli ATCC 35218, S. aureus ATCC 43300 ve
E. faecalis ATCC 29212 kars1 etkinligi in vitro ¢aligmalarda belirlendi. L. reuteri 1 CFE’nin
P. aeruginosa PAOL, E. coli ATCC 35218 ve S. aureus ATCC 43300’¢, L. plantarum 16
CFE’nin E. faecalis ATCC 29212 karst etkili oldugu ve bakteriyel yiikii digiirdigi
gozlemlendi. Literatiirde, yapilan bir ¢alismada, Abootaleb ve ark. (128), L. plantarum
CFE'nin, ozellikle ¢oklu ilag direngli (MDR) P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde
etkili oldugu ve ikinci derece yanik yaralarinda inflamasyonu azaltarak yara iyilesmesini
hizlandirdig gosterilmistir.

CFE'larin antibakteriyel etkinligi, icerdigi organik asitler, bakteriyosinler ve diger
antimikrobiyal bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Bu bilesikler, patojenlerin hiicre
duvarlarini ve membranlarin1 hedef alarak bakterisidal etki gostermektedir. Bu ¢alismada
hem in vitro hem de in vivo deneylerde CFE'larin gram pozitif (S. aureus ATCC 43300 ve
E. faecalis ATCC 29212) bakterilere kars1 daha etkili oldugu gézlemlendi. Bu durum, gram-

pozitif bakterilerin kalin bir peptidoglikan tabakasina sahip olmasi, gram-negatif bakterilerin
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lipopolisakkaritlerden olusan dis membranlar1 nedeniyle antimikrobiyal bilesiklerin hiicre

icine girigini engellemesiyle agiklanmaktadir (129).

Bu ¢alismada, yanik yara enfeksiyonlarinin tedavisinde alternatif yaklagimlarindan
biri olarak LAB CFE+faj kombine ve sadece faj ve CFE olacak sekilde uygulamalarinin
potansiyelini hem in vitro hem de in vivo olarak degerlendirildi. In vitro deneylerde, tek
basina faj uygulamasi, tek basina LAB CFE uygulamasi ve ikisinin kombinasyonunun
patojenlere karsi etkinligini analiz etmek amaciyla iki saatlik bir inkiibasyon siiresi boyunca
bakteriyel yiikk degerlendirildi. Escherichia coli susunda, iki saatlik inkiibasyon sonunda
kombine tedavi grubu (®ECO 35 + CFE) bakteriyel yiikii 6.8 + 0.8 log10 CFU/mL diizeyine
distirtirken, bu deger tek basina faj uygulamasinda (OECO 35) 6.72 + 0.58 log10 CFU/mL
olarak yakin bir azalma gostermistir. Her iki grup da tek basina CFE uygulamasina ve
kontrol grubuna (8.75 + 0.32 logl0 CFU/mL) gore belirgin bir azalma saglamistir. Bu
durum, E. coli enfeksiyonlarinda hem fajlarin hem de kombinasyon tedavisinin etkili
olabilecegini gostermektedir. Benzer sekilde, P. aeruginosa i¢in, kombine tedavi grubu
(PPAG 2 + CFE) bakteriyel yiikii 4.39 + 0.39 log1l0 CFU/mL diizeyine diisiirerek kontrol
grubuna gore (9.2 +0.38 1og10 CFU/mL) anlamli bir azalma sagladi. Staphylococcus aureus
susunda ise, kombine tedavi grubu (®SA 43+CFE) bakteriyel yiikii 3.26 + 0.15 log10
CFU/mL diizeyine diisiirerek kontrol grubuna (8.32 + 0.12 log10 CFU/mL) kiyasla belirgin
bir diisiis gosterdi. Enterococcus faecalis susunda da kombine tedavi grubu (PEFE 2+ CFE)
bakteriyel yiiki 5.38 = 0.21 logl0 CFU/mL seviyesine indirerek kontrol grubuna (8.22 +
0.12 log10 CFU/mL) gore anlaml bir etki gosterdi.

In vivo deneylerde, Galleria mellonella yanik yara modelinde, faj ve CFE
kombinasyonunun enfeksiyonlara karsi sagkalim {izerindeki etkisi in vivo olarak
degerlendirildi ve deneyler li¢ bagimsiz tekrar halinde gergeklestirildi. P. aeruginosa
enfeksiyonunda kombinasyon tedavisiyle sagkalim tek dozda %70-80, iki dozda %90; E.
coli enfeksiyonunda ise tek dozda %80-90, iki dozda %90 sagkalim saglandi. S. aureus
enfeksiyonunda sagkalim tek dozda %80, iki dozda %80-90 arasinda kalmis; E. faecalis
enfeksiyonunda ise sagkalim tek dozda %60-80, iki dozda %70-80 arasinda gozlemlendi.
Kontrol gruplarinda tiim patojenlerde 96. saatte sagkalim %0-20 arasinda diisiik seviyelerde
kaldi. Bu sonuglar, in vitro bulgular1 destekler nitelikte ve kombine tedavinin bakteriyel

yiikii azaltmada sadece faj ve CFE tedavilere gore daha etkili olabilecegini gostermektedir.

71



Kombine tedavilerin 6nemi, tek basina faj uygulamalarinda bakterilerin direng
gelistirme olasilig1 ve biyofilm olusturarak enfeksiyonun kroniklesme riskini artirmasiyla
iliskilidir. Bu baglamda, faj ve LAB CFE gibi farkli etki mekanizmalarina sahip tedavi
segeneklerinin birlikte kullanilmasi, patojen yiikiinii daha etkili azaltabilir ve enfeksiyonun
biyofilm tabakasi gibi koruyucu bariyerlerini asarak tedavinin etkinligini artirabilir (130,

131).

Mevcut caligmalar, bakteriyofajlarin ve antibiyotiklerin birlikte kullaniminin,
bakterileri etkili bir sekilde kontrol edip 6ldiirebilecegini ve faj-antibiyotik sinerjisi (PAS)
nedeniyle direncgli bakterilerin gelisimini ve yayilmasini azaltabilecegini gostermektedir.
Luo ve ark. (48) tarafindan yapilan bir calismada, ¢ok ilaca direngli Acinetobacter
baumannii enfeksiyonlarina karst bakteriyofaj-antibiyotik kombinasyonunun etkinligini
arastirilmistir.  Calisma  sonucunda, kombinasyon tedavisi, c¢alisma, faj-antibiyotik
kombinasyonlarimin MDR A. baumannii enfeksiyonlarmin tedavisinde umut verici bir

strateji oldugunu gostermistir.

Sonug olarak, ¢alismada elde edilen bulgular, LAB CFE ve faj kombinasyonlarinin
yanik yara enfeksiyonlarinda alternatif ve etkili bir tedavi stratejisi olabilecegini ortaya

koymustur.
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6. ONERILER

Bu calisma, yanik yara enfeksiyonlarinin tedavisinde laktik asit bakterisi hiicresiz
kiiltiir sivilart (CFE) ve fajlarin kombine kullaniminin potansiyelini ortaya koymustur.
Ancak, elde edilen bulgularin daha genis bir perspektifte degerlendirilebilmesi i¢in bazi
konularin ileri arastirmalarda ele alinmas1 6nem arz etmektedir.

Oncelikle, bu ¢alismada kullanilan referans ve sinirli sayidaki klinik izolatlarin yani
sira, daha genis ve cesitlendirilmis bir klinik izolat paneli lizerinde benzer caligsmalar
gergeklestirilmelidir. Ayrica, faj ve CFE kombinasyonunun biyofilm olusumu {izerine etkisi
detayli bir sekilde incelenmeli, ¢linkii biyofilmler yanik yaralarda tedaviyi zorlastiran 6nemli
bir faktordiir.

Tedavi etkinliginin optimize edilebilmesi igin farkli dozajlar, MOI degerleri, CFE
konsantrasyonlar1 ve uygulama sikliklarinin karsilastirilacagi ¢alismalar  yapilmasi
onerilmektedir. Elde edilen sinerjistik etkinligin molekiiler ~mekanizmalarinin
aydinlatilmasi, kombinasyon tedavisinin etki yollarini anlamak acgisindan biiyiik 6nem
tagimaktadir.

Faj miithendisligi ve CRISPR teknolojisi kullanilarak fajlarin hedef bakterilere kars1
ozgiilliiklerinin artirilmas1 ve antibakteriyel proteinler ile zenginlestirilmis rekombinant
fajlarin gelistirilmesi 6nemli bir strateji olarak degerlendirilebilir.

Bunun yani sira, CFE ve fajlarin yanik dokusunda olas1 toksik etkilerinin ve konak
bagisiklik yanitlar1 lizerindeki etkilerinin ileri in vivo caligmalarla degerlendirilmesi
gereklidir. Calismada kullanilan Galleria mellonella yanik modeli 6nemli bir 6n model olsa
da, sonuclarin memeli modellerde (6rnegin fare veya tavsan) dogrulanmasi, klinik
uygulamalara yonelik daha giiclii kanitlar saglayacaktir.

Sonuglarda gosterilen pH ve sicaklik duyarliliklart dikkate alinarak, daha stabil ve
uygulamaya uygun formiilasyonlarin (6rnegin hidrojel, yara ortiisii) gelistirilmesi de 6nem
arz etmektedir. Ayrica, uzun donemli uygulamalarda bakterilerin fajlara veya CFE’ye kars1
direng gelistirme potansiyelinin arastirilmasi da ileri ¢alismalarda ele alinmalidir.

Tiim bu ileri arastirmalar, yanik yara enfeksiyonlarinin tedavisinde alternatif ve etkili
stratejiler gelistirilmesine, fajlarin endiistriyel 6lgekte iiretimi, stabilite testleri ve uygun
farmasotik formiilasyonlarmin (6r. krem, hidrojel, sprey) gelistirilmesi ile klinik onay ve

patent siireclerinin planlanmasina 6nemli katkilar saglayacaktir.
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