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Pseudomanas aeruginosa ¢evrede yaygin olarak bulunur. Genellikle ¢oklu antibiyotik direnci ve sahip oldugu
viriilans faktorleri nedeniyle insan ve hayvanlarda tedavisi zor enfeksiyonlara neden olan 6nemli bir firsatgi
patojendir. Coklu antibiyotik direncine sahip bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde fajlar
onem kazanmistir. Bu ¢alismada, P. aeruginosa igin litik etkiye sahip faj/fajlarin izolasyonu ve bu fajlarin
farkl P. aeruginosa izolatlar1 icin litik etkilerinin belirlenmesi amag¢landi. Bu amagla kanalizasyon drnekleri,
giibre 6rnekleri gibi fajlarin bulunabilecegi kaynaklardan 3 farkli faj izolasyonu yapildi ve bunlarin farkl P.
aeruginosa izolatlarina litik etkileri arastinildi. Bunun icin Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonunda bulunan gesitli klinik 6rneklerden ya da gevresel
orneklerden izole edilmis 40 P. aeruginosa izolat1 kullanildi. Bu konak bakterilerin ¢oklu antibiyotik direncine
sahip olduklar1 belirlendi. Konak bakteriler penisilin, tylosin, oksitetrasiklin ve eritromisin i¢cin %100,
ampilisin i¢in %90, streptomisin ve amoksisilin/klavulonik asit i¢in %87.5, sefkuinom i¢in %85, doksisklin
icin %77.5, azithromisin i¢cin %1.5 ve gentamisin i¢in %12.5 oraninda direngli olarak saptanirken, izolatlarin
tamami enrofloksasine duyarli bulundu. Calismada izole edilerek kodlanan 3 fajdan PAFO faji 25 (%62.5),
PAFA faji1 35 (%87.5) ve PAFS faj1 ise 30 izolat (%75) lizerinde lizis olusturuken, her ¢ fajin da litik etki
gosterdigi 10 izolat (%25) belirlendi. Sonug¢ olarak, P. aeruginosa'ya karsi litik bakteriyofajlar, 6zellikle
antibiyotik direnci ve enfeksiyon kontrolii gibi zorluklarla basa ¢ikma potansiyeline sahip, spesifik ve etkili
bir tedavi segenegi olabilir. Bu nedenle c¢alismada izole edilen fajlarin detayli karakterizasyonlarinin
yapilmasi, tedavi ya da cevresel dekontaminasyon uygulamalar1 igin ticari iriin haline donistiiriilme
potansiyellerinin belirlenmesinin yararl olacagi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Coklu antibiyotik direnci, Litik bakteriyofaj, Pseudomonas aeruginosa, Tek Saglik.

ABSTRACT

Isolation of Lytic Pseudomonas aeruginosa Phages and Investigation of Their Lytic
Potency

Pseudomanas aeruginosa is commonly found in the environment. It is an important opportunistic pathogen
that causes difficult-to-treat infections in humans and animals due to its multiple antibiotic resistance and
virulence factors. Treatment with phages has gained importance due to antibiotic resistance. In this study, it
was aimed to isolate phage(s) with lytic effect for P. aeruginosa and to determine the lytic effects of these
phages on different P. aeruginosa isolates. For this purpose, 3 different phages were isolated from sources
where phages are likely to be found such as sewage samples, manure samples and the lytic effects of these
phages on different P. aeruginosa isolates were investigated. For this purpose, 40 P. aeruginosa isolated from
various clinical or environmental samples in the Culture Collection of Harran University, Faculty of Veterinary
Medicine, Department of Microbiology were used. These host bacteria were considered to have multidrug
resistance. The host bacteria were 100% resistant to penicillin, tylosin, oxytetracycline and erythromycin,
90% resistant to ampicillin, 87.5% resistant to streptomycin and amoxicillin/clavulonic acid, 85% resistant to
cefquinom, 77.5% resistant to doxycycline, 1.5% resistant to azithromycin and 12.5% resistant to gentamicin,
while all isolates were sensitive to enrofloxacin. Among the 3 phages isolated and coded in the study, PAFO
phage caused lysis on 25 isolates (62.5%), PAFA phage caused lysis on 35 isolates (87.5%) and PAFS phage
caused lysis on 30 isolates (75%), while 10 isolates (25%) in which all three phages showed lytic effect were
determined. In conclusion, lytic bacteriophages against P. aeruginosa may be a specific and effective
therapeutic option with the potential to tackle challenges such as antibiotic resistance and infection control.
Therefore, it would be useful to further characterize the phages obtained in this study and determine their
potential for commercialization for therapeutic or environmental contamination applications.
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GIRIS

Pseudomonas cinsi bakterilerin ¢ogu dogada toprak ve
sularda yogun olarak bulunmaktadir. Pseudomonas
cinsinde 200’den fazla tiir olmakla birlikte bunlardan

bazilar saprofitik olup, bir kismi da insan, hayvan ya da
bitki patojeni olarak bilinmektedir (UKHSA 2024).

P. aeruginosa saglikli hayvanlarin digkisinda ve derisinde
hayatta kalabilir ve firsat¢1 karakteri nedeniyle hayvanin
bagisiklik sistemini baskilayan veya normal floray1 bozan
tim  predispozan  faktoérler  enfeksiyona  neden
olabilmektedir. Bu etken bir¢ok hayvan tiirlinde sporadik
enfeksiyonlara neden olur ve firsatgi patojen olarak sigir,
koyun, keci, domuz, képek, kedi ve siiringenlerde ¢esitli
hastaliklara neden olmaktadir. Etken, siit ineklerinde
ekonomik kayiplara neden olan mastitis, solunum ve
intestinal sistemde olusan sistemik enfeksiyonlara, atlarda
endometrit gibi genital sistem hastaliklarina, koyunlarda
yesil yiin hastaligina, kopeklerde otitis ve idrar yolu
enfeksiyonlarina yol agarken, vizon veya tilki gibi kiirkli
hayvanlarda ise hemorajik pnémoni gibi hastaliklarin
olusumunda rol oynar (Schauer ve ark. 2021).

insanlarda hastane enfeksiyonlarina neden olan
mikroorganizmalar arasinda, biliyiik bir tehdit olusturan
coklu ila¢ direncine sahip P. aeruginosa one ¢ikmaktadir
(Harada ve ark. 2018). P. aeuroginosa, yogun bakim
Uinitelerine kabul edilen hastalarda siddetli alt solunum
yolu enfeksiyonlari ile iliskili en baskin tiir ve ventilatorle
iligkili pnémoni ile iligkili ikinci en yaygin patojen olarak
kabul edilmektedir (Sievert ve ark. 2013). P. aeruginosa, alt
ve Ust solunum yolu enfeksiyonunda en yaygin bakteriyel
patojenlerden biridir, ayrica kistik fibrozis (KF)
hastalarinda 6zellikle 6nemlidir (Fong ve ark. 2017). P.
aeruginosa zamanla mevcut antibiyotiklere kars1 giderek
daha direngli hale gelmis ve hastane kaynakl
enfeksiyonlardan sorumlu ESKAPE olarak bilinen en
tehlikeli altt  (Enterococcus  faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P.
aeruginosa ve Enterobacter species) patojenden biri olarak
kabul edilmektedir (Santajit ve Indrawattana 2016). Son
zamanlarda hastane ortamlarinda kolay yayilim sagladigi
ve direncli suslarin giderek arttigi gézlenmekte ve en sik
neden oldugu enfeksiyonlar arasinda ise pndmoni, deri ve
yumusak doku enfeksiyonlari, cerrahi miidahaleler sonucu
olusan osteomiyelit ve septik artrit, gastrointestinal sistem
enfeksiyonlari, goz ve kulak enfeksiyonlar1 ile iriner
sistem enfeksiyonlar1 yer almaktadir (Kerr ve Snelling
2009).

Klinik uygulamadaki en biiytlik zorluklardan biri de ¢oklu
ila¢ direncine sahip izolatlardir. Bunlar, P. aeruginosa'nin
da ciddi enfeksiyonlar olusturmasi sebebiyle yer aldigi
ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P.
aeruginosa ve Enterobacter tiirleri) olarak bilinen éncelikli
patojenlerdir. Coklu ila¢ direnci, kiiresel halk saglhigina
yonelik en biiyiik ii¢ tehdit arasindadir ve genellikle asir1
ilag kullanimi veya antimikrobiyallerin regetesiz ya da
uygunsuz kullanimindan kaynaklanmaktadir (Sievert ve
ark. 2013).

P. aeruginosa izolatlarinda pek ¢ok antibiyotige karsi
direng gelistigi goriilmektedir. Bu nedenle antibiyotiklerin
etkisiz kaldig1 vakalarda bir tedavi segenegi olarak
bakterileri parcalayan viruslar olan baktariyofajlarin
kullanilmasina dair c¢alismalar hizla artmaktadir. Bu
calismada, P. aeruginosa igin litik etkiye sahip faj/fajlarin
izolasyonu ve bu fajlarin farkli P. aeruginosa izolatlar1 icin
litik etkilerinin belirlenmesi amaglanmigtir.
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MATERYAL VE METOT

Bu arastirma faaliyetinin etik kurul denetimine tabi
olmadig1 Harran Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun 08/11/2021 tarih ve 2021/008-04 nolu
kararinda belirtilmistir.

Bakteri Suslar1

Bu calismada Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiltiir Koleksiyonu'nda
bulunan ve 31’i (10 mastitli siit, 6 Otitis externa ve 15
apse) hayvanlardaki Kklinik vakalardan, 6’s1 sigir
giibresinden, 3’ii de atik sulardan izole edilen toplam 40
Pseudomonas aeruginosa izolat1 ve pozitif kontrol olarak P.
aeruginosa ATCC 9027, negatif kontrol olarak da
Staphylococcus aureus ATCC 29213 referans susu
kullanild1.

Besiyerleri

Calismada kiltiir koleksiyonunda saklanan konak
bakterilerin canlandirilmasi ve tiretilmesi i¢in Tryptic Soy
Agar (TSA) ve Triptik Soy Broth (TSB), Faj izolasyonu i¢in
yapilan ekimlerde ise Luria Bertani Broth, (LB broth) ve
Luria Bertani Agar (LBA), Kirby-Bauer disk difiizyon testi
icin Miiller Hinton agar kullanild1 (HiMedia, Hindistan).

Faj izolasyonunda Kullanilan Materyaller

Bu amagla etkenin bulunabilecegi ortamlar olarak
degerlendirilen ciftliklerden toprak, atik sular, giibre
ornekleri, lagim sular1 gibi cevresel 6rnekler 50 ml steril
kaplara alinarak kullanildi.

P. aeruginosa Suslarinin Pasaji ve Bakteriyel DNA
Izolasyonu

Derin dondurucuda saklanan izolatlar1 canlandirmak igin
Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerine ekim yapild1 ve 24 saat
37 °C inkiibe edildi. Besiyerinde iireyen koloniler Gram
boyama ile boyanarak saflik yoniinden kontrol edildi. Daha
sonra DNA ekstraksiyonu i¢in 1.5 ml'lik ependorfta 250pl
distile su icinde bir 6ze dolusu kiltiir slispanse edildi.
Hiicrelerin parcalanmasi ve DNA'nin agiga ¢ikmasi igin,
ornekler 10 dakika kaynatildi ve ardindan 14.000 devirde
10 dakika santrifiij edildi. Supernatant, bakteri DNA
kaynagi olarak kullanildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

P. aeruginosa izolatlarinin dogrulanmasi Spilker ve ark.
(2004) tarafindan bildirilen primerler ve protokol
kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 1). PCR reaksiyonu 25
ul total hacimde ve 16.65 pl steril distile su, 3 ul MgCl+2, 2.5
ul PCR Buffer, herbir primerden 0.4 pl (100 pmol/ul stok),
0.2 pl ANTP miks (10 mM), 0.25 pl Taq polimeraz, 2 ul
bakteriyel DNA olacak sekilde hazirlandi.  Karisima
95 °Cde 2 dakika baslangi¢ denatiirasyonunu takiben,
toplam 40 dongi olacak sgsekilde 94 °Cde 20 s
denatiirasyon, 58 °C’de 20 s primer baglanmasi, 72 °C’'de
40 s zincir uzama asamasi ve 72 °C 1 dk son zincir uzama
asamasl uygulandi.

PCR Uriinlerinin Goériintillenmesi

Elde edilen PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi i¢in 10 pl DNA
2 pl 6x yiikleme soliisyonu ile karigtirillarak 5 pg/ml
etidyum bromid iceren %1.5 agaroz jele yiiklenerek
elektroforez gerceklestirildi. Marker olarak 100 bp DNA
Ladder (Genaid, ingiltere) kullamldi. P. aeruginosa ATCC
9027 pozitif kontrol ve Staphylococcus aureus ATCC 29213
referans suslarinin DNA’lar1 negatif kontrol olarak
kullanild1.



[Litik Pseudomonas aeruginosa Faj [zolasyonu]

Van Vet J, 2024, 35 (1) 152-159

Tablo 1: P. aeruginosa’'nin molekiiler olarak dogrulanmasi i¢in kullanilan primerler (Spilker ve ark. 2004).

Table 1: Primers used for molecular confirmation of P. aeruginosa (Spilker et al. 2004).

Primer Sequence (5'-3") Location Amplikon biyiikligii size (bp)
PA-SS-F GGGGGATCTTCGGACCTCA 189-206 956
PA-SS-R TCCTTAGAGTGCCCACCCG 1124-1144

Antibiyotik Duyarliliklarinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal duyarhlik testi, Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisi (CLSI) kriterlerine (CLSI 2022)
uygun olarak disk difiizyon yontemiyle yapildi. Fajlar icin
konak olarak kullanilacak 40 adet P. aeruginosa izolatinin
antibiyotik duyarliliklarin1 belirlemek i¢in penisilin G (P,
10 pg), streptomisin (S, 10 pg), azitromisin (AZM, 15 pg),
amoksisilin/klavulonik asit (AMC, 20/10 pg), doksisiklin
(DO, 30 pg), tilosin (TY, 15 pg), oksitetrasiklin (T, 30 pg),
sefkuinom (CEQ, 30 pg), eritromisin (E, 15 pg), ampisilin
(AM, 10 pg)), enrofloksasin (ENR, 5 pg) ve gentamisin (CN,
10 pg) iceren ticari (Oxoid, ingiltere) diskler kullanildi.

Bakteriyofaj izolasyonu

Cevresel orneklerden (lagim sulari, giibre) alinan 6rnek
stispansiyonlar 10.000xg devirde 10 dakika santrifiij
edildikten sonra siipernatant 0,22 um por ¢apina sahip
filtreden siiziilirek, baska steril bir tiipe akatarildi. Bu
filtratttan daha sonra 100 pl 2 mM CaClz iceren 10 ml LB
broth icine konularak ve iizerine log fazindaki konakei
bakterinin kiltiiriinden 100 pl eklenerek karisim 50 rpm
devirde 37 °C de 24-48 saat ¢alkalanarak inkiibe edildi. Bu
slirenin sonunda kiiltiir 10.000xg devirde 10 dakika
santrifiij edilerek istteki slipernatant ayr1 bir steril tiipe
alinarak tizerine 0.5 ml kloroform eklendi ve daha sonra
test bakterilerinin duyarliliginin belirlenmesinde (spot
testinde) kullanildi. Bu amagla konak olarak kullanilan
izolatlarin logaritmik fazdaki siv1 kiiltiiriinden TSA’a 100
ul yayma ekim metodu ile ekim yapilarak iizerine 10 pl faj
filtratt damlatilarak 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakild1.
Litik faj aktivitesine sahip filtratlar 4 °C’de saklandi.

izole Edilen Bakteriyofajlarin (ift Tabaka Agar
Yoéntemi ile Saflagtirilmasi

Elde edilen steril bakteriyofaj soliisyonunda bulunmasi
muhtemel farkli fajlarin  saflagtirilmasi amac ile
solisyonun 10-1”a kadar 10 kath diliisyonlar:
gerceklestirildi. Bu amagla c¢ift tabakali agar yontemi
kullanildi. Diliisyon tiiplerinden alinan 0,1 ml bakteriyofaj
solusyonu, 100 pl log fazindaki konak¢r bakteri
siispansiyonu ile 4 ml yumusak (%0.7) LBA (ortalama
48 °C’de bulunan) karistirilarak alttaki LBA yiizeyinin
lizerine esit oranda dokiildii. Steril pastor pipeti ile tek
plak olusumu goriilen petrilerden bakteriyofaj plaklari
kesilerek TSB icerisine aktarildi. Kesilen bakteriyofaj
plaklar1 siv1 besiyerinde karistirilarak bakteriyofajlarin
besiyerine ge¢mesi saglandi. Elde edilen bakteriyofaj
slispansiyonu yine on katli olarak dililye edilerek cift
tabaka agar yontemi uygulanarak 18 saat 37 °C’de inkiibe
edildi. Bu islem tickez tekrar edilerek saf bakteriyofaj
eldesi yapildi. Bu solusyon piirifiye olmus saf bakteriyofaj
stoku olarak -80 °C de kullanilincaya kadar kiigiik
taksimatlar halinde saklandi.

Bakteriyofajlarin Cogaltilmasi

Litik olan ve saflastirilan fajlarin ¢alismada kullanilan 40
izolat iizerine olan litik etkilerini belirlemek igin ti¢ farkl
faj cogaltilarak titreleri yiikseltildi. Bu amagla konak
logaritmik fazdaki siv1 kiiltiiriinden TSA’ya 100 pl ekilerek
petrinin tiim yiizeyine yayildi. Yiizey kuruduktan sonra
steril faj filtratindan 200 pl agar yiizeyine yayildi. 37 °C’'de
24 saat inkiibasyonun ardindan iizerinde litik alanlar

bulunan petriler steril FTS ile toplanip, ayni islem en az 3
pasaj devam ederek fajlarin ¢ogaltilmasi saglandi. Son
olarak FTS icinde toplanan faj ve bakteri karisimlari
santrifiij edildikten sonra 0.22 um filtreden gecirilerek
elde edilen steril bakteriyofaj soliisyonlarinin titreleri
belirlendi.

Bakteriyofaj Titresinin Belirlenmesi

Sivi kiiltiirlerdeki bakteriyofaj titrelerinin belirlenmesi, cift
katmanl agar yéntemi ile belirlendi. ilk olarak bakteriyofaj
suslart sterile saline-magnesium-gelatine buffer (SGM)
soliisyonunda 10-den 10-1° oranina kadar diliie edildi.
Sonra 100 pl faj diliisyonu ve konak bakteri
slispansiyonundan (~108 cfu/ml) 100 pl alind1 ve 4 ml soft
agar (%0.4) ile karistirllarak LBA (CaCl: ilave edilmis)
iceren petriler tlizerine dokiildii. Besiyeri katilastiktan
sonra 37 °C'de gece boyunca inkiibe edildi. Bir gecelik
inkiibasyonun ardindan bakteriyofaj plak olusturma birimi
(PFU/mL) belirlendi.

Bakteriyofajlarin Farkh izolatlarda Litik Etkilerinin
Belirlenmesi

izole edilmis bakteriyofajlarin litik aktivitesi, bakteriyofaj
sispansiyonundan 10-20 pl "spot test" ydntemi
kullanilarak  degerlendirildi. = Bakteriyofajlarin  litik
aktiviteleri, faj damlasi uygulamasindan sonra LB agar
tizerinde olusan plaklarin seffaflifina gére belirlendi.

BULGULAR
PCR Bulgular

incelenen izolatlardan PCR ile P. aeruginosa oldugu
dogrulanan 40 izolat ¢alismada kullanild: (Sekil 1).

Sekil 1: PCR sonucu elde edilen bantlarin agaroz jel
elektroforezde goriintiisii.

Figure 1: Agarose gel electrophoresis of PCR products.

M: DNA ladder, 1: Negatif Kontrol, 2: Pozitif Kontrol, 3-6, 8-15, 17, 18, 20-24
P. aeruginosa; 7, 16, 19, 25 ve 26 Pseudomonas spp. izolatlar1.

izolatlarin Antibiyotik Duyarhiliklarinin Belirlenmesi

izole edilen bakteriyofajlarin litik etkilerinin
arastirilmasinda konak bakteri olarak kullanilacak 40 adet
P. aeruginosa izolatinin antibiyotik duyarlliklar1 (Tablo 2)
ve duyarlilik/direnclilik oranlar (Tablo 3) tablolarda
verildi. On iki antibiyotige kars1 duyarhliklar test edilen
konak bakterilerin tamami 6-10 etken maddeye direngli
bulundugu i¢in konak bakteri olarak kullanilan izolatlarin
tamamui (40/40) coklu antibiyotik direncine sahip (MDR)
izolatlar olarak degerlendirildi (Sekil 2).
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Bakteriyofajlarin izolasyonu

Bakteriyofaj izolasyon ¢alismalari sonucunda spot testinde
pozitif reaksiyon veren litik fajlar izole edildi. Elde edilen
steril bakteriyofaj soliisyonunda bulunmasi muhtemel
farkl fajlarin saflastirilmasi amaci ile 10 kath diliisyonlari
gergeklestirilen fajlarin 10-7 diliisyonunda sayilabilecek faj
plaklar1 olustu (Sekil 3). Buradan farkli goriiniimdeki
plaklardan segilerek saflastirildiktan sonra PAFA, PAFO ve
PAFS olarak adlandirilan 3 farkli bakteriyofaj elde edildi
(Sekil 4).
Bakteriyofajlarin
Belirlenmesi

Saflastirilan her ¢ fajin da ¢ogaltildiginda 3x101° PFU/ml
araliginda faj titresine sahip oldugu belirlendi. Sulandirilan

Cogaltilmas1 ve  Titrelerinin

faj stoklarinin her bir sulandirmasindan yapilan ekimler
sonucunda her bir agar tabakasi lizerindeki plaklar
sayilarak ve faj titresi hesaplandi.

Bakteriyofajlarin Farkli Pseudomonas Suslarina Olan
Litik EtKilerinin Belirlenmesi

P. aeruginosa oldugu dogrulanan toplam 40 adet izolat,
elde edilen PAFA, PAFO ve PAFS kodlu bakteriyofajlarla
test edilerek bu suslara olan litik etkileri belirlenmistir
(Tablo 2; Sekil 5).

Elde edilen sonuglara gore PAFO faji 25 izolat (%62.5),
PAFA faj1 35 izolat (% 87.5) ve PAFS faj1 30 izolat (%75)
icin litik etki olustururken, her ii¢ fajin da litik etki
gosterdigi 10 izolat (%25) belirlendi.

Tablo 2: P. aeruginosa izolatlarinin test edilen antibiyotiklere ve izole edilem bakteriyofajlara duyarhliklari.

Table 2: Susceptibility of P. aeruginosa isolates to tested antibiotics and isolated bacteriophages.

Sus No Antibiyotikler Litik etki
P|S AZM AMC DO TY | T CEQ E | AM ENR CN PAFO PAFA | PAFS

1 S S + +
2 S S S + + +
3 S S S S + +
4 S S S + +

5 S S S S S + +
6 S S S + + +
7 S S S S S + + +
8 S S S S S + +
9 S S S + +
10 S S S + +

11 S S S + + +
12 S S S S S S + +

13 S S S S + +
14 S S S S + +
15 S S S S S S + +

16 S S S + +

17 S S S + +

18 S S S + + +
19 S S S + +

20 S S S S S + +
21 S S S + +
22 S S S S + +
23 S S S + +
24 S S S + + +
25 S S S S + +

26 S S S + + +
27 S S + +

28 S S S S S + +
29 S S S + +
30 S S + +
31 S S S + +
32 S S S + +

33 S S S + +
34 S S S S S + + +
35 S S S + + +
36 S S + + +
37 S S S S + +
38 S S + +
39 S S S + +
40 S S S + +

Toplam | 0 | 5 33 5 9 0 0 6 0 4 40 35

Antibiyotik duyarhliklar1 agisindan S: Duyarli, Bosluk: Direngli P: penisilin G, S: streptomisin, AZM: azitromisin, AMC: amoksisilin/klavulonik asit, DO: doksisiklin, TY: tilosin, T:
oksitetrasiklin, CEQ: sefkuinom, E: eritromisin, AM: ampisilin, ENR: enrofloksasin, CN: gentamisin. Faj litik etkisi agisindan + : Lizis var Bogluk: Lizis yok.
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Tablo 3: P. aeruginosa izolatlarinin disk difiizyon teknigi ile belirlenen duyarhlik/direnclilik oranlari.

Table 3: Susceptibility/resistance rates of P. aeruginosa isolates determined by disk diffusion technique.

Antibiyotik* Duyarli izolat

Direngli izolat

n (%) n (%)
P 0(0) 40 (100)
S 5 (12.5) 35 (87.5)

AZM 33 (82.5) 7 (17.5)

AMC 5 (12.5) 35 (87.5)

DO 9 (22.5) 31(77.5)
TY 0 (0) 40 (100)
T 0(0) 40 (100)

CEQ 6 (15) 34 (85)
E 0 (0) 40 (100)

AM 4 (10) 36 (90)

ENR 40 (100) 0(0)

CN 35 (87.5) 5 (12.5)

*P: penisilin G, S: streptomisin, AZM: azitromisin, AMC: amoksisilin/klavulonik asit, DO: doksisiklin, TY: tilosin, T: oksitetrasiklin, CEQ: sefkuinom, E: eritromisin,

AM: ampisilin, ENR: enrofloksasin, CN: gentamisin.

Sekil 2: Disk difiizyon teknigi ile yapilan antibiyogram
testi sonuglari.

Figure 2: Antibiogram test results by disk diffusion
technique.

Sekil 3: Cift tabaka agar yontemindeki faj plaklarinin
gorintimi (PAFS).

Figure 3: View of phage plaques in the double layer agar
method.

SeKkil 4: izole edilen ii¢ fajin litik etkisi (Konak bakteri 29
numaral P. aeruginosa izolati).

Figure 4: Lytic effect of three isolated phages (Host
bacterium P. aeruginosa isolate 29).

Sekil 5: Test edilen her {i¢ fajin bazi1 konak P. aeruginosa
izolatlarina litik etkileri.

Figure 5: Lytic effects of all three phages tested on some
host P. aeruginosa isolates.

TARTISMA VE SONUC

P. aeruginosa farklh  hayvan tirlerinde ¢esitli
enfeksiyonlara neden firsatci bir patojendir. P. aeruginosa
hayvanlarin deri ve sindirim sisteminde yaygin olarak
bulundugu igcin bagisiklik sisteminin  baskilandig1
durumlarda firsatgr enfeksiyonlara neden olmaktadir.
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P. aeruginosa'ya bagh olarak kopeklerde otitis eksterna,
sigirlarda mastitis ve abortus, korneal {ilser, atlarda
metritis, koyunlarda yapag ¢lrikligli ve kanath
hayvanlarda embriyonal o6liimleri ortaya ¢ikmaktadir
(Arda ve ark. 1997).

P. aeruginosa, birden fazla mekanizma yoluyla, genellikle
ayni anda diren¢ olusturma konusunda olaganiisti bir
yetenege sahiptir ve bu da neredeyse mevcut tim
antibiyotiklere karsi direngle sonuglanmaktadir (Harada
ve ark. 2012). Abbas ve ark. (2022) yaptiklari ¢calismada 24
P. aeruginosa izolatinin 22’sini (%91.66) MDR olarak
belirlemislerdir. Arastiricilar bu 22 MDR izolatinin
19'unda (%86.36) biyofilm iretimini pozitif olurak
saptarken hepsinde biyofilm kodlayan gen (psIA) varligini
da gostermislerdir. Pseudomonaslarda goriilen ¢oklu
antibiyotik direnci gerek insanlarda (Gil ve ark. 2004;
Cufali 2011; Deredjian ve ark. 2011; Gomes ve ark. 2011;
Oriiklii 2011; Oner ve ark. 2022) gerekse hayvanlarda
(Aslantas ve ark. 2022; Unal 2005; Keskin ve ark. 2012;
Sahin 2015; Zeyrek 2019; Eliasi ve ark. 2020; Abdou ve
ark. 2021) pek ¢ok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir.

Gl ve ark (2004) klinik 6rneklerde elde edilen 71 P.
aeruginosa izolatinda seftazidime duyarliligim
arastirdiklar1 ¢alismada disk diftizyon teknigi ile %42,3, E-
test yontemi ile de %50.7 oraninda direng tespit
etmislerdir. Cufali (2011) klinik 6rneklerden elde edilen
128 P. aeruginosa izolatin 13 antibyotige karsi
duyarlliklarini degerlendirdigi calismasinda bu
antibiyotiklere %10.1-95.9 arasina degisen direnglilik
saptamistir. Deredjian ve ark. (2011) yapmis olduklari
calismada hastane suslarinin %60'nin 3'ten 16'ya kadar
antibiyotik olacak sekilde coklu direng fenotipi gosterdiini
rapor etmislerdir. Oner ve ark. (2022) Ocak 2017-Aralik
2021 tarihleri arasinda bes yillik siirecte P. aeruginosa
izolatlarinda saptanan direng durumun
degerlendirmislerdir. Bu stirecte klinik drneklerden izole
edilen 2876 P. aeruginosa izolat1 incelenmistir. izolatlarda
en diisiik diren¢ oranlari amikasine %3, gentamisine %6,
en yliksek diren¢ oranlar1 ise seftazidime %21 ve
imipeneme %19 olarak belirlenmis ve diren¢ durumunda
yillara gére anlaml bir farklilik oldugunu bildirmislerdir.

Unal (2005) farkli kaynaklarda elde edilen P. aeruginosa
izolatlarinin  tamamimi  (%100) enrofloksasin  ve
gentamisine duyarli, karbenisiline orta derecede duyarh
bulurken ampisilin, aztronam, piperasilin, sefatoksim,
tetrasiklin, eritromisin, streptomisin, kanamisin ve
trimeyhoprim/stilfamethaksosol  i¢ci %100  direng
saptamislardir. Keskin ve ark. (2012) bir siit ¢iftliinde
buzagilarda goriilen yiliksek o6liimler nedeniyle incelen
ornekten izole edilen P. aeruginosa susunda ampisilin,
amoksisilin, amokisilin/klavulanik  asit,  sefoksitin,
siprofloksasin, eritromisin, gentamisin, norfloksasin,
oksasillin, penisilin, rifampin, streptomisin, tetrasiklin,
trimetoprim-sulfametoksazol ve vankomisine direng
belirlerken sadece imipenem duyarli bulunmustur. Sahin
(2015) klinik mastisli inek siitlerinden elde edilen P.
aeruginosa izolatlari icin danofloksasin,
linkomisin/neomisin, sefaperazon ve kolistin siilfat icin
duyarhlik orani %100 olarak bildirirken
pensilin/novobiosin, amoksisilin/klavulonik asit,
kanamsinin/sefaloksin ve eritromisine %100 direng
belirlemisler.  Arastiricilar  florfenikol  icin %29,
trimethoprim/stilfamethaksosol icin %29 ve
oksitetrasiklin i¢in de %71 oraninda direng belirlediklerini
rapor etmislerdir. Zeyrek (2019) kdopeklerin burun
boslugundan izole edilen P. aeruginosa suslarinda
amoksisilin/klavulonik asit, ampisilin/sulbaktam,
imipenem, kloksasilin ve penisilin/novobiosin i¢cin %100
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diren¢ orani bildirirken kanamisin/sefaleksin %64 olarak
bildirilmistir. Arastiricilar oksitetrasiklin i¢in %55,
enrofloksasin ve gentamisin icinse %100 duyarlihik
belirlemislerdir. Eliasi ve ark. (2020) Gliney Afrika’da bir
veteriner hastanesinden temin edilen P. aeruginosa
izolatlarinda 19 antibiyotik icin disk difiizyon teknigi ile
duyarliliklar1 arastirmislar ve linkomisin icin %98,
penisilin-G icin %96, amoksisilin/klavulonik asit i¢in %93,
amoksisilin/ampisilin, karbenisilin ve tylosin i¢cin %92,
linkomisin/spektinomisin, orbifloksasin ve sefalotin icin
%90, kloramfenikol ve kanamisin i¢in %89, doksisklin icin
%87, piperasilin icin %86, seftisidim i¢in %77,
enrofloksasin icin %73, gentamisin i¢in %18, amikasin i¢in
%16, tobramisin i¢in %12 ve imipenem i¢in %6 direnglilik
saptamislardir. Abdou ve ark. (2021) ordeklerden izole
edilen 20 adet P. aeruginosa susunda eritromisin,
oksitetrasiklin, ampicilin ve amoksisilin i¢in %95, tylosin
icin %90, doksisiklin ve sefotaksim icin %85, norfloksasin
icin %55, enrofloksasin i¢cin %50, siprofloksasin i¢in %45
ve florfenikol icin %20 oraninda diren¢ saptamigslardir.
Aslantas ve ark. (2022) klinik mastitisli sigir stitlerinden
izole 44 susun disk difizyon teknigi ile gentamisin,
tobramisin, amikasin, piperasilin/tazobaktam, aztreonam,
meropenem, imipenem, siprofloksasin, sefipim, piperasilin
ve seftazidim duyarliliklarini aragtirmiglardir. Calismacilar
izolatlarin cogunu (%72.7) incelenen tim
antimikrobiyallere  duyarli bulduklarini, 8 izolati
siprofloksasine, bir izolat1 gentamisin ve siprofloksasine,
bir izolati meropenem ve imipeneme, bir izolati
meropenem, imipenem ve siprofloksasine, bir izolatin da
gentamisin, tobramisin, amikasin, siprofloksasin ve
seftazidime direngli bulundugunu, bu sonuglara gore
siproflaksasin i¢in diren¢ oraninin %25, karbepenemler
icin %4.5 olarak hesaplandigini rapor etmislerdir. Verilen
bu arastirmalarin tamaminda sonuglar MDR olarak
degerlendirilmistir. Sunulan bu ¢alismada da konak olarak
kullanilan P. aeruginosa izolatlarinin tamami li¢ ve iicten
fazla antiyotige direncli oldugundan ¢oklu dirence (MDR)
sahip olduklar1 degerlendirilmis olup arastiricilarin
sonuglar1 ile uyumludur. Bu c¢alismada test edilen 12
antibiyotik i¢in direnglilik oranlar1 penisilin, tylosin,
oksitetrasiklin ve eritromisin i¢in %100, ampilisin igin
%90, streptomisin ve amoksisilin/klavulonik asit i¢in
%87.5, sefkuinom igin %85, doksisklin i¢cin %77.5,
azithromisin i¢in %1.5 ve gentamisin i¢in %12.5 olarak
saptanirken, izolatlarin tamami enrofloksasine duyarh
bulunmustur. Elde edilen bu direng oranlar1 arastiricilarin
bulgular1 ile genel olarak benzer bulunsa da baz
antibiyotikler  i¢cin  bildirilen = diren¢  oranlariyla
uyumsuzlugun farkli cografik alanlardan izole edilen
etkenlerin test edilmesi ya da zamana bagh olarak
kazanilmis direng oranlarinin artmasi ile iliskili olabilecegi
degerlendirilmektedir.

Antibiyotiklerin yaygin kullanimi ve antibiyotik direncinin
siirekli artmasi nedeniyle bakteriyofajlar, P. aeruginosa'nin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde etkili
alternatifler gibi goriinmektedir (Pires ve ark. 2015; Litwin
ve ark. 2021). Veteriner hekimlikte, evcil hayvanlarda deri
enfeksiyonlariyla savagsmak icin bakteriyofaj tedavisine
iliskin c¢alismalar smirhdir, ancak bakteriyofajlarin P.
aeruginosa'nin  antibiyotige direngli enfeksiyonunun
tedavisinde potansiyele sahip oldugu kanitlanmistir
(Furusawa ve ark. 2016).

Giiniimiizde fajlar insan ve veteriner hekimliginde yeniden
kullanim alanina kavusmakta ve fajlara dayali yeni ilaglar
gelistirilmektedir. Her ikisi de bakteriyel hastaliklara karsi
ana tedavi ajanlar1 oldugundan genellikle antibiyotiklerle
karsilastirilirlar.  Verimlilikleri, diger farmasoétiklerle
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uyumlulugu, dogal kokenleri ve alerjiye veya bagimliliga
neden oldugunun bilinmemesi gibi ¢esitli yonlerden ifade
edilmektedir (Sulakvelidze ve ark. 2001).

Bazi klinik calismalar, hasta insan (Wright ve ark. 2009) ve
koépeklerde (Hawkins ve ark. 2010) enfeksiyoz otitis
tedavisinde bakteriyofajlarin kullanimina yonelik cesaret
verici sonuglar saglamistir. Diger ¢alismalar, hayvanlarda
deneysel olarak olusturulan sistemik enfeksiyonlarin
tedavisinde, dzellikle biyofilmlere karsi bakteriyofajlarin
faydalarin1 bildirmistir (Ferriol-Gonzéales ve Domingo-
Calap 2020).

P. aeruginosa enfeksiyonlarmi kontrol etmek icin f3-
laktamlar (penisilinler, karbapenemler, sefalosporinler,
monobaktamlar), aminoglikozitler ve fluorokinolonlar
dahil olmak iizere geleneksel olarak kullanilan
antibiyotiklere karsi olduk¢a fazla direngli suslar
bulunmaktadir. Bu bulgular izole fajin etkinligini ve faj
terapisinde uygulamaya uygunlugunu desteklemektedir.
Genis konake1 araligina sahip fajlarin etkili biyokontrol
olarak kabul edildigi ve faj terapisinde terapdtik uygulama
icin daha ¢ok tercih edildigi iyi bilinmektedir (Ferndndez
ve ark. 2019).

Faj tedavisi, yaygin olarak kullanilan antimikrobiyallere
yanit vermeyen hastalar i¢cin umut verici bir tedavi
secenegidir. Belirli salgin suslar1 hedef alabilen yeni
fajlarin izolasyonu, fajlarin klinik uygulamasi i¢in esastir. P.
aeruginosa, hastane kaynakli enfeksiyonlarin énde gelen
nedenidir ve antibiyotiklere kars1 gii¢li bir dogal direng
gosterir. Bu nedenle faj tedavisi, hastane kaynakl
enfeksiyonlarin 6nde gelen nedeni olan ve antibiyotiklere
kars1 giicli dogal direng gosteren kronik P. aeruginosa
enfeksiyonlarinin tedavisinde gecerli bir alternatiftir
(Berube ve ark. 2016).

Bir = bakteriyofajin  litkk  spektrumu, potansiyel
uygulamalarin1  belirleyen en  d6nemli  biyolojik
ozelliklerden biri olarak kabul edilmektedir. Bir fajin litik
spektrumu, enfekte edebilecegi bakteri cinsleri, tiirleri ve
suslarinin araligi ile tanimlanmaktadir. Bu biyolojik 6zellik
faj biyokontrol uygulamalarinda kritik dneme sahiptir
clinkii fajin belirli bakteri tiirlerini hedefleme yetenegini
belirler (Kutter 2009).

Sharma ve ark. (2021) atik sulardan P. aeroginasa igin
pekecok alanda uygulama potansiyeline sahip litik
bakteriyofaj izole ettiklerini bildirmislerdir. Ghaffar ve ark.
(2023) atik sulardan P. aeruginosa’ya karsi izole ettikleri
ylksek litik etkiye sahip bir fajla yaptiklari ¢calismada fajin
konakta P. aeruginosa kolonizasyonunu ve patogenezini
azalttigini, bu fajin P. aeruginosa'nin neden oldugu
enfeksiyonlar1 sinirlamak icin faj kokteyli terapisi olarak
diger litik fajlarla veya antibiyotiklerle kombine olarak
uygulanabilecegini belirtmislerdir. Elgawish ve ark (2023)
yapmis olduklari1 calismada hastane atik sularindan izole
ettikleri 3 farkli fajin antibiyotik tedavisine alternatif
olabilecek faj terapisi i¢in potansiyeli olan litik etkiye sahip
olduklarimi belirtmislerdir. Bu calismada litik etki gosteren
3 faj elde edildi 31’i klinik 6rneklerden (10 apse, 6 otitis
externa, 15 mastitisli siit), 6’s1 cevresel kaynaktan (gtibre)
ve 3’li de atik sularin izole edilmis toplam 40 P. aeruginosa
izolat1 i¢in litik etkileri arastiricilarin bulgular: ile uyumlu
olarak  degerlendirildi. = Sahada  o6zellikle lokalize
enfeksiyonlarin tedavisinde P. aeruginosa litik fajlarinin
basariyla kullanildigt yoniinde pek ¢ok arastirma
bulunmaktadir (Hawkins ve ark. 2010; Santos ve ark.,
2011; Khairnar ve ark., 2013; Fujiki ve ark., 2020; Grecu ve
ark, 2023). Bu calismada elde edilen fajlarin litik etki
oranlari da klinik kullanim agisindan umut verici olmakla
beraber, tedavi amaciyla kullanim potansiyellerinin

belirlenmesi icin adsorbsiyon siiresi, latent siire, cogalma
orani, adsorbsiyon orami gibi bakterifaj dinamiklerinin
belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica bu fajlarin viriilens ya
da antibiyotik diren¢ genleri tasiyip tasimadiklarinin
saptanmasi da kullanim potansiyellerini belirleyici
olacaktir.

P. aeruginosa'nin zoonotik potansiyeli, bu bakterinin
kontroliinde ve insan saghgini etkileme riskini azaltmada,
veteriner saglik, halk saglhigi ve cevre saghgi alanlan
arasinda is birligi yapilmasini gerektiren bir konu olarak
degerlendirilmelidir. Tek Saglik Konsepti yaklasimyi, bu tiir
karmasik sorunlara biitiinsel ve etkili ¢6ziimler gelistirmek
adina 6nemli bir ¢ergeve sunar.

Sonug olarak, P. aeruginosa'ya kargi litik bakteriyofajlar,
ozellikle antibiyotik direnci ve enfeksiyon kontrolii gibi
zorluklarla basa ¢ikma potansiyeline sahip, spesifik ve
etkili bir tedavi secenegi sunabilir. Bundan sonraki
calismalarda, calismada elde edilen fajlarin daha detayh
karakterizasyonlarinin yapilmasi, tedavi amaciyla ya da
cevresel dekontaminasyon uygulamalari igin ticari triin
haline donitstiiriilme potansiyellerinin belirlenmesinin
gerektigi kanisina varilmistir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu calisma i¢in herhangi bir ¢ikar catismasi
olmadigini beyan ederler.
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