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• Hastanemizdeki MDR K. pneumoniae izolatlarının karbapenemaz 
profilini belirlemek.

• Bu dirençli suşlara karşı çevresel kaynaklardan litik fajlar izole etmek.

• Bu fajların tedavi potansiyellerini in vitro düzeyde değerlendirmektir.
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K.pneumoniae izolatı 

Faj genom analizi, 
Karbapenemaz profili

Faj izolasyonu
İn-vitro litik etki
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Tablo 1. MDR K.pneumoniae’ların İzole Edildiği Klinik Materyallerin Dağılımı 

YÖNTEM

Klinik Numune Kültürü N=38 (%)

Kan 11 28,9

Trakeal aspirat 10 26,3

İdrar 8 21,1

Yara yeri 5 13,2

Balgam 3 7,9

Safra sıvısı 1 2,6



15 dk, 5000 rpm Filtrelenmemiş 
atık su örneği

Filtrelenmiş 
atık su örneği

Faj Süspansiyonlarının Hazırlanışı
Santrifüj ve Filtreleme



Filtrelenmiş atık 
su örneği

1022

Faj Süspansiyonlarının Hazırlanışı
Zenginleştirme

İndikatör
bakteriler

K1152

1 ml 10 ml



37  Cͦ ‘de 
18-24 saat 

Ertesi gün tekrar
santrifüj ve filtreleme 

Zenginleştirilen 
süspansiyonlar

Faj Süspansiyonlarının Hazırlanışı



1022

K1152

100 µl

100 µl

Faj Varlığının Saptanması
İkili Agar Kaplama Metodu

45-50 °C

5 ml

45-50 °C

5 ml
45-50 °C

5 ml

45-50 °C

5 ml
TSA + CaCl₂

TSA + CaCl₂



Faj filtratları
(X4)

10-20µl

37  Cͦ ‘de 
18-24 saat 

Kaynak 1 

Kaynak 4 

Faj Varlığının Saptanması: Spot Test Yöntemi

Kaynak 3 

Kaynak 2 
TSA + CaCl₂ TSA + CaCl₂



Resim 1. Atık su örneklerinde bakteriyofaj tespiti

Faj Varlığının Saptanması: Spot Test Yöntemi



Şekil 1. Seri Dilüsyonla Bakteriyofaj Titrelerinin Seyreltilmesi 

SM Buffer

100 µl

Tek Plak İzolasyonu ile Bakteriyofajların Saflaştırılması

10⁻¹ 10⁻² 10⁻⁸10⁻³ 10⁻⁴ …

Faj filtratları

100 µl
100 µl100 µl



100 µl

45-50 °C
5 ml

45-50 °C
5 ml

45-50 °C
5 ml

45-50 °C
5 ml

1022

K1152

200 µl

10⁻¹ 10⁻² 10⁻⁸10⁻³ 10⁻⁴

…

100 µl

200 µl

Dilüe fajlar

37  ͦC ‘de 

18-24 saat 

TSA + CaCl₂

TSA + CaCl₂

İkili Agar Kaplama Metodu 



Tek Plak İzolasyonu ile Bakteriyofajların Saflaştırılması

LB-Broth

Resim 2. (A) K. pneumoniae 1022‘ye (B) K. pneumoniae K1152‘ye etkili fajın İkili agar kaplama 

yöntemi ile elde edilen karışık morfolojideki faj plakları

1022
K1152 37  ͦC ‘de 

18-24 saat 

Faj + İndikatör 
bakteri



Santrifüj ve 
Filtreleme

Seri 
Dilüsyon

İkili Agar 
Kaplama

Plak 
Saflaştırma

Faj + İndikatör bakteri

TSA + CaCl₂

10⁻¹

100 µl

10⁻² 10⁻³ 10⁻⁴ 10⁻⁸…

1.Plak 
Saflaştırma

Faj filtratları



Resim 3. Tek Plak İzolasyon Yöntemi ile Saflaştırılmış Bakteriyofajların Petri Görüntüleri

Elde edilen fajlar sırasıyla KpF1’den KpF7’ye kadar isimlendirilmiştir 



Saflaştırılan Fajların K. pneumoniae İzolatları Üzerine
Etkinliklerinin Belirlenmesi

10⁻⁸ pob/µl

1 2 3 7

…

KpF

K. pneumoniae

1 2 3 38

…

100 µl

45-50 °C
5 ml

45-50 °C
5 ml

TSA + CaCl₂ TSA + CaCl₂
…

37  Cͦ  
18-24 saat 

10-20 µl

1 38



Resim 4. Plak morfolojilerine göre saflaştırılan fajların spot test yöntemi ile klinik K. pneumoniae izolatına denenmesi
Bakterinin; “+” duyarlı (Lizis pozitif) olduğu fajlar

Bakterinin;  “-ˮ dirençli (Lizis negatif) olduğu fajlar
C; kontrol olarak SM buffer damlatıldı. 



Tablo 2. K. pneumoniae izolatlarında bulunan karbapenemaz genlerinin dağılımı 

BULGULAR

Saptanan gen N=52 %

NDM 20 38,5

OXA 19 36,5

VIM 12 23,1

KPC 1 1,9

IMP 0 0,0

Gen Kombinasyonları N=26 %

OXA + NDM 10 38,5

OXA +VIM 7 26,9

NDM + VIM 6 23,1

OXA + NDM + VIM 3 11,5



Resim 5 . K. pneumonia bakteriyofajlarının EcoRI ve HindIII kesimi sonucu jel 
elektroforezinde oluşan fragmentler. 

Grup 1 Grup 2

İzole edilen Faj DNA’larının
Restriksiyon Profillerinin Belirlenmesi



“+”: duyarlı, “-”: dirençli K. pneumonia izolatları
* İndikatör Bakteriler
** Restriksiyon profilleri aynı olan fajlara karşı farklı hassasiyet gösteren K. 
pneumonia izolatları

No
Bakteri 

İzolatları

Meropenem 

Duyarlılığı

Karbapenemaz 

Direnç Genleri
KpF1 KpF2 KpF3 KpF4 KpF5 KpF6 KpF7

1 2473 R NDM, VIM + + + + + + +

2 1022* R NDM, VIM + + + + + + +

3 K3199 R NDM, VIM + + + + + + +

4 2284 R NDM, OXA + + + + + + +

5 2060 R NDM + + + + + + +

6 1024 R NDM + + + + + + +

7 2289** R Ø + + - - + + +

8 K1508 R KPC + + + + - - -

9 K2276** R VIM + + + + + - -

10 1098 R OXA, VIM + + + + + + +

11 1987 R OXA, VIM + + + + - - -

12 1978 R NDM, OXA + + + + - - -

13 K5524 R OXA, VIM + + + + - - -

14 3750 R NDM, OXA - - - - - - -

15 1205 R OXA + + + + + + +

16 1975 R NDM, OXA, VIM + + + + + + +

17 2459** R NDM - - - + - - -

18 2067 R OXA, VIM + + + + - - -

19 K2868 R NDM, OXA, VIM + + + + - - -

20 6425 R Ø - - - - + + +

21 5097 R NDM, OXA + + + + - - -

22 K1315** R NDM, OXA, VIM - + - + + - -

23 604 R NDM + + + + + + +

24 1001 R OXA - - - - - - -

25 K3127 R NDM, OXA - - - - - - -

26 K1280 R Ø + + + + + + +

27 9431 R NDM, OXA + + + + + + +

28 3346 R OXA + + + + + + +

29 1575** R NDM + + + + - + -

30 1535 R NDM, OXA + + + + - - -

31 K3454 R OXA + + + + - - -

32 K1319 R VIM - - - - - - -

33 1035 R NDM - - - - - - -

34 K3273 R Ø + + + + - - -

35 3021 R NDM + + + + - - -

36 2933 R Ø + + + + - - -

37 1235 R OXA + + + + + + +

38 1027 R Ø + + + + + + +

39 K1152* - - - - + + +

GRUP 1 GRUP 2
• 7 fajın 33/38 (%86,84) K. pneumonia izolatına 

karşı litik etkili olduğu tespit edildi.

• Fajların litik etki spektrumları; 

• KpF1 için 30/38 (%78,94)
• KpF2 için 31/38 (%81,57)
• KpF3 için 29/38 (%76,31)
• KpF4 için 31/38 (%81,57)

• KpF5 için 19/38 (%50)
• KpF6 için 18/38 (%47,36)  
• KpF7 için 17/38 (%44,73) 

Grup 1

Grup 2

No
Bakteri 

İzolatları

Meropenem 

Duyarlılığı

Karbapenemaz 

Direnç Genleri
KpF1 KpF2 KpF3 KpF4 KpF5 KpF6 KpF7

7 2289** R Ø + + - - + + +

9 K2276** R VIM + + + + + - -

17 2459** R NDM - - - + - - -

22 K1315** R NDM, OXA, VIM - + - + + - -

29 1575** R NDM + + + + - + -

GRUP 1 GRUP 2



• Fajın genom büyüklüğü 174.940 baz çiftidir.

• GC oranı %41,87.

• Genomda 208 açık okuma çerçevesi (ORF)

• Caudovirales takımının ve Myoviridae ailesinin üyesi

Fajların Genom Karakterizasyonu



• Fajın genom büyüklüğü 38.290 baz çiftidir 

• GC oranı %51.03’tür. 

• Genomda 56 açık okuma çerçevesi (ORF) 

• Caudovirales takımının ve Siphoviridae ailesinin üyesi

Fajların Genom Karakterizasyonu



“P”: Fajın bakteri üzerinde litik etkisi var. 
“N”: Fajın bakteri üzerinde litik etkisi yok.

*Klebsiella pneumoniae dışında KpF2 fajına karşı hassas olan bakteriler.

Fajların Konak Aralıklarının Belirlenmesi



TARTIŞMA VE SONUÇ

38 MDR K. pneumoniae

NDM geni = 20/52 (%38,46) 

31 litik / 38;  (%81,57) etki ile KpF2 fajı

19 litik / 38;  (%50) etki ile KpF5 fajı



TEŞEKKÜRLER
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