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Bu tezin konusu; S. Enteritidis’e 6zgii SE-P47 bakteriyofajinin enkapsiilasyonu ve
kapsiillenen fajin gida zincirinin farkli asamalarinda kullanim olanaklarinin
incelenmesidir. Ekstriizyon ve piiskiirterek kurutma olmak tizere iki enkapsiilasyon
teknigi kullanilmis ve ekstriizyon yontemiyle enkapsiilasyon iglemi optimize edilmistir.
Ekstriizyon yontemiyle iretilen aljinat boncuklarinin daha yiiksek faj titresine sahip
oldugu tespit edilmistir. Optimum kosullarda kapsiillenen faj; farkli sicakliklarda, farkli
pH degerlerinde ve simiile mide sivisinda serbest formdaki faj 6rneklerine gore daha
yiiksek stabilite sergilemistir. Kapsiillenen ve serbest formdaki faj 6rnekleri 12 ay
boyunca 4 ve 25°C’de muhafaza edildiklerinde canliliklarin1 korumustur. Simiile
bagirsak sivisi ve yarim yagl siitte aljinat boncuklarindan faj salinimi belirlenmis ve S.
Enteritidis sayisinda onemli diisiisler elde edilmistir. Sonuglar, ekstriizyon yontemiyle
aljinat ile kapsiillenen SE-P47 fajinin gida zincirinde hayvanlarda terapdtik ajan veya

gidalarda biyokoruyucu ajan olarak kullanim potansiyeli oldugunu gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Aljinat, bakteriyofaj, enkapsiilasyon, optimizasyon, Salmonella, stabilite.



SUMMARY

DETERMINATION OF THE EFFICACY OF ENCAPSULATED PHAGES IN THE
BIOCONTROL OF SALMONELLA ENTERITIDIS AND EVALUATION OF USE AS
A BIOPRESERVATIVE IN MILK

KOCER ALASALVAR, Gamze
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor Prof. Dr. Zeliha YILDIRIM

September 2024, 117 pages

The aim of this thesis is to encapsulate the SE-P47 bacteriophage specific to S.
Enteritidis and investigate the potential uses of the encapsulated phage at different
stages of the food chain. Two encapsulation techniques, extrusion and spray drying,
were used and the encapsulation process was optimized by the extrusion method. It was
determined that alginate beads produced by extrusion method had higher phage titers.
The phage encapsulated under optimum conditions exhibited higher stability than free
phage samples at different temperatures and pH values, and in simulated gastric fluid.
The encapsulated and free-form phage samples stored at 4 and 25°C for 12 months
maintained their viability. The release of phage from alginate beads was determined in
simulated intestinal fluid and semi-skimmed milk, resulting in significant reductions in
the counts of S. Enteritidis. The results show that SE-P47 phage encapsulated with
alginate by extrusion method has the potential to be used as a therapeutic agent in

animals or as a bioprotective agent in foods in the food chain.

Keywords: Alginate, bacteriophage, encapsulation, optimization, Salmonella, stability.
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BOLUM I

GIRIS

Gida giivenligi, gida zincirinin her asamasinda kontaminasyonu oOnleyecek sekilde
gidanin islenmesi, hazirlanmast ve depolanmasini saglayarak gida kalitesinin
korunmasimi ve saghgin iyilestirilmesini hedeflemektedir (WHO, 2015a). Gida
gilivenliginin yeterince saglanamamasi tiim diinyada énemli bir halk sagligi sorunudur.
Patojenik mikroorganizmalar, gida kaynakli hastaliklarin en 6nemli nedenlerinden
biridir. Hastalik ve 6liim gibi ciddi sonuglarin yani sira toplumda sosyoekonomik ve
psikolojik sorunlara da yol agmaktadir. Giivenli olmayan gida tiiketiminden
kaynaklanan hastaliklar igin yapilan saglik harcamalari, is giicli kayb1 ve gidanin toplu
imhast biiyiik ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Giivenli olmayan gida tiikketiminin,
tiretkenlikteki azalmalar ve saglik harcamalarn ile ozellikle diisik ve orta gelirli
tilkelerde her yil 110 milyar dolar kayba neden oldugu tahmin edilmektedir (Jaffee vd.,
2018). Gida kaynakli hastaliklarin her yastan insani 6zellikle 5 yasin altindaki ¢ocuklar
ile diisiik gelirli bolgelerde yasayan kisileri etkiledigi bilinmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii raporuna gore, diinya ¢apinda her yil tahminen 600 milyon gida kaynakli
hastalik vakasi ve 420.000 6liim meydana gelmektedir (WHO, 2015b). Vaka sayisina
gore gida kaynakli hastaliklarin ¢oguna (ishal hastaliklar1) sirasiyla norovirus,
Campylobacter spp., enterotoksijenik Esherichia coli ve tifo disi Salmonella enterica
neden olmaktadir. Bununla birlikte, gida kaynakli hastaliklar sebebiyle hastaneye yatis
ve Oliimiin baglica etkeni Salmonella enterica’dir (Scallan vd., 2015; WHO, 2015b).

Ote yandan antibiyotige direncli bakterilerin sayis1 her gecen giin artmaktadir. Coklu
ilaca direngli bakteriler sadece insan saglig1 acisindan degil hayvancilik endiistrisinde
de biiyiik bir endise kaynagidir. Gida hayvani {iretiminde antimikrobiyal kullaniminin
2030 yilina kadar 105,596 (£3605) tona ulasacagi ongoriilmektedir (Cristobal-Cueto
vd., 2021).

Gerek Salmonella gerek diger gida kaynakli patojenlerle miicadelede geleneksel
yontemler ve yeni teknolojiler kullanilmaktadir. Son yillarda 6zellikle Bati {ilkelerinde
bakteriyofajlarin (fajlarin) kullanimi kimyasal tedavilere alternatif olarak yeniden ortaya

¢ikmistir (Broncano-Lavado vd., 2021). Fajlar, ¢evrede her yerde bulunmalar1 nedeniyle



Diinya iizerinde en ¢ok bulunan biyolojik ajanlar olarak kabul edilmektedir. Litik fajlar,
bakteri hiicrelerini enfekte edip lize edebilen daha sonra pargalanan bakteri
hiicrelerinden salinarak komsu konakgi hiicreleri de enfekte etme yetenegine sahip
bakteriye Ozgl virtislerdir (Lone vd., 2016). Hedef bakteriyel konakgilari disinda

insanlar da dahil olmak tizere tiim organizmalar i¢in zararsizdirlar (Harada vd., 2018).

Fajlar gida endiistrisinde tarim, hayvancilik, gida isleme, ambalajlama gibi farkli
asamalarda patojen kontrolinde ve bakteri kokenli hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilmektedir (Harada vd., 2018). Bakteriyel enfeksiyon riskini ortadan
kaldirmak i¢in dogrudan hayvanlara veya bitkilere, gida iiretim tesislerinde biyofilm
olusumunu o6nlemek icin veya iirini korumak i¢in dogrudan gidalara
uygulanabilmektedir. Fajlarin kullanimi biyolojik kontrolde giincel ve umut verici bir
alternatiftir. Bu alternatif tedavi ayni zamanda kimyasallarin gidalar {iizerinde

olusturdugu istenmeyen etkileri de azaltabilmektedir (Kasman ve Porter, 2022).

Faj uygulamalarinda, fajlarin aktivitelerini gosterebilmeleri hedef bolgeye ulagsmalarina
ve bu bolgede yeterli sayida bulunmalarina baglidir (Cooper, 2016). Cesitli litik fajlarin
stvi formda kullanimlarinda, faj titresinde azalma ve gida bilesenleriyle istenmeyen
etkilesimler meydana gelebilmektedir. Bununla birlikte sindirim enzimleri, yiiksek
sicaklik, yiiksek veya ozellikle diisiik pH degerleri, nem, mor Gtesi 1ginlar gibi farkli
fiziko-kimyasal kosullar altinda aktiviteleri azalabilir veya tamamen kaybedilebilir
(Jonczyk-Matysiak vd., 2019; Petsong vd., 2019; Yang vd., 2023).

Fajlarin kullanim alanin1 genisletmek, biyolojik aktiviteyi koruyup antimikrobiyal
verimi artirarak gidalarda veya hayvanlarda etkili kullanimi saglamak konusunda
enkapsiilasyon teknolojisi on plana c¢ikmaktadir.  Fajlarin  enkapsiilasyonu bir
hidrokolloid kaplama ile fajlar1 dis ortamdan ayirarak, hiicrelerin dogru zamanda
viicutta veya gida igerisinde serbest birakilacak sekilde kaplanmasi esasina dayanir
(Choinska-Pulit vd., 2015). Enkapsiilasyon, fajlarin etkinligini yiiksek oranda koruyarak
ve onlarm bagisiklik sisteminden gizlenmesine yardimci olarak hedef bakteri
popiilasyonlarina ulasmalarin1 kolaylastirir. Ayrica, enkapsiile edilmis fajlar taginmasi
ve uygulanmast daha kolay formiilasyonlar sunar. Bu nedenlerle fajlarin
enkapsiilasyonu, onlarin gida giivenligi ya da tedavi amaglariyla etkin ve giivenli bir

sekilde kullanilmasini saglayan 6nemli bir teknolojidir (Malik, 2021).



Fajlarin kapsiilleme isleminde kullanilan yontem, islem parametreleri, kaplama
malzemesi gibi degiskenler enkapsiilasyon etkinligini dolayisiyla faj canliligim
etkileyen en 6nemli faktorlerdir (Choinska-Pulit vd., 2015). Faj kapsiilleme isleminde
maksimum koruma ve uygulama kolaylig1 saglamak ic¢in kiigiik kapsiiller elde
edilmelidir. Bu nedenle kapsiilleme isleminin optimize edilmesi gerekir. Optimizasyon,
tiretim maliyetlerini diistirerek ekonomik agidan siirdiiriilebilir ¢oziimler sunar.
Bildigimiz kadariyla faj kapsiillemesinin optimizasyonu konusunda sinirli sayida
calisma bulunmaktadir. Arastirmacilar son 10 yildir faj uygulamalarindaki bazi
kisitlamalarin Oniine gegebilmek adina enkapsiile faj ¢alismalarina yonelmis olup
calismalar daha c¢ok terapdtik ajan olarak kullanimlart kapsamaktadir. Gida

uygulamalari ile ilgili ¢aligmalar kisitlidir.

Bu tez ¢aligmasmin konusu; daha onceki ¢alismalarda izolasyon ve karakterizasyonu
yapilan Salmonella Enteritidis bakterisine 6zgli SE-P47 fajinin enkapsiilasyonu, faj
iceren kapsiillerin 6zelliklerinin ve konak hiicreye kars1 etkinliginin incelenmesidir. Bu
kapsamda, SE-P47 faji ekstriizyon ve piskiirterek kurutma olmak tizere iki farkli
enkapsiilasyon  teknigi  kullanilarak  kapsiillenmistir. ~ Ekstriizyon  ydntemiyle
enkapsiilasyon islemi deneysel tasarim yaklasimlart kullanilarak optimize edilmistir.
Her iki yontemle elde edilen kapsiillenmis fajlarin aktiviteleri karsilagtirilmistir.
Ekstriizyon yontemiyle optimum enkapsiilasyon kosullarinda tiretilen kapsiillenmis fajin
morfolojisi, pH ve sicaklik stabilitesi, depolama boyunca stabilitesi ve yapay mide
stvisinda stabilitesi belirlenerek karakterize edilmistir. Yapay bagirsak sivisinda ve siitte
kapsiillerden faj salinimi incelenmistir. Ayrica, kapsiillenmis fajin terapotik ajan ve
biyokoruyucu ajan olarak kullanimini degerlendirmek icin sirasiyla yapay bagirsak

stvist ve siit kullanilarak S. Enteritidis’e karsi litik aktivitesi belirlenmistir.



BOLUM 11

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Salmonella

Salmonella bakterisi ilk olarak 1839 yilinda Soholerin tarafindan bulunmus ve 1880
yilinda Eberth tarafindan tifodan Olen bir kisinin mezenterik lenf diiglimleri ve
dalagindan izole edilmistir. Enterobacteriaceae familyasina ait olan Salmonella, spor
olusturmayan, Gram negatif, ¢ubuk seklinde ve fakiiltatif anaerobik bir bakteridir.
Salmonella bakterileri sahip olduklar1 peritrik flagella ile hareket ederler (S. Pullorum
ve S. Gallinarum harig). Bazilarinda ise fimbria (pilus) bulunur (Eng vd., 2015; Rahman
ve Othman, 2018). Salmonella’nin optimum gelisme sicakligi 37°C olmakla birlikte
genellikle 5-47°C araliginda gelisebilmektedir. Yaklasik 4,0-9,0 pH araliginda
gelisebilir ancak optimum gelisme gosterdigi pH degeri 7,0°dir. Salmonella’nin en iyi
gelisme gosterdigi su aktivitesi degerleri ise 0,94-0,99 araligidir. Ayrica Salmonella’nin
%38 tuz ortamini tolere edebildigi de bildirilmektedir (Rahman ve Othman, 2018).

Salmonella’nin kaynagi sigir, koyun, domuz, kiimes hayvanlari ve evcil hayvanlarin
bagirsak sistemi olup bunlardan kiimes hayvanlari eti, yumurta, kirmiz1 et triinleri ve
siit tirlinlerine bulagsmaktadir (Heredia ve Garcia, 2018). Ayrica domates, salatalik ve
yesil yaprakli sebzelere de bulasabilmektedir (EI-Dougdoug vd., 2019; Pui vd., 2011).
Salmonella, kontamine gida veya su yoluyla, enfekte hayvanlara temas yoluyla veya
kontamine bir ortamdan insanlara bulasarak enfeksiyona neden olabilmektedir (Eng vd.,
2015). Salmonella’nin S. enterica ve S. bongori olmak iizere iki ana tiirii vardir ve
2.500°den fazla serotipi tanimlanmistir. Salmonella enterica serovar Enteritidis (S.
Enteritidis) diinya genelinde Salmonella enfeksiyonlarindan sorumlu olarak en sik
bildirilen serovarlarin basinda gelmektedir (EFSA ve ECDC, 2023; Lamas vd., 2018;
WHO, 2015b).

Tifo olmayan Salmonella enterica (S. Typhi ve S. Paratyphi disindaki Salmonella
enterica) serovarlart diinya ¢apinda her yil 93,8 milyon akut gastroenterit vakasina ve
155.000 o6lime neden oldugu ve bunlarin yaklasik %85'inin gida kaynakli oldugu
tahmin edilmektedir (WHO, 2016). Ayrica, Avrupa Birligi'nde (27 iilke) insanlarda en
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yaygin olarak rapor edilen ikinci gida kaynakli gastrointestinal enfeksiyon
salmonellozisdir. 2022'de 65.208 adet dogrulanmig salmonellozis vakasi (hastaneye
kaldirilma ve oliimler) belirlenmis ve gida kaynakli salmonellozis salginlarinin sayisinin
2021°e gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (EFSA ve ECDC, 2023).
Salmonellozisin belirtileri ates, karin agrisi, ishal, mide bulantis1 ve kusmadir. Hastalik
semptomlar1 Salmonella bakterisinin viicuda alimindan 6-72 saat sonra (genellikle 12-
36 saat) baglar ve hastalik 2-7 giin siirer. Hastaligin tedavisi genelde kusma ve ishal
nedeniyle kaybedilen sodyum, potasyum ve kloriir iyonlar1 gibi elektrolitleri viicuda
geri kazandirmak igin elektrolit replasmani ve rehidrasyondur. Saglikli bireylerde hafif
veya orta dereceli vakalarda rutin antimikrobiyal tedavi Onerilmemektedir. Bunun
nedeni, antimikrobiyallerin bakterileri tamamen yok edememesi, direngli suslari
se¢cmesi ve bunun daha sonra ilacin etkisiz hale gelmesine yol acabilmesidir. Ancak
bebekler, yaslilar ve bagisiklik sistemi baskilanmis hastalar gibi saglik riski tagiyan
gruplarin antimikrobiyal tedavi almasi gerekmektedir (WHO, 2024).

Salmonella suslarinda antimikrobiyal direncin ortaya ¢ikmasi diinya ¢apinda ciddi bir
saglik sorunudur. Antimikrobiyal dirence sahip Salmonella suslarinin ortaya c¢ikisi,
antibiyotiklerin gida hayvanlarinin biiyiimesini tesvik etmek i¢in hayvan yemlerinde
kullanilmast ve hayvanlardaki bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi etmek igin

uygunsuz/kontrolsiiz kullanilmasiyla iliskilendirilmektedir (Eng vd., 2015).

Salmonella enfeksiyonunu 6nleme; tarimsal ve hayvansal iiretim, isleme, ambalajlama,
nakliye ve depolama gibi gida zincirinin tiim asamalarinda kontrol onlemlerini
gerektirir. Pastorizasyon, yiiksek basing uygulamalari, 1ginlama ve kimyasal
dezenfektanlarin kullanilmasi gibi yontemler, gidalardaki mikrobiyal popiilasyonlar
azaltirken gidanin tiirine ve uygulama parametrelerine bagli olarak besin degeri
kaybina ve yararli bakterilerin de ortamdan elimine edilmesine sebep olabilmektedir
(Islam vd., 2020; Moye vd., 2018). Giiniimiizde tiiketicilerin minimum diizeyde
islenmis veya kimyasal koruyucu igcermeyen gidalara yonelik tercihlerinin artmasi,
kimyasal koruyucularin gidalarda kullanimlarimi kisitlamaya baslamistir. Bu nedenle

gidalarda dogal koruyucularin kullanimina yonelim giin gectik¢e artmaktadir.

Hem geleneksel dekontaminasyon yoOntemlerinin dezavantajlarini ortadan kaldirmak

hem de son yillarda antibiyotige direngli patojen bakteri sayisinin artmasindan dolay1



enfeksiyonlarla miicadele i¢in yeni yollara ihtiya¢ duyulmasi konularinda biyokoruyucu

ajanlarin kullanim1 giiniimiizde umut vaat etmektedir.

2.2 Bakteriyofaj

Bakteriyofaj (faj) uygulamalar1 son yillarda patojen bakterilerin neden oldugu gida
kayiplar1 ve/veya hastaliklarla miicadelede mevcut yontemlere alternatif bir teknik
olarak gériilmektedir. Ozellikle patojen bakterilerin antibiyotige kars1 direncinin artmasi
nedeniyle son zamanlarda popiiler hale gelmis bulunmaktadir (Islam vd., 2020;
Teklemariam vd., 2023). Fajlar, bakterileri enfekte etme yetenegine sahip bakteriye
0zgi virlislerdir. Zorunlu hiicre i¢i parazitlerdir ve metabolik aktiviteye sahip degildirler
(Greer, 2005; Lone vd., 2016). Fajlar dogada oldukga yaygindir ve Diinya’da yaklasik
10*! adet fajin oldugu bildirilmektedir. Toprak, kanalizasyon, su, isleme tesisi atik
sulari, digk1 ve perakende gidalardan geri kazanilarak saflagtirilabilirler. Fajlarin yiiksek
Ozgiilliige sahip olmasi sayesinde antibiyotiklerin aksine dogal floray:1 etkilemeyerek
sadece konakg¢1 bakteri inhibe edilir. Ayrica konak¢i bakterilerin bulundugu yerlerde
spesifik olarak ¢ogalirlar. Konak¢1 yoklugunda fajlar organizmalarin bagisiklik sistemi

tarafindan ortadan kaldirilirlar (Sillankorva vd., 2012; Sliwka vd., 2019).

2.2.1 Bakteriyofajlarin tarihcesi

Fajlara dair ilk bulgularm Ingiliz kimyager Ernest Hankin tarafindan ortaya koyuldugu
diigiiniilmektedir. Ernest Hankin’in 1896 yilinda yayimlamis oldugu “Jumna ve Ganj
sularinin kolera mikrobu iizerindeki bakterisidal etkisi”, basliklt makalesi bir¢ok yazar
tarafindan fajlarin etkisinin ¢ok erken bir tanimi olarak bildirilmistir (Abedon vd., 2011,
Hankin, 1896). Ernest Hankin, Hindistan'daki Ganj ve Jumna nehirlerinin Vibrio
cholerae’ya karsi antibakteriyel o6zelliklere sahip oldugunu goézlemlemis ve bunun,
nehre yakin koylerde basta kolera olmak iizere mide-bagirsak enfeksiyonu vakalarinin
sayisinin azalmasindan sorumlu olabilecegini bildirmistir. Bu bulgular, bazi bilim
insanlari tarafindan bakteriyel enfeksiyonun tedavisi i¢in fajlarin kullanilmasinin kékeni
olarak degerlendirilse de Ganj ve Jumna nehir sularinda gozlemlenen bu antibakteriyel
etkinin fajlardan kaynaklanip kaynaklanmadigi kanitlanamamistir (Abedon vd., 2011).

Fajlar, 1915 ve 1917 yillarinda sirastyla Frederick William Twort ve Félix d'Herelle
tarafindan kesfedilmistir (D’Herelle, 1917; Twort, 1915). Eski Yunanca’da bakteri
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yiyen anlamina gelen bakteriyofaj terimini ilk kez d'Herelle kullanmigstir. d'Herelle’nin
ilk faj tedavisi g¢aligmalari, bakteriyel dizanteri iizerine olmustur. Goniillii insanlar
lizerinde yapilan uygulamalarin ardindan herhangi bir yan etki gézlemlenmemesi
tizerine 1919 yilinda dizanteri sebebiyle hastaneye yatirilan 12 yasinda bir erkek
¢ocuguna oral yolla dizanteriye kars1 faj preparati uygulanmistir. Faj tedavisi sonrasi
hastanin hizli bir sekilde iyilesme gosterdigi ve ertesi giin hastaliga dair semptom
gozlemlenmedigi rapor edilmistir. 1921 yilinda ise Richard Bruynoghe ve Joseph
Maisin tarafindan stafilokokal deri enfeksiyonunun tedavisinde fajlar kullanilmis olup
24-48 saat iginde olumlu sonuglar elde edilmistir (Kutter ve Sulakvelidze, 2004).
Bununla birlikte basarisiz bazi denemelerin de olmasi ve fajin bakteriyel bir viriisten
ziyade enzim yapist olabilecegi hipotezi bilim diinyasinda tartismalara neden olsa da
1920’lerde ve 1930’larda 6zellikle Hindistan, Misir, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
ve Sovyetler Birligi'nde faja dair klinik aragtirmalar yapilmaya devam edilmistir.
1940°ta fajlarin elektron mikroskobu ile goriintiilenmesiyle faj biyolojisine dair bilgiler
de netlesmeye baslamistir (Salmond ve Fineran, 2015). Ikinci Diinya Savasi sirasinda
Klinik uygulama i¢in bir Alman ila¢ sirketi dizanteri tedavisinde kullanilmak iizere
polifagin adli faj preparatin1 iiretmistir (Adhya ve Merril, 2006). Bununla birlikte,
1928’de Penisilin’in kesfi ve ilerleyen yillarda antibiyotiklerin basarili kullanimlart faj
tedavisine olan ilginin azalmasma neden olmustur. Ozellikle etki spektrumunun genis
olmasi ve iiretimin ucuz olmasi sebepleriyle antibiyotikler yaygin olarak kullanilmaya

baglanmistir.

Faj calismalari, 1960°l1 yillarin sonundan itibaren molekiiler biyolojinin gelisimine
onemli katkilar saglamistir. Fajlarin konakgilar ile etkilesimlerini incelemeye yonelik
yapilan deneyler, DNA’nin kalitsal materyal oldugu ve restriksiyon, modifikasyon gibi
temel fonksiyonlariin kesfedilmesinde 6nemli rol oynamistir. Giinlimiizde de gen
diizenlenmesinde model olarak Lambda faji kullanilmaya devam etmektedir (Korf vd.,
2019; Salmond ve Fineran, 2015). 1980'lerin sonlarindan 2000'lere kadar teknolojideki
gelismelerle beraber yapilan arastirmalarla da faj biyolojisinde onemli gelismeler

kaydedilmistir.

2006 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Idaresi (FDA) ve Amerika
Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi (USDA), gidalardaki L. monocytogenes'i kontrol

etmek i¢in kirmizi et ve kiimes hayvanlar tiriinleri gibi yemeye hazir gidalarda LMP-
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102'nin ve tiim gida triinlerinde Listex P100'in kullanimini onaylamistir (Akhtar vd.,
2017; Lang, 2006). Listeria fajlarinin gidalarda kullaniminin hiikiimet kurumlari
tarafindan onaylanmasi, diger patojen bakterilerle miicadelede yeni faj preparatlarinin
iretilmesi ve kullanilmasinin da onilinii agmistir. Bununla birlikte, 21. yiizyilda,
antibiyotiklerin asir1 ve yanlis kullanimi, antibiyotiklere kars1 direngli patojen bakteri
suslarinin artmasina neden olmustur ve bu durum halk saglig1 agisindan endise kaynagi
haline gelmistir. Bunun {izerine bilim diinyasi, gereksiz antibiyotik kullanimini
azaltmanin yani sira alternatif teknikler iizerinde c¢alismaktadir. Gida endiistrisinde
ozellikle fermente gidalarda, sahip olduklar1 dogal mikroflora nedeni ile antibiyotik
kullanimi kisitlanmaktadir. Bu sebepler tip, veteriner hekimlik ve gida endiistrisinde
fajlardan ilham alan antibakteriyel yaklasimlarin canlanmasini tesvik etmistir
(Fernandez vd., 2019).

2.2.2 Bakteriyofajlarin yapisal 6zellikleri

Fajlarin biiyiikliigii genellikle 24 ile 200 nm arasinda degismektedir. En biiyiik faj T4
faj1 olup yaklasik 200 nm uzunlugunda ve 80-100 nm genisligindedir. Tiim fajlar boyut
ve sekil bakimindan farklilik gosterebilen bir bas (kapsid) yapisi igerir. Fajlarin
birgogunun bas yapisina bagli kuyruklar1 vardir. T4 gibi kompleks fajlarn kuyrugu
kasilma yetenegine sahip bir kilifla (kontraktil kuyruk) cevrilidir. Ayrica bu fajlarda,
kuyrugun sonunda bir taban plakasi ve buna bagli bir veya daha fazla kuyruk fibrilleri
ve kuyruk dikenleri bulunur (Mayer, 2016). Kompleks bir fajin yapisi Sekil 2.1’de

gosterilmistir.

Bas yapisi fajlarin bazilarinda ikosahedral bazilarinda ise filamentli sekildedir ve
yaklasik 80x110 nm boyutlarindadir. Bas, kapsomer adi verilen ¢ok sayida ayni veya
farkli protein molekiiliinden olusmaktadir. Bas yapisinin icinde fajin niikleik asidi
bulunur. Bas, niikleik asit i¢in koruyucu gorevi yapar. Niikleik asit ve kapsitten olusan
yapiya niikleokapsit adi verilir. Faj tlirline bagli olarak niikleik asit ya DNA ya da
RNA’dir, her ikisi birden bulunamaz. Niikleik asit ¢cogunlukla tek veya cift sarmalli
DNA’dir. DNA dizilerinin uzunluklari1 18-400 kb arasinda degismektedir (Orlova, 2012;
Sharma vd., 2016). Boyun kismi, bas ve kuyruk yapilarini birbirine baglar. Kuyruk, bazi
faj tiplerinde bulunmazken bazilarinda basit veya kompleks yapida bulunabilir.

Yaklasik 25%110 nm boyutlarindadir. Kuyruk hem bir sinyal verici hem de enfeksiyon
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sirasinda DNA'nin konake1 hiicreye iletildigi bir boru hatt1 gorevi goriir. Kompleks
fajlarda kuyruk yapisi, fajin bakteriye tutunmasi sonrasinda kilifin kasilma hareketleri
ile genetik materyalin bakteri hiicresine aktarilmasini saglar (Orlova, 2012; Sharma vd.,
2016). Kompleks fajlarin kuyrugunun alt kisminda yer alan taban plakasi ve kuyruk
lifleri fajin bakteri hiicresine baglanmasinda rol oynar. Biitiin fajlarin taban plakalar ve
kuyruk lifleri yoktur. Bu durumlarda faj partikiiliiniin bakteriye baglanmasinda baska
yapilar da rol oynar (Leiman vd., 2003; Mayer, 2016).

»———— Bas (Kapsid)

Niikleik Asit
(DNA)

Boyun (Yaka)

Taban Plakas1

Kuyruk
Fibrilleri

Kuyruk
Dikenleri

Sekil 2.1. Bakteriyofajin yapis1 (Humagain, 2024)

2.2.3 Bakteriyofajlarin simiflandirilmasi

Diinyada milyarlarca faj oldugu diisliniildiiglinde, faj arastirmalar i¢in siniflandirma
kaginilmaz olmaktadir. Fajlar, niikleik asit tipi, niikleik asidin tek veya ¢ift sarmalli
olmas1 ve morfolojik o6zellikleri yoniinden smiflandirilmaktadir. Bunlardan en

onemlileri Bradley ve Ackerman siiflandirmalaridir.

Uzun yillar elektron mikroskobu goriintiilerinde kaydedilen gelismelerle beraber fajlarin
sistematik olarak ilk siniflandirilmast 1967 yilinda Bradley tarafindan yapilmistir. Bu
smiflandirma, 1966 yilinda kurulan Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi (ICTV)
tarafindan onaylanmis ve toplam 111 faj listelenmistir (Sharma vd., 2016). Bradley

siiflandirmasinda fajlar, morfolojik 6zellikleri (bas ve kuyruk o6zellikleri) ve niikleik
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asit tipine gore 6 gruba ayrilmistir. Faj gruplar1 A, B, C, D, E ve F tipi fajlar olarak

adlandirilmis olup en karmasik yapida olan1 A tipi fajlardir (Bradley, 1967; Soykut ve

Tunail, 2009). Bu faj gruplar1 ve ozellikleri Cizelge 2.1’de, morfolojileri ise Sekil

2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Bradley simiflandirmasi (Bradley, 1967)

Tip Niikleik Asit Ornek Ozellikler

Polihedral bag, uzun kuyruk,

A DNA, ds, L T2, 74,76 kontraktil kilif

B DNA. ds, L T1,T5, A Polihedral bas, kontraktil kilift
olmayan uzun kuyruk

c DNA. ds, L T3, T7, P22 Polihedral bas, kontraktil kilift
olmayan kisa kuyruk
Tkosahedral bas, kapsid

D DNA, ss, C OX174, S13 tizerinde ¢ok biiylik kapsomere
sahip, kuyruksuz
Tkosahedral bas, kapsid

E RNA, ss, L F2R17, Fr, MS2 tizerinde c¢ok kiigiik kapsomere
sahip, kuyruksuz

F RNA, ss, L FE, fd, M13 Bassiz, ipliksi ya da filamentoz

ds: ¢ift sarmal, C: sirkiiler, ss: tek sarmal, L: lineer

Sekil 2.2. Bradley siiflandirmasina gore faj morfolojileri (Bradley, 1967)

1971 yilinda ICTV, Bradley’in simiflandirmasina gore fajlar1 T4, A, PM2, ®X174, MS2

ve fd fajlart ile temsil edilen 6 gruba aymrmistir (Ackermann, 2003; Wildy, 1971).

10



Bradley tarafindan ortaya konulan bu siniflandirma, mevcut siniflandirma yapisinin
temelini olugturmaktadir. Ancak zamanla yeni faj gruplarinin kesfedilmesi ve fajlarin
aile, cins ve tiir bazinda ayrimmm miimkiin olmamasi sebepleriyle yeni
siniflandirmalara ihtiyag duyulmustur. ICTV’nin tasarlamis oldugu “Polythetic Tiirler
Kavram1” sisteminde bir faj tiirii yine ICTV tarafindan belirlenmis olan 6zelliklerden
tamamint veya bir kismini tasimasina gore tanimlanabilmektedir. Bu siniflandirma
sisteminde niikleik asidin dogasi, partikiil yapisi, DNA-DNA hibridizasyonu, niikleotit
veya aminoasit sekanslari gibi parametreler kullanilabilmektedir (Soykut ve Tunail,
2009).

Fajlarin en giincel smiflandirmasi Ackermann siiflandirmasidir. Bu siniflandirma
modelinde fajlarin morfolojik ozellikleri ve niikleik asit yapilari temel alinmistir. Su
anki sistem aileye kadar tanimlama yapilabilmeye olanak tanimaktadir ancak tiir
bazinda simiflandirma yapilamamaktadir. Ackermann siniflandirmasina gore 1 takimda
13 farkli faj ailesi ve 31 cins bulunmakta ve bu fajlar kuyruklu, polihedral, filamento6z
ve pleomorfik olmak iizere dort yapisal gruba ayrilmistir (Ackermann, 2003).
Ackermann simiflandirmasina gore, 13 faj ailesinin morfotipleri ve fajlara dair bilgiler

sirastyla Sekil 2.3°te ve Cizelge 2.2°de verilmistir.

ssDNA dsDNA

= e

S S
| o Corticoviridae Tecliviridae

Podoviridae

™~

M irida g
yerneRe Siphoviridae -_—/

Plasmaviridae

s=————"1 ,__--x‘\.__
Lipothrixviridae Q_/‘-_
— Fuselloviridae
Rudiviridae
dsRNA
ssRNA
//x:h
' !
E’.?
Inoviridae Leviviridae Cystaviridae

Sekil 2.3. Ackermann siniflandirmasina gore fajlarin morfotipleri (Ackermann, 2003)
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Cizelge 2.2. Ackermann siniflandirmasi (Ackermann, 2003)

Morfoloji  Niikleik Asit Takim ve Familya Cins Ornek Ozellikleri

Caudovirales 15
Myoviridae 6 T4  Kontraktil kuyruk
Kontraktil
Kuyruklu  DNA, ds, L Siphoviridae 6 A olmayan uzun
kuyruk
Podoviridae 3 T7  Kisa kuyruk
DNA, ss, C Microviridae 4 X174
ds,C, T Corticoviridae 1 PM2 Lipit iceren .
kompleks kapsid
Polihedral ds, L Tectiviridae 1 PRD1 L‘ésseel lipoprotein
RNA, ss, L Leviviridae 2 MS2
ds, L, S Cystoviridae 1 @6  Lipit zarf
DNA, ss, C Inoviridae 2 fd ;'lﬁr;llem veya
Filaniogigz ds, L Lipothrixviridae 1 TTV1 Lipit zarf
ds, L Rudiviridae 1 SIRV1 TMV benzeri
DNA, ds,C, T Plasmaviridae 1 L2 Lipit zarf, kapsid
: yok
Pleomorfik Limon benzeri
ds,C, T Fuselloviridae 1 SSv1 . ’
kapsid yok

ds: ¢ift sarmal, C: sirkiiler, S: pargall, ss: tek sarmal, L: lineer, T: siiper helikal

Virolojide aileler temel olarak niikleik asidin dogasina ve pargacik morfolojisine gore
tanimlanir. Cins ve tiirler i¢in evrensel bir kriter yoktur. Cizelge 2.2°de de belirtildigi
gibi, 13 farkli aileye ait fajlarin ¢ogu dsDNA igerir, geriye kalan kismi ise SSDNA,
sSRNA veya dsRNA'ya sahiptir. Fajlarin biiyiik bir ¢ogunlugu (yaklasik %96°s1)
kuyruklu yapiya sahiptir ve kuyruklu fajlar i¢inde Myoviridae, Siphoviridae ve
Podoviridae aileleri yer alir. Diger ailelere ait baz1 fajlar, lipit iceren zarflara sahiptir

veya pargacik duvarinin bir pargasi olarak lipitler icermektedirler.

Yillar i¢inde cevre, insan, hayvan ve bitki 6rneklerinden yeni bakteriyel viriislerin
izolasyonu ve yiiksek verimli dizileme tekniklerinin kullanilmasi, genis bir virlis
katalogu ortaya c¢ikarmistir. Bu durumda, mevcut smiflandirma modelleri yetersiz
kalmaya baglamistir (Simmonds ve Aiewsakun, 2018). Uluslararas: Viriis Taksonomisi
Komitesi'nin Bakteriyel Viriisler Alt Komitesi (BVS)nin 2021-2022 yillar1 arasinda
yaptiklar1 caligmalarla bakteriyel viriislerin taksonomisinde ©Onemli degisiklikler
yapilmistir. ICTV'nin son smiflandirma versiyonuna gore, onceki siniflandirma

sistemindeki Podoviridae, Siphoviridae ve Myoviridae aileleri gibi birgok biiyiik faj
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ailesinin yan1 sira Caudovirales takimi da kaldirilmigtir. Bu morfolojik temelli ailelerin
kaldirilmasinin  6nemli sebeplerinden biri polifiletik olmalar1 ve ortak evrim
gecmislerini dogru bir sekilde yansitmadiklarina dair bilimsel goriislerdir. Bircok faj
ailesinin kaldirilmasi ve yeni fajlarin kesfedilmeleriyle beraber yeni diizenlemeler
yapilmistir. 1 takim, 22 familya, 30 alt familya, 321 cins ve 862 tiir yeni olusturulmus
veya yeniden siniflandirilmistir. Caudoviricetes sinifi altinda giincellenen faj ailelerinin
iiyeleri arasindaki ortalama benzerlik artmis ve aile diizeyinde siniflandirma daha
uygulanabilir bir hale getirilmistir (Turner vd., 2023; Zhu vd., 2022). Ayrica tiirler i¢in
iki terimli bir isimlendirme sistemi olusturulup onaylanmigtir. Bu isimlendirmede tiir
ad1, cogunlukla &rnek viriisiin adindan olusmaktadir. Ornegin; T4 faj1 yani Escherichia
virlisii T4 tiirli, Tequatrovirus T4 olarak yeniden adlandirilmistir (Turner vd., 2023).

Giincel siniflandirma versiyonuna ICTV nin web sitesinden ulasilabilmektedir

2.2.4 Bakteriyofajlarm hayat dongiileri

Hiicre igi paraziti olan viriisler, hiicre ve niikkleer membranlar gibi yar1 gegirgen
sinirlara, ribozom ve mitokondri gibi organellere ve biyokimyasal olarak aktif bir
metabolizmaya sahip degillerdir. Bu sebeplerle tek baslarina yasamak i¢in gerekli olan
enerjiyi ve makromolekiilleri sentezleyemezler ve konak¢i hiicreye ihtiya¢ duyarlar.
Dolayistyla viriisler konaker hiicre iginde canli, konakg¢i hiicre disinda cansiz 6zellik
gosterirler (de Farias vd., 2019). Virisler, hiicresel yasam formlarin1 enfekte ettikten
sonra hiicre mekanizmasini, viral genomu kopyalamak ve viral kapsidler liretmek iizere
kullanirlar (de Farias vd., 2019). Faj calismalarmin gerek laboratuvarda gerek
endiistriyel anlamda verimli bir sekilde ylriitiilebilmesi icin faj ile konak¢i hiicre

arasindaki etkilesimlerin ve hayat dongiilerinin iyi bilinmesi gerekmektedir.

Fajlar konake1 hiicreyi enfekte ettiklerinde yani ¢cogalmak tizere hiicreye girdiklerinde
yasamlarint litik veya lizojenik hayat dongiileri ile devam ettirirler. Litik dongii
icerisinde olan fajlar litik veya virtilant fajlar, lizojenik dongiideki fajlar ise lizojenik
veya iliml fajlar olarak adlandirilirlar. Litik fajlara T4 faji, lizojenik fajlara ise A faji1
ornek verilebilir. Hayat dongiisii nasil olursa olsun fajlarin yasam dongiilerinin devami
icin temel kosul, bakteri hiicresine basarili bir sekilde niifuz etmeleridir (Rakhuba vd.,
2010). Litik dongiiniin sonunda konakg¢i bakteri hiicresi pargalanarak oldiriliir.

Lizojenik dongii bakteriyel konakg¢1 hiicreyi 6ldiirmez. Bu dongiide faj DNA's1, konakg¢1
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hiicrenin kromozomuna dahil edilir ve faj, konak¢i hiicreye zarar vermeden g¢ogalir.
Burada esas ¢ogalan genetik materyaldir, yeni viriis partikiilleri ortaya c¢ikmaz

(Fernandez vd., 2019).

Lizojenik dongiiniin ortaya c¢ikist CI, CII ve CIII olmak {izere ii¢ viral proteinin
varligina baglanmaktadir. CI proteini, faj DNA'sinin konakg¢1 bakteriye girisini takiben
iretilir. CI, yeni viriis parcaciklarini birlestirmek i¢in gerekli olan ¢esitli viral
proteinlerin iiretilmesini engelleyen baskilayic1 bir proteindir. Bu islevini, yeni faj
parcaciklarinin iiretimi i¢in gereken bilginin viral genom iizerindeki dizileri isgal ederek
okunmasini 6nleyerek yapar. Viral DNA’nin konak¢t DNA’sina entegre olmasiyla CII
ve CIII proteinleri iiretilir. Bu proteinler ise, viral bilesenlerin sentezini bloke etme
gorevinde Cl'e yardimei olurlar. CII proteini, konak¢inin transkripsiyon islevi ile Cl
tretiminin devamini saglarken CIII proteini, CII proteininin konakg¢inin enzimleri
tarafindan par¢alanmasini Onlemeye yardimci olur. Cl proteini, DNA’nin belirli bir
uzantisina baglanarak kendi transkripsiyonunun devamini saglarken DNA’nin bagka bir
bolgesine baglanarak CRO proteininin {iretilmesini engeller. Lizojenik veya litik hayat
dongiilerinin ortaya ¢ikisi, OR operatorii adi verilen bir DNA pargasina baglanan CRO
ve CI proteinleri arasindaki sayisal iistiinliige baglidir. Bu DNA dizisi, proteinlerin isgal
edebilecegi lic bolgeye sahiptir. Hangi bolgelerin hangi protein tarafindan isgal
edildigine baglh olarak ya Cl ya da CRO proteinlerinin tiretimi tesvik edilir. CI proteinin
tiretimi fazla olursa lizojenik devam eder. CRO proteini iiretimi yapilirsa litik dongii
baglar. Litik dongii, g¢evresel stres faktorlerine maruz kalma (Ornegin sicaklik,
ultraviyole radyasyon, vb.) gibi konakg1 bakteriye zarar veren olaylarla da tetiklenebilir
(Kutter ve Sulakvelidze, 2004; Lerner ve Wilmoth Lerner, 2003).

2.2.4.1 Litik hayat dongiisii

Litik hayat dongiisii adsorpsiyon, penetrasyon, biyosentez, olgunlagsma ve lizis olmak

lizere bes asamadan olugmaktadir (Sekil 2.4).
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Olgunlagma Biyosentez

Sekil 2.4. Litik hayat dongiisii

Adsorpsiyon: Enfeksiyon siirecindeki ilk adim, fajin bakteri hiicresine tutunmasidir.
Birgok bakteriye logaritmik fazda, bazi bakterilere ise durgun fazda daha iyi ve daha
fazla sayida faj adsorbe edilebilmektedir. Kuyruklu fajlar, kuyruklarindaki fibriller,
kuyruk dikenleri ve kuyruk tabani yapilari ile bakteri hiicresine adsorbe olurlar. Bu
baglanmada once fibriller daha sonra dikenler ve kuyruk tabani bakteriye tutunur.
Kuyruksuz veya ipliksi fajlar ise yiizeylerindeki reseptorlerle bakteri hiicresine adsorbe
olurlar. Fajlarin baglandig: bakteri hiicresinin yiizeyinde bulunan reseptorler; proteinler
(pilus, flagella, dis membran proteinleri), glikolipitler (ylizey antijenleri: O ve Vi
antijenleri), teikoik asit, lipoprotein, lipopolisakkarit molekiilleri olarak siralanabilir
(Mayer, 2016). Gram negatif bakterilerin Gram pozitif bakterilerden farkli olarak sahip
oldugu lipopolisakkarit tabakasi ve bu tabakaya gdmiilii proteinler faj tutunmasinda
onemli reseptorlerdir. Teikoik asit ise Gram pozitif bakterilere 6zgii reseptorlerdir. Fajin
bakteri hiicresi ile etkilesimindeki 6zgiilliik, bakteri hiicre yiizeyindeki reseptorlerin
dogasia ve yapisal Ozelliklerine bagli olarak adsorpsiyonun 6zgiilliigii ile belirlenir

(Rakhuba vd., 2010; Sharma vd., 2016).

Adsorpsiyonun ilk basamaginda, bakteri hiicresi ile faj arasindaki tutunma geri

dontisiimliidiir. Ancak adsorpsiyon asamasinin sonunda bu baglanma giiclenerek geri
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doniisiimsiiz hale gelir. Ozellikle taban plakasi, fajin bir bakteriye geri déndiiriilemez
sekilde baglanmasini saglar (Mayer, 2016; Orlova, 2012). Adsorpsiyon hizi, faj-konakg1
ciftine 0zgii bir 6zelliktir ve faj/konak¢inin konsantrasyonuna bagli olarak degisebilir.
Fajlar hareketten sorumlu yapilara sahip olmadiklar1 igin bakteri hiicreleri ile
etkilesimleri rastgele carpismalar ile olusmaktadir. Bu nedenle, fajlarin ve bakteri
hiicrelerinin konsantrasyonu arttik¢a rastgele ¢arpismalarin sayisindaki artma egilimi ile
daha yliksek adsorpsiyon orani ortaya c¢ikmaktadir. Ayrica pH, sicaklik, ortamdaki
belirli madde ve iyonlarin varligi gibi faktorler de adsorpsiyon hizini etkilemektedir.
Ortamda Ca*? ve Mg*? iyonlarmin varliginin, birgok fajin bakteri hiicresine tutunmasini
kolaylastirdigr  bildirilmistir. Bu iyonlar, adsorpsiyon sirasinda fajin kuyruk
iplik¢iklerinin agilmasina ve hiicre ¢eperine tutunmasina yardimer olurlar (Rakhuba vd.,

2010; Sillankorva vd., 2004).

Penetrasyon: Penetrasyon asamasi, faj niikleik asidinin bakteri hiicresi igine
gonderildigi asamadir. Virionlar konak¢i hiicrenin kapsiil, mukoz madde ve
peptidoglikan gibi tabakalarin1 delmek igin gerekli olan enzimatik aktiviteye sahiptirler.
Lipopolisakkarite tutunan virionlar genellikle adsorpsiyondan sonra bu polisakkaritleri
pargalarlar. Faj gruplarina gore farkli penetrasyon mekanizmalar1 goriilebilmektedir.
Kasilabilir kilifli kuyruklu fajlarda, kuyrugun siringa benzeri bir hareketi ile genetik
materyal bakteri hiicresine aktarilir. Kilif kasilarak kuyruk kisminin hiicre duvarma
girmesini saglar. Kapsit icindeki genetik materyal kuyruk igindeki kanaldan gegerek
bakteri sitoplazmasina aktarilir. Kapsit ve kuyruk disarida kalir, igeri giremez. Kuyrugu
olmayan fajlar ise kiigiik dis benzeri yapilar1 ile hiicre zarinin bir kismini enzimatik
olarak parcaladiktan sonra niikleik asidini bakteri hiicresi igine kapsit kismi disarida
kalacak sekilde gonderir (Roos vd., 2007; Sharma vd., 2016).

Biyosentez ve Olgunlasma: Fajlarin konak¢i hiicre icinde ¢ogaldigi donemdir.
Biyosentez asamasinda fajin yapitaslar1 sentezlenmektedir. Oncelikle faj genomu (DNA
veya RNA) kopyalanir. Faj, kendi genetik materyalinin birden fazla kopyasini
olusturmak i¢in bakteriyel metabolik mekanizmay1 kullanir. DNA viriisleri kendilerini
dogrudan mRNA (haberci RNA) molekiillerine kopyalar ve bunlar daha sonra konakg1
hiicrenin ribozomlarint yonlendirmek i¢in kullanilir. RNA viriislerinde ise ters
transkriptaz enzimi viral RNA'yt DNA'ya kopyalar ve daha sonra viral RNA'nin

transkripsiyonu igin DNA virtislerindeki mekanizma izlenir. Ardindan, faji olusturan
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yapisal proteinler ve bakteri hiicresinin lizisi i¢in gerekli olan proteinler ayr1 ayri
sentezlenir. Sentezlenen yapisal proteinler, fajlarin kapsidini ve kuyrugunu olusturmak
tizere bir araya getirilir. Dolayisiyla bas, kuyruk ve diger faj yapilari olusur (Sharma
vd., 2016). Olgunlasma asamasinda ise sentezlenen faj bilesenleri birleserek olgun faj
partikiillerini meydana getirir. Oncelikle niikleik asit bas i¢inde paketlenir. Daha sonra
bas yapisina kuyruk eklenir (Mayer, 2016; Sharma vd., 2016). Fajlarin genetik
materyallerinin bakteri sitoplazmasina girmesinden olgun fajlarin olusumuna kadar

siiren bu donem latent donem veya tutulma donemi olarak da adlandirilir.

Lizis: Lizis asamasi i¢in iki mekanizma 6ne siiriilmektedir: birinci mekanizma, hiicre
basingtan patlayana kadar yeni fajlarin ortaya ¢ikmasi, daha karmasik olan ikinci
mekanizma ise iki ana proteinin rolii ile lizis olayidir. Ozellikle ¢ift sarmalli DNA
fajlarinda  bu iki mekanizmanin beraber c¢alismasiyla da bakteri Olimii
gerceklesmektedir (Kutter ve Sulakvelidze, 2004). Bakteri hiicresi ig¢inde ¢ogalip
olgunlasan fajlar, belirli bir sayiya ulastiktan sonra kendi enzim ve proteinlerini
kullanarak bakteri hiicresini pargalar. Lizis olayinda holin proteinleri ve endolizin
enzimi rol oynar. Holin proteinleri, konak¢inin hiicre membraninda gozenekler agarak
endolizinin bakteri hiicre duvarinin bileseni olan peptidoglikan tabakasina ulagmasini
saglar. Hidrolitik bir enzim olan endolizin, peptidoglikan tabakasindaki baglari
kopararak hiicre duvari biitiinliigiinii bozar. Sitoplazma ve onu g¢evreleyen ortam
arasindaki osmotik basing farki nedeniyle bakteri hiicresi pargalanir. Lize olan
(parcalanan) konakg1 hiicreden salinan faj partikiilleri, yeni bakteri hiicrelerini enfekte
etmeye devam eder (Hanlon, 2007; Sharma vd., 2016). Kiigiik ve tek sarmalli DNA ve
RNA fajlari, kendi endolizinlerini veya holinlerini kodlamaz ve lizis zamanlamasini tam
olarak kontrol edemezler. Ancak peptidoglikan tabakasinin biitiinliigiinii bozmak i¢in
konakg1 enzimleri ile birlikte gesitli kii¢iik "protein antibiyotiklerini" gelistirmislerdir
(Kutter ve Sulakvelidze, 2004).

Litik hayat donglisii sonunda meydana gelen bakteri hiicresinin igerden lizisi, fajlarin
antibakteriyel mekanizmalarindan biridir. Antibakteriyel etki “disardan lizis” olarak
ifade edilen mekanizma ile de meydana gelebilir. Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda
faj uygulamalarinda, bakteriyel hiicre duvarina adsorbe olan ¢ok sayida faj, hiicre duvari

tizerinde etkili olan kuyruklu faj enzimlerinin etkisi ile hiicre duvar1 hasarina neden
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olabilir. Bu durumda, bakteri hiicresi iginde faj iiretimi olmaksizin bakteriyel hiicre
lizisi meydana gelebilmektedir (Abedon, 2011; Malik vd., 2017).

2.2.4.2 Lizojenik hayat dongiisii

Lizojenik dongiiyii yiirliten “lizojenik” veya “ilimli” fajlar, DNA'larin1 konakg1 hiicre
DNA'sma entegre eden viriislerdir. Lizojenik hayat dongiisiinde, litik dongiide oldugu
gibi faj konakgi hiicresine adsorbe olur ve niikleik asidini bakteri hiicresine enjekte eder.
Penetrasyon sonrasinda, viral genetik materyal bakteri kromozomu ile birlesir.
Bakteriyel DNA ¢ogaldiginda faj DNA's1 da ayni anda ¢ogalir ve boylece her yavru
hiicre viral DNA'y1 igerir. Fajlarin lizojenik hayat dongiisii Sekil 2.5’te gosterilmistir.

Profajlt yavru hiicre

Fa) DNA's1 4 kromozomu \

Hiicre boliinmesi ve profajin
yavru hticrelere aktariimasi

Y

Faj DNA'sinin bakteri kromozomu ile birlegsmesi

Faj DNA'sinin dairesellesmesi

Sekil 2.5. Lizojenik hayat dongiisii

Faj DNA’smin bakteri kromozomu ile biitiinlesmesine “lizojeni”, konakg¢r hiicrenin
DNA’sina baglanan faj genetik materyaline de “profaj” denilmektedir. DNA’s1 ile
biitiinlesmis faj tasiyan bakterilere ise lizojenik bakteri adi verilmektedir. Lizojenik
hayat dongilisiinde yeni faj partikiilleri olusmamaktadir ve bakterinin canliligi, cogalma
yetenegi etkilenmemektedir. Lizojenik bakteriler de diger bakteriler gibi ¢ogalarak

hayati fonksiyonlarin1 devam ettirirler (Hanlon, 2007; Sharma vd., 2016). Bununla
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birlikte, viral genetik materyalin konakgiya dahil olmasi nedeniyle, enfekte olmus
bakterilerin fenotipinde degisiklik meydana gelmesi, yaygin bir olgudur. Bu doniisiimiin
bakterilerin patojenitesini etkileyebildigi bildirilmektedir (Briissow vd., 2004; Keen,
2012). Profaj, kendi genlerinin ve ayrica yakindan iliskili fajlarin genlerinin
transkripsiyonunu bloke eden bir baskilayici proteinin sentezini yonetir. Bu nedenle bir
profajin varligi, bakteri hiicresine diger fajlarin neden oldugu enfeksiyonlara karsi bir

tiir bagisiklik kazandirabilir (Hanlon, 2007).

Stres kosullart altinda 1liman faj, litik hayat donglisiine gegebilir. Bakterinin gelisme
kosullarinda olumsuz degisimler meydana geldiginde (inkiibasyon sicakliginin
degisimi, besin maddelerinin azalmasi vb.) veya bakteri DNA’sina zarar veren islemler
oldugunda (radyasyon, antibiyotik uygulamasi, vb.) profaj, konake¢i bakterinin
DNA’sindan ayrilabilmektedir. Bu durumlarda, faj DNA’s1 bakteri kromozomundan
profaj DNA’y1 kesecek enzimi kodlayan geni transkrip eder. Boylece lizojenik faj, litik
faja doniisiir. Litik dongiinlin aktivasyonu iizerine faj enfeksiyonu ve konak¢i genetik
fonksiyonlar1 yeniden programlanir. Bu durumda dongii, viral genomun replikasyonu,
yapisal ve fonksiyonel faj proteinlerinin sentezi, iretilen faj pargaciklarinin
birlestirilmesi ve lizisde rol oynayan proteinlerin faaliyetleri ile bakteri hiicresinin

parcalanmasiyla sonuglanir (Hanlon, 2007; Olszak vd., 2017).

2.2.5 Gida zincirinde bakteriyofaj uygulama alanlar

Teknolojinin siirekli gelismesiyle beraber muhafaza, depolama ve dagitim imkanlar
artsa da yiyecek ve igeceklerin gida kaynakli patojenlerle bulagsma riski hala problem
olmaya devam etmektedir. Gerek Salmonella gerek diger gida kaynakli patojenlerle
miicadelede geleneksel yontemler ve yeni teknolojiler kullanilmaktadir. Uzun yillardir
slit basta olmak tizere 6zellikle sivi gidalarda yaygin olarak kullanilan 1sil iglemlerle
zararli mikroorganizma hiicreleri cogunlukla inaktif hale getirilirken yararli bakterilerin
de ortamdan elimine edilmesine sebep olabildigi bilinmektedir. Bununla birlikte, bazi
1siya dayanikli mikroorganizmalar canliligini koruyabilmektedir. Ayrica 1s1l islemler
gidanin bilesimi, fiziko-kimyasal, fonksiyonel ve duyusal 6zellikleri olumsuz yonde
etkileyebilmektedir (Mejares vd., 2022; Mukhopadhyay vd., 2010). Yapilan calismalar,
yiiksek sicaklik uygulamalar ile siitte, basta protein denatlirasyonu olmak tizere lipit

oksidasyonu, arzu edilmeyen lezzet, enzimatik olmayan esmerlesme, bazi vitaminlerin
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kayb1 gibi istenmeyen sonuglarin ortaya cikabilecegini gostermektedir (Mejares vd.,
2022; Yang vd., 2012). Siite uygulanan 1sil olmayan inaktivasyon yontemleri de
mevcuttur. Bu yontemler; soguk plazma (Coutinho vd., 2018), ohmik 1sitma (Cappato
vd., 2017), yiiksek hidrostatik basing (Barba vd., 2012; Liu vd., 2020), atimli elektrik
alan (Da Cruz vd., 2010), atimli 1s1k (Miller vd., 2012), ultraviyole 1s1k (Ansari vd.,
2019; Krishnamurthy vd., 2007) ve ultrases (Guimaraes vd., 2019) olarak siralanabilir.
Liu vd. (2020) tarafinda yapilan bir ¢alismada, yiiksek hidrostatik basing isleminin (600
MPa, 5 dk) siitlerde toplam bakteri ve E. coli sayisinin azaltilmasinda etkili bulunurken
yiiksek derece B-laktoglobulin denatiirasyonu gozlemlendigi bildirilmistir. Matak vd.
(2007)’nin ¢alismasinda ise ultraviyole radyasyon (15.8 + 1.6 mJ/cm?, 18 s) uygulanan
siitte duyusal Ozelliklerde degisim (koti koku, ciftlik, giibre, kegimsi bir aroma)

meydana geldigi rapor edilmistir.

Mevcut uygulamalarin yukarida belirtildigi gibi birtakim dezavantajlarina ilaveten bazi
Salmonella serovarlarmin ¢evre kosullarina ve antibiyotiklere diren¢ kazanmasi goz
Ontine alinarak Salmonella patojen bakterisi ile miicadelede alternatif ¢6ziim arayislari
artmustir. Bakteriye 6zgii ve ¢evre dostu olmalar ile dikkat ¢eken fajlar ile biyokontrol,
bu dezavantajlar1 ortadan kaldirma potansiyeline sahip bir teknik olarak goriilmektedir
(Moye vd., 2018). Fajlar, kesfedilmesinden bu yana sadece tip ve veteriner hekimligi
alanlarinda degil aym1 zamanda tarimsal {retimlerde de yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Faj uygulamalarindan tiim gida zincirinde faydalanilabilir. Bu
kullanim alanlar1; tarim ve hayvancilikta patojen kolonizasyonunun ve enfeksiyonunun
azaltilmast (faj tedavisi), gidalarin dekontaminasyonu (biyokontrol), yeniden
kontaminasyonun 6nlenmesi ve gida {iriinlerinin raf dmriiniin uzatilmasi (biyokoruma)
ile gidayla temas eden yiizeylerin dezenfeksiyonu ve biyofilm olusumunu 6nlemek
(biyo-sanitasyon) olarak siralanabilmektedir (Sillankorva vd., 2012). Gida giivenligi
acisindan bakildiginda, litik fajlar mevcut en zararsiz antibakteriyel yaklagimlardan biri

olarak goriilmektedir.

Gidalarda biyokoruyucu olarak faj uygulamalar1 ¢ogunlukla Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Shigella spp., Campylobacter jejuni, Staphylococcus
aureus ve Pseudomonas spp. patojen bakterileri iizerinde yogunlasmistir (Moye vd.,
2018). FDA, Salmonella, E. coli, Campylobacter ve Listeria gibi sik goriilen bakteriyel

gida kaynakli patojenlerin iistesinden gelmek icin tasarlanmis c¢esitli faj bazlh
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preparatlarin gidalarda kullanimini onaylamistir. Bu faj preparatlar1 Koser ve Helal
sertifikalarina da sahiptir (Cooper, 2016; Moye vd., 2018). Onaylanan belli bash faj

tirlinleri Cizelge 2.3’te verilmistir.

Cizelge 2.3. Gida giivenligi uygulamalari i¢in kullanim1 onaylanan ¢esitli faj tirtinleri

Uretici Firma Faj Uriinii Hedef Mikroorganizma

FINK TEC GmbH

(Hamm, Almanya) Secure Shield E1 E. coli
Ecolicide® (EcolicidePX™) E. coli O157:H7
EcoShield™ E. coli O157:H7
Intralytix, Inc. ListShield™ L. monocytogenes
(Baltimore, MD, ABD)
SalmoFresh™ Salmonella spp.
ShigaShield™ .
(ShigActive™) Shigella spp.
Micreos Food Safety PhageGuard Listex™ L. monocytogenes
(Wageningen, Hollanda) PhageGuard S™ Salmonella spp.
Passport Food Safety
Solutions : ® : _
(West Des Moines, 1A, Finalyse E. coli O157:H7
ABD)
Xanthomonas campestris
Phagelux AgriPhage™ pv. vesicatoria,

Pseudomonas syringae pv.

(Shanghai, Cin) tomato

SalmoPro® Salmonella spp.

Hem bitkisel hem de hayvansal kokenli gidalarin hasat Oncesi tiretim asamalari
sirasinda faj ile biyokoruma stratejileri, bitki, hayvan ve insan patojenlerinin kontroliine
yoneliktir. Gida tiretim siirecinin ilk asamalarinda fajlar, gidalarin verimini ve kalitesini
artirmak ve hayvansal kokenli gidalar s6z konusu oldugunda insan patojenlerinin
¢evreye yayilmasini kontrol etmek i¢in kullanilabilmektedir (Greer, 2005). Hayvanlarda
faj tedavisinin uygulanmasi ile hastalik yiikii ve enfeksiyon nedeniyle hayvan
Olimlerinin azalmasmi saglamak miimkiindiir. Boylece, hem siit ve et liretimindeki
kesintiler hem de bakteriyel hastaliklardan kaynaklanan kayiplar nedeniyle giftciler
tizerindeki ekonomik yiik azalacaktir. Fajlarin hayvan viicutlarina etkili bir sekilde
verilmesi 6nemli bir konudur. Fajin ihtiyag duyulan bolgeye ulastirilmasi, tasima ve

dagitim sirasinda canli kalmas1 ve konak¢1 bakteri popiilasyonunu etkilemek i¢in yeterli
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sayida mevcut olmasi1 gerekmektedir. Bir faj kiiltlirliniin canli bir hayvana verilebilecegi
bir dizi metodolojik yol vardir: agizdan dagitim, intragastrik, deri yoluyla, kas yoluyla,
kan veya damar yoluyla. En yaygin yol, yiyecek veya suyun canli fajlarla dozlandigi
agizdan dagitimdir (Cooper, 2016). Canli hayvanlarda ¢esitli patojenik bakterilerin
inhibisyonu i¢in fajlarin kullanildig1 deneysel calismalar devam etmektedir. Yapilan
calismalara gore, fajlar patojen mikroorganizma hiicre sayisini azaltmada etkili olmakta
ve bulasici hastaliklara karsi terapdtik ajan olarak iyi bir etkinlik gostermektedir

(Ahmadi vd., 2016; Basdew ve Laing, 2015; Kim vd., 2014; Seo vd., 2018).

Fajlar, gidalarda hasat sonrasi asamalarda biyokontrol ajani olarak, gerek depolama
sirasinda bozulmaya neden olan bakterileri gerek insan patojenlerini kontrol etmek icin
siit ve trlinleri, kiimes hayvanlan eti, kirmiz1 et, meyve ve sebzeler ile yemeye hazir
gidalara uygulanabilmektedir (Greer, 2005). Siitiin sagilmasindan tiiketime kadar olan
zincir boyunca, siitiin toplanmasi, ¢esitli siit iiriinlerine isleme ve isleme sonrasinda
yemeye hazir gidalarin hazirlanmasi sirasinda dekontaminasyon ve/veya yeniden
kontaminasyonu dnlemek i¢in faj ilavesi yapilabilir. Siit endiistrisinde faj kullaniminin,
bakteriyel insan patojenlerinin sayisini azaltmada etkili olabildigi gdosterilmistir
(Cooper, 2016). Fajlarin patojen bakterileri inhibe edici etkisinden gida
ambalajlamasinda da yararlanilmaktadir. Canli fajlar gidalarin {izerine yerlestirilen
emici pedlere dahil edilerek zamanla substrata gecis yaparlar. Bu yontem hem
perakendeciler hem de tiiketiciler i¢in gidalar1 daha uzun siire taze tutmanin yeni bir

yolunu sunabilmektedir.

Cesitli litik fajlar, gidalara genellikle sivi formda piskiirtme ya da gidalarin faj
soliisyonuna daldirilmas1 yontemleri ile uygulanmaktadir. Fakat bazi durumlarda, hedef
patojenler gida iiriinlerinin sadece belli bir yiizeyinde yogun olarak lokalize oldugundan
veya gida lirlinlerinin biitlin ylizeylerinde bulunabileceginden dolay1 piiskiirtme yoluyla
faj uygulamasi dezavantajli olmaktadir. Daldirma yonteminde ise kullanilan faj
miktarlart fazladir. Fajlarin sivi formda kullanimlar1 faj titresinde azalmalar, gida
bilesenleri ile istenmeyen etkilesimler, mide asitlik degerlerinde ve sindirim
enzimlerinin varliginda etkinliginin azalmasi ya da tamamen sonlanmasi gibi birtakim
siirlamalara yol acabilmektedir. Bu nedenle insanlarda, hayvanlarda ve gidalarda
fajlarin  kullanimi, oral veya lokal uygulama icin farkli formiilasyonlar gerektirir

(Joerger, 2003; Petsong vd., 2019). Fajlar protein ve niikleik asitlerden olustugu i¢in
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stv1 formda uzun siireli depolama sirasinda aktivitelerini kaybetme riski tasirlar. Fajlarin

protein kapsitleri oldugundan, faj formiilasyonlar1 diger protein bazli formiilasyonlarla

benzerlik gosterir. Proteinlerin sivi formlar1 genellikle toz formlarindan daha kararsizdir

(Sezer ve Boyaci, 2024). Fajlar gidalara ¢esitli yontemlerle uygulandiklarinda bakteri

yiikiinli azaltmak i¢in iglem sonrasinda ve depolama kosullar sirasinda canli kalmasi

gerekmektedir. Yapilan ¢aligmalar, fajlarin bakteriyel hiicrelerin metabolik olarak daha
aktif olacagi sicakliklarda bakteriyel hiicre oliimiinii en iyi sekilde etkileyebildigini
bildirmektedir. Faj tiremesinin konak¢i bakteri hiicresinin biyokimyasal siireglerine
bagli olmast da bu goriisleri desteklemektedir. Bununla birlikte 4°C gibi diisiik

sicakliklarda da fajlar bakteri hiicrelerinin lizisini saglayabilmektedir (Cooper, 2016).

Bu bilgiler dogrultusunda, fajlarin gida endistrisinde kullanilabilmeleri ve

uygulamalarin basariya ulasmas: i¢in dikkat edilmesi gereken hususlar asagida

siralanmusgtir (Abedon vd., 2011; Vu vd., 2024):

I.  Fajin yapisinda toksinlerin veya antibiyotik direng genlerinin bulunmamasi
gerekir.

ii.  Faja diren¢li mutantlarin ortaya ¢ikmasini engelleme yetenegi bulunmalidir.

iii.  Hedef patojenin ¢oklu izolatlarina kars1 genis bir konakg1 araligi olmalidir.

iv.  Faj enfeksiyonu ve ¢ogalmasi metabolik olarak aktif konake1 hiicrelerin varligini
gerektirir.

V.  Fajin uygulama sonrasinda canliligimni siirdiirmesi gerekmektedir. Bu da fajin
sicaklik, asitlik gibi faktorlere karsi stabilitesinin arastirilmasini ve korunmasini
gerektirir.

vi.  Bakteriyel hiicre sayisinin azaltilmasi igin gerekli olan fajin konakgi hiicreye
oran1  krittkk Oneme sahiptir. Cogunlukla bakteriden daha yiiksek
konsantrasyonda faj kullanimi uygun goriilmektedir.

vii.  Gidalarin birden fazla kaynaktan gelen cesitli bakteriyel patojenleri igerme
potansiyeli goz Oniline alindiginda, faj kokteyllerinin kullanimi daha etkili
olacaktir. Faj kokteyli olusturulmasinda uygun fajlarin se¢imi, kritik 6neme
sahiptir ve konakg1 araliklarinin tam olarak arastirilmasi gerekmektedir.

viii.  Fajlarin biyokontrol ajanlari olarak kullanilmasinda, canli fajlarin insan besin
zincirine girmesi sebebiyle tiiketici saglhigina zarar vermemesi gerektigi

unutulmamalidir.
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2.2.6 Bakteriyofaj uygulamalarinin avantaj ve dezavantajlari

Fajlar biyokontrol ajanlar1 olarak cesitli avantajlar sunar. Bu avantajlar su sekilde

siralanabilmektedir (Erol ve Kaskatepe, 2024; Loc-Carrillo ve Abedon, 2011;
Sillankorva vd., 2012; Sliwka vd., 2019):

Vi.

Vii.

viii.

Fajlar yiiksek 6zgiilliige sahiptir. Bakteriyel hiicre duvari reseptorleri tarafindan
belirlenen konak¢inin hedeflenmesiyle dogal mikroflora zarar gormez.

Fajlarin kendi kendini kopyalama ve kendi kendini sinirlama 6zellikleri vardir.
Yani fajlar, ortamda canli konak¢1 oldugu siirece g¢ogalabilir ve antimikrobiyal
etkilerini siirdiirebilir.  Konak¢1 yoklugunda ise organizmalarin bagisiklik
sistemi tarafindan ortadan kaldirilir. Fajlarin bu 6zelligi otomatik dozlama
olarak bilinir.

Bakteriler hayatta kalmak i¢in faj savunma mekanizmalar1 gelistirdik¢e fajlar
degisen konakg1 sistemlere uyum saglayabilirler.

Yapilar1 niikleik asit ve proteinlerden olustuklari i¢in toksik degillerdir.

Fajlar nispeten ucuzdur ve basit bir liretim teknolojisine sahiptir.

Gida isleme sirasindaki gevresel streslere ve gidanin fizikokimyasal 6zelliklerine
kars1 genellikle iyi bir stabilite sergilerler.

Diisiik dozlarda kullanildiklarinda bile yiiksek etkinlik gosterebilirler.

Uzun raf dmriine sahiptirler.

Bu avantajlarla beraber faj uygulamalarinda birtakim dezavantajlar veya kisitlamalar da

bulunmaktadir (Malik, 2021; Shahdadi vd., 2024):

Birgok koruma metodunda oldugu gibi faj preparatlarinin gida endistrisinde
kullanilabilmeleri i¢in saglik acisindan gilivenli olduklarinin onaylanmasi
gerekmektedir.

Konak¢iya 6zgii olmalarindan dolay: antibakteriyel spektrumu dar olan fajlarin
aktivitesini artirmak i¢in faj kokteyllerinin olusturulmasi gerekir. Uygun kokteyl
ve formiilasyonlarin gelistirilmesi i¢in ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Fajlar yiiksek sicaklik, asitlik, organik ¢oziiciilere maruz kalma, araylizey
etkileri gibi durumlara maruz kaldiginda stabilitesini koruyamadiklari i¢in hiicre
igindeki patojenlerin inhibisyonunu engellemektedir.

Gida igerikleri ve diyet, insan Dbagirsaginda faj kompozisyonunu

etkileyebilmektedir.
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v. Hayvan ya da insan bagisiklik sisteminin fajlar1 nétralize etmesi durumunda faj
terapisinin etkinligi kisitlanmaktadir.
vi.  Muhafaza sirasinda faj aktivite kayb1 ve faj uygulama yontemi de uygulamalarin

basarisiz olmasina neden olabilmektedir.
2.3 Enkapsiilasyon

Enkapsiilasyon teknolojisi, fajin kullanim alanini genisletmek, uygulama kolayligi,
tasima ve depolama kolayligi saglamak, iyi bir stabilite ile antimikrobiyal etkiyi
artirmanin yollarindan biri olarak goriilmektedir. Enkapsiilasyon, ¢esitli bilesenlerin
uygun bir madde ile tamamen sarildigi, kaplandigi ve fiziksel bir bariyerle korundugu
teknolojiyi ifade eder. Bu teknoloji, 1950’lerde kesfedilmesinden bu yana kimya,
dokiim, tip ve eczacilik gibi birgok alanda kullanilmaktadir. Gida endiistrisindeki ilk
uygulamalar ise 1970’lerde cesitli gida bilesenleri, gida katki maddeleri ve
probiyotiklere odakli uygulamalarla karsimiza ¢ikmaktadir (Calder6n-Oliver ve Ponce-
Alquicira, 2022). Enkapsiilasyon islemlerinde aktif bilesenlerin ¢evresel stres
faktorlerinden (oksijen, radyasyon, 11k, nem ve ekstrem pH kosullari vb.) korunmasi ve
bilesenlerin matrislerden salinmasinin kontrol edilmesi birincil 6neme sahiptir. Bununla
birlikte hedefler arasinda azaltilmis toksisite, azaltilmis maliyet ve bir besin maddesinin
artirllmig  biyoyararlihigr ile Uriin  kullanimini iyilestirmek de yer almaktadir.
Enkapsiilasyon teknolojisinin gida endiistrisindeki kullanim amaglar1 asagida
siralanmistir (Calderon-Oliver ve Ponce-Alquicira, 2022; Xu vd., 2024):

i. Cesitli bilesenlerin ¢oztniirlik, akiskanlik ve depolama stabilitelerini
tyilestirmek.

ii.  Aroma bilesenlerinin buharlagsmasini 6nlemek ve aroma kaybini azaltmak.

lii.  Gida katki maddeleri ve diger baz1 maddelerin toksikolojik etkilerini azaltmak.

iv. Biyoaktif bilesenleri ve mikroorganizmalari (probiyotikler, fajlar gibi)
oksidasyon, ultraviyole 151k, sicaklik, asitlik ve nem gibi faktorlere karsi
koruyarak besin degeri ve 6zel fonksiyonlart muhafaza etmek.

V.  Birbiriyle reaksiyona girebilecek bilesenlerin ayri ayr1 gomiilmesini saglayarak
sistem igerisinde stabilitelerini saglamak. Bu fonksiyon, bilesenlerin birbirini
etkilemeksizin diizenli bir sekilde salinmasina, aktivitelerini gereken zamanlarda
gostermesine ve bdylece gida iiriinlerinin lezzetini ve besleyiciligini artirmasina

olanak tanir.
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vi.  Bazi besin maddelerinin hos olmayan tat veya kokularint maskelemek suretiyle
besin degerinden faydalanmak.
vii.  Gidalardaki mikro besinlerin ve fizyolojik olarak aktif maddelerin etkinligini
koruyarak bunlarin insan viicudu iizerinde faydalarini siirdiirmek.
viii.  Kaplanan bilesenin, Onceden tasarlanmig bir ¢Oziinme ve serbest birakma

mekanizmasi ile kontrollii salinimina olanak tanimak.

Enkapsiilasyon islemi, genellikle ¢ekirdek malzemenin duvar malzemesi ¢ozeltisi ile
karistirilmasi ve bu karigimin kurutulmasi veya yogunlastirilmasi olmak tizere iki temel
adimdan olusur. Enkapsiilasyonda, kapsiillenen maddeye c¢ekirdek malzemesi, aktif
madde veya i¢ faz; kapsiilleme i¢in kullanilan maddeye ise duvar malzemesi, kaplama
malzemesi veya kabuk adi verilir. Cekirdek malzeme aromalar, pigmentler, vitaminler,
amino asitler, yaglar, ugucu katki maddeleri, enzimler, probiyotikler veya fajlar gibi
antimikrobiyal ajanlar olabilir. Duvar malzemesi, ¢ekirdek malzemenin oksijen,
sicaklik, asitlik, nem ve ultraviyole radyasyon gibi ¢esitli ¢evresel faktorlerden
korunmasma yardimci olur. Uriin stabilitesinin artirilmasina ve raf Omriiniin
uzatilmasina katkida bulunur. Cekirdek materyallerin ¢oziiniirliik, hidrofili ve lipofili
gibi fiziksel ozelliklerinin gelistirilmesinde rol oynar. Cekirdek malzemenin salinim
kosullarin1 ve hizim1 kontrol ederek hassas dagitim saglar. Ayn1 zamanda ¢ekirdek
malzemeyle iligkili hos olmayan tat ve kokular1 maskeleyerek genel iiriin kalitesini

artirir (Bu vd., 2021).

Enkapstilasyon teknolojisi ile iiretilen pargaciklar genellikle kapsiil olarak adlandirilir.
Boyutlar1 birka¢ nm ile birkag mm arasinda degismektedir. Parcacik boyutu 1 pm’den
kiiclik oldugunda nanopartikiiller, 1 mm’den kiigiik oldugunda mikropartikiiller, 1
mm’den biiyiik oldugunda ise makropartikiiller olarak adlandirilirlar. Kapsiiller ideal
veya ideale yakin kiiresel sekle veya diizensiz sekle sahip olabilir (Choinska-Pulit vd.,
2015). Kapsiiller, morfolojiye gére mononiikleer, poliniikleer, matris tipi ve ¢ok duvarli
olarak siniflandirilabilir. Mononiikleer kapsiiller, tek bir kabukla ¢evrelenmis tek bir
cekirdekten olusan en yaygin kapsiil tiiriidiir. Ancak bazi durumlarda aktif bilesenin
kontrollii salimimi, tek duvarli malzemelerden daha fazlasini gerektirir. Bu nedenle
poliniikleer yani ¢ok cekirdekli kapsiilleme uygulamalar1 da mevcuttur. Cok cekirdekli
kapsiiller, tek bir kabuk icine alinmig bir¢ok aktif bilesene sahiptir. Bu kapsiiller, ¢esitli

enkapsiilasyon yontemlerinin kombinasyonu ile {iretilebilir. Cekirdek malzemeleri ilk
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once bir duvar malzemesiyle kaplanir, ardindan baska bir genel duvar malzemesiyle
kapsiillenir. Matris tipi (matris igindeki) kapsiillerde ¢ekirdek malzemesi, kabuk
malzemesi i¢inde homojen bir sekilde dagitilir. Matris tipi kapsiiller, ilag endiistrisinde
ilag dagitimi i¢in yaygin olarak kullanilirlar. Gida endiistrisinde de aromalarin
enkapsiilasyonunda kullanilmaktadir. Cok duvarli kapsiiller ise daha ¢ok kontrollii
salimim saglamak i¢in farkli duvar malzemeleriyle ¢evrelenmis tek bir ¢ekirdekten

olusan kapsiillerdir (Bamidele ve Emmambux, 2021; Jegat ve Taverdet, 2000).

Gida tirlinleri i¢in enkapsiilasyon teknolojisini kullanirken hem verimi hem de iiretim
maliyetini dikkate almak onemlidir. Cekirdek malzemeye bagli olarak, isleme ve
iiretime uygun, diisiikk bir maliyetle en yiiksek kapsiilleme oranina ulagsmak i¢in farkl

kapstilleme teknikleri se¢ilebilir.

2.3.1 Enkapsiilasyon teknikleri

Aktif bilesenin dogasina, kaplama malzemesinin 6zelliklerine, kullanim amacina ve son
triinin arzu edilen oOzelliklerine gore degisen cesitli enkapsiilasyon teknikleri
gelistirilmistir. Giiniimiizde gida bilesenlerinin enkapsiilasyonu i¢in kullanilan bir¢ok
yontem mevcuttur. Bu yontemler; piiskiirterek kurutma, piiskiirterek-sogutarak kurutma,
dondurarak kurutma, akiskan yatak, yag fazi ayirma yontemi, ekstriizyon, arayiizey
polimerizasyonu, hava siispansiyonu, elektrostatik egirme, kompozit fazlar emiilsiyon
yontemi, molekiiler kapsiilleme yontemi, kiiciik delikli pihtilasma yontemi, lipozom
kapsiilleme, emiilsiyon kapsiilleme, karmasik koaservasyon, nanokapsiilleme ve
stiperkritik carpan akig teknolojisidir (Xu vd., 2024). Kaplanmak istenen bilesikler
genellikle sivi formda oldugu i¢in tercih edilen ¢ogu teknik kurutmaya dayanmaktadir.
Mikroorganizmalarin ve dolayisiyla fajlarin enkapsiilasyonunda en yaygin kullanilan
yontemler arasinda puskiirterek kurutma ve ekstriizyon yontemleri vardir (Choinska-

Pulit vd., 2015; Sliwka vd., 2019).

2.3.1.1 Ekstriizyon yontemiyle enkapsiilasyon

Ekstriizyon yontemi, mikroorganizmalarin kapsiillenmesinde yaygin olarak kullanilan
fiziko-mekanik bir yontemdir. Ekstriizyon teknolojisi, bir malzemenin amaca gore

dizayn edilen belirli ¢aptaki bir basliktan/delikten belirli bir hizda akmaya zorlanmasi
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olarak tanimlanmaktadir. Yontem, aktif madde ve hidrokolloid ¢ozelti karisimin bir
jellestirme ¢ozeltisine damlatilmasi ile uygulanir. Jellestirme ¢ozeltisi olarak ¢ogunlukla
kalsiyum kloriir (CaCly) ¢6zeltisi kullanilmaktadir. Damlatma araci siringa, titresimli bir
agizlik, piiskiirtme agzi, jet kesici veya piiskiirtme diski olabilir. Ekstriizyon yontemiyle

enkapsiilasyon diizeneginin sematik gosterimi Sekil 2.6’da gdsterilmistir.

Damlatma baghg:
(nozul)

Peristaltik pompa

y Jellestirme
gozeltisi

//'/
,// i

Sekil 2.6. Ekstriizyon yontemiyle enkapsiilasyon (Sultana vd., 2022)

Aktif madde

Kaplama malzemesi

] Manyetik karistirict

En yaygin ekstriizyon teknikleri rezonans ve jet kesme ve elektrostatik yontemdir.
Ekstriizyon yontemiyle elde edilen kapsiiller genellikle 0,1-5,0 mm boyutlarinda
olmaktadir. Elektrostatik ekstriizyon ile 50 pm'ye kadar kiigiik pargaciklar iiretilebilir.
Bu yontemle {iretilen kapsiiller, genellikle yuvarlak formda olmasindan dolay: siklikla
boncuk olarak adlandirilir. Ekstriizyon yonteminde kuvvetli karistirma veya yiiksek
sicaklik gibi islem faktorleri olmadig1 i¢in hem uygulama kolayligi sunar hem de
mikroorganizmalarda hiicresel hasari en aza indirir (Choinska-Pulit vd., 2015; Nedovic
vd., 2011). Yontem, hiicrelerin yiiksek canliligini koruyabilmesinin yani sira kolay
uygulama, yiiksek verim ve diisiik maliyet avantajlarini sunar. Ayrica ¢evre dostu bir
tekniktir. Ekstriizyonun en 6nemli dezavantaji 6lgek biiyiitmenin zorlugudur. Uretim
Olcegini biiyilitmek amaciyla ekstriizyon proseslerinde c¢oklu nozul, doner diskli
atomizer, jet kesici gibi birtakim ilavelerle degisiklikler yapilabilmektedir (Mortazavian
vd., 2007).

Ekstriizyon yontemi ile enkapsiilasyon, faj kapsiillemesinde de kullanilmaktadir.

Batalha vd. (2021), farkli hidrokolloidler (aljinat, karragenan, kitosan, peynir alti suyu
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proteini) kullanarak ekstriizyon teknigiyle UFV-AREGI] faj1 yiiklii boncuklar tiretmis ve
tiim kaplama maddelerinde yaklasik %99 ile oldukga yiiksek bir enkapsiilasyon etkinligi
elde edilmistir. Batalha vd. (2021)’nin ¢alismasinda, enkapsiile edilen fajin stabilitesi ve
salinim oOzellikleri aragtirilarak ¢iftlik hayvanlarinda mikrobiyal kontaminasyonu
azaltmaya yonelik oral kullanimi degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, enkapsiile
UFV-AREGI1 fajinin simiile edilmis mide sivisinda hayatta kalma sansini, serbest
fajlara kiyasla 6nemli 6l¢iide iyilestirdigini gostermistir. Ayrica simiile edilmis bagirsak
stvisinda kontrollii salinim olanagi (en az %50 salinim) sunmustur (Batalha vd., 2021).
Bir bagka calismada, manitol ve sodyum aljinat kullanilarak kapsiillenen T4 fajinin
depolama, yapay mide ve bagirsak sivilarinda sergiledigi stabilite verilerine gore
fajlarin agizdan uygulanmasi ile patojen bakterilerin bagirsakta kolonizasyonunu

azaltmak igin kullanma potansiyelini ortaya koymustur (Sliwka vd., 2019).

2.3.1.2 Piiskiirterek kurutma yontemiyle enkapsiilasyon

Piiskiirterek kurutma, gida sektoriinde en eski ve en yaygim kullanilan kapsiilleme
tekniklerinden biridir. Bu teknik, g¢ekirdek madde ve polimer matrisi igeren bir
¢ozeltinin bir kurutma odasinda sicak hava akiminda atomizasyonu ile graniiller halinde
kurutulmasi esasina dayanir. Kabuk malzemesi, emiilsiyonun su kisminin (¢6ziicii) hizla
buharlagsmasi nedeniyle ¢ekirdek {lizerinde katilasir. Parcaciklar, kurutucudan ¢ikan hava
akimindan ayrilir ve toplama igin siklonlar veya torba filtreler kullanilir (Choinska-Pulit
vd., 2015). Gida endiistrisinde kullanilan tipik bir piiskiirterek kurutma diizeneginin
sematik gosterimi Sekil 2.7°de verilmistir. Piiskiirterek kurutma, dlgeklenebilir, siirekli
ve nispeten ekonomik bir endiistriyel proses teknolojisidir. Bu teknik ile boyutlari
genellikle 10-100 um arasinda degisen, ¢Oziinlirligii yiiksek tozlar tiretilir. Bu 6zellik
son lirliniin duyusal 6zellikleri agisindan arzu edilen bir durumdur. Gida endiistrisinde

cogunlukla kokularin, yaglarin ve aromalarin kapsiillenmesinde kullanilir.
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Sekil 2.7. Sekil Piiskiirterek kurutma diizenegi (Malik, 2021)

Piiskiirtmeli kurutucular yaygin olmasina ragmen bu teknigin, ekipmanin karmasikligi,
kurutma odasindaki tekdiize olmayan kosullar ve pargacik boyutunu kontrol etmenin
her zaman kolay olmamasi gibi ¢esitli dezavantajlar1 vardir (Choinska-Pulit vd., 2015;
Nedovic vd., 2011). Bir bagka dezavantaj, suyun buharlagsmasimni kolaylastirmak igin
gereken yiikksek sicakliktir. Yiiksek sicaklik ve dehidrasyon, son {iriindeki
mikroorganizma hiicre canliligini azaltabilir (Malik, 2021). 120°C'nin iizerindeki hava
girig sicakligimin ve 60°C'nin iizerindeki hava ¢ikis sicakliginin, probiyotik bakteri
kiltlirlerinin canliligin1 6nemli 6l¢lide azalttig1 rapor edilmistir. Fajlarin da termal strese
duyarli olabildigi bilinmektedir ve kurutma sicakliklar: faj aktivitesinde kayiplara neden
olabilir. Bununla birlikte, fajlar termal stabilite agisindan 6nemli farkliliklar gdsterebilir.
Genellikle, fajlarla yapilan piiskiirterek kurutma caligmalarinda, diistik sicakliklarda
(40-50°C hava c¢ikis sicakliklar1) ¢alisan es zamanli kurutucular kullanilmig, bu da
iiretilen tozlarda daha yiiksek faj titreleri elde edilmesine ve kurutmadan hemen sonra
genel faj kayiplarinin azalmasina neden olmustur (Choinska-Pulit vd., 2015; Malik,
2021). Daha o6nce yapilan bir ¢aligmada, Pseudomonas faji hem piiskiirterek kurutma
(giris sicakligr 60°C, cikis sicakligi 40-45°C) hem de dondurarak kurutma metodu ile
toz formuna getirilmistir. Piiskiirterek kurutma ile elde edilen {iriiniin faj titresinde 1,5
log pob/mL’lik 6nemli bir azalma meydana gelirken; ultrasonik bir baslik kullanarak
dondurarak kurutma ile elde edilen iiriiniin faj aktivitesinde daha fazla kayip olmustur.
Bununla birlikte, piiskiirterek kurutma ile stabil bir faj tozu iiretildigi, diger metoda gore

tozun daha iyi aerosol performans sergiledigi ve enfeksiyon tedavisinde canli faj
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saglama potansiyelinin diger metoda gore daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Leung
vd., 2016).

2.3.2 Kaplama maddeleri

Mikroorganizma hiicrelerini kapsiillemek i¢in ¢ok sayida madde kullanilir. Uretilen
kapsiillerin 6zelliklerinin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynayan kaplama maddelerinin
secimi, aktif maddenin 6zellikleri ve kullanim amaci dikkate alinarak yapilir. Kaplama
maddesinin faji olumsuz c¢evresel kosullarma karsi koruyabilmesi ve enfeksiyon
bolgesine ulastirabilmesi 6nemlidir (Malik vd., 2017). Ayrica segilecek kaplama
maddesinin genellikle giivenli kabul edilmesi (GRAS), biyolojik olarak pargalanabilir
olmasi ve yiiksek mikrobiyal yiike izin vermesi gerekir. Fajin enkapsiilasyonunda hem
dogal hem de sentetik polimer maddeler kullanilabilir. Sentetik polimerler daha yiiksek
mekanik mukavemet ve daha iyi kimyasal stabilite sunsa da daha hafif islem siiregleri
gerektirmesi ve mikrobiyal hiicrelerin canliligini daha i1yi korumasi sebepleriyle dogal
polimerler daha ¢ok tercih edilir (Rathore vd., 2013; Timilsena vd., 2020). Kullanilan
kaplama maddeleri genellikle karbonhidratlar, proteinler, lipitler ve bunlarin tiirevleri
olan dogal polimerik maddelerdir. Mikroorganizmalarin enkapsiilasyonunda kullanilan
kaplama maddeleri arasinda sodyum aljinat, kitosan, jelatin, etilseliiloz, karboksimetil
selilloz, Kkarragenan, peynir alti suyu proteinleri, pektin, nisasta, seliiloz tiirevleri,
kegiboynuzu zamki, akasya zamki, poliesterler, yag asitleri, mumlar ve polietilen glikol
yer almaktadir (Abdelsattar vd., 2019; Choinska-Pulit vd., 2015; Petsong vd., 2019;
Timilsena vd., 2020).

Aljinat, mikroorganizmalarin kapsiillenmesinde en ¢ok tercih edilen kaplama
maddelerinden biridir (Batalha vd., 2021; Ma vd., 2012). Uzun yillardir gida
endistrisinde kivam arttirici, jellestirici ve kolloidal stabilizator olarak da kullanilan
aljinat, kahverengi algler (Phaeophyceae) ve bazi bakterilerden (Azotobacter vinelandii
ve Pseudomonas aeruginosa) elde edilmektedir. Aljinat, 1,4 bagli B-D-mannuronik asit
ve a-L-glukuronik asit monomerlerinden olusan anyonik dogrusal bir polisakkarittir. -
D-mannuronik asit ile a-L-glukuronik asit bilesenlerinin olusturdugu dizi bilesimi,
dagilimi ve molekiiler agirlik, aljinatlarin fiziksel ozelliklerini belirler. Aljinat
¢ozeltilerinin viskozitesi esas olarak malzemenin molekiiler agirligina baglidir (Augst

vd., 2006). Uygun kosullar altinda, sodyum aljinatin yap1 birimi olan glukuronik asit
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katyonlar ile bir bag kurarak (iyonik etkilesimler) hidrojel olusturma yetenegine
sahiptir. Aljinat, jellestirici olarak kullanilan CaCl, ile temas ettiginde kalsiyum
iyonlarinin aljinatla c¢apraz baglanmasi, bir aljinat jeli ve 0Ozel bir miidahale
gerektirmeden tirlinii hizli bir sekilde saran yar1 gegirgen bir kalsiyum membrani olugur
(Valdivia-Rivera vd., 2021). Aljinatin siklikla kullanilan bir kapsiilleme materyali
olmasimin sebepleri dogal, ucuz ve biyouyumlu olmasi, toksik olmamasi, GRAS olarak
kabul edilmesi, birgok enkapsiilasyon metoduna uygun olmasi, farkli kabuk materyalleri
ile uyumlu kombinasyonlar meydana getirmesi ve porozitesinin yiiksek olmasi seklinde
siralanabilir. Ayrica kaplama materyali olarak mekanik stabiliteye, tuz ve selatlayici

ajanlara karsi yiiksek toleransa sahiptir (Augst vd., 2006; Gokbulut vd., 2018).

Enkapsiilasyon ¢aligmalarinda yaygin olarak tercih edilen bir bagka kaplama materyali
kitosandir. Kitosan, genellikle mantarlar, istiridyeler, bocekler gibi g¢esitli dogal
kaynaklarda bulunan kitinin deasetilasyonunu ile iretilen pozitif yikli bir
polisakkarittir. Kitosan, bir N-asetil-D-glukozamine baglh bir B-1,4-D-glukozamin
biriminden olusan temel bir yapiya sahiptir. Kitinin deasetilasyon derecesi, kitosanin
ozelliklerini etkiler. Ornegin kitinin deasetilasyon derecesi %50'yi astiginda kitosan sulu
asidik kosullarda ¢oziiniir hale gelir. Ayrica, homojen veya heterojen deasetilasyon
kosullarinin  kitosanin mikro yapis1 iizerinde Onemli bir etkisi vardir. Bu da
¢Oziinilirligiinii ve uygulamalarini yani ilag veya gida tasiyicihigmi belirler (Calinoiu
vd., 2019). Kitosan dogal, alerjen madde igermeyen, giivenli ve saglik yararlar1 olan
biyouyumlu bir polimerdir. Antimikrobiyal aktivitesi ve antioksidan ozellikleri de
kitosani ilgi ¢ekici kilmaktadir (Sabaghi vd., 2015). Enkapsiilasyon proseslerinde
genellikle dogal veya yapay polimerlerle karistirilarak kullanilir. Kitosan, negatif yiiklii
bir polimer etrafinda yar1 gecirgen bir zar olusturabilir ve genellikle jel boncuklarini ya
da kapsiilleri kaplayarak onlarin stabilitelerini artirmaya yonelik kullanilir (Abdelsattar
vd., 2019; Anal ve Singh, 2007).

2.4 Gida zincirinde enkapsiile bakteriyofaj uygulamalari

Enkapstilasyonun fajlarin olumsuz kosullara (gastrointestinal kosullar, gida isleme,
saklama kosullar1 vb.) kars1 korunmasi ve kontrollii salinimlarinin saglanmasi amaciyla
kullanilan etkili bir yontem oldugu ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir. Kapsiillenmis

fajlarin potansiyel uygulamalari, gidalarda ve farkli ¢iftlik hayvanlarinda patojen
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bakterilerin kontrol edilmesi veya ortadan kaldirilmasi i¢in degerlendirilmistir.
Literatiire bakildiginda, enkapsiile faj ¢aligmalarinin daha ¢ok terapotik ajan olarak
kullanimlarda yogunlastigr ve gida uygulamalari ile ilgili ¢alismalarin kisith oldugu

goriilmektedir.
2.4.1 Bakteriyofaj terapisi

Diinya ¢apinda ciddi bir halk sagligi sorunu olan antibiyotik direnci ve ¢oklu ilaca
direngli patojenik bakterilerin artig1 nedeniyle ticari olarak satilan antibiyotikler zamanla
daha az etkili hale gelmektedir. Bu durum, hayvanlarda veya insanlarda faj ile tedavi
olanaklarinin arastirilmasinin oniinii agmistir. Faj kapsiilleme teknikleri, minimum faj
kaybiyla gastrointestinal sistemin zorlu kosullarina kars1 faj i¢in koruyucu bir dagitim
modeli saglamaktadir. Farkli kaplama maddeleri ve farkli tekniklerle kapsiillenen gesitli
patojen bakterilere karsi etkili faj preparatlarinin hiicre i¢i ve dis1 kosullarda
degerlendirildigi bazi ¢alismalar Cizelge 2.4’te verilmistir. Cizelgede rapor edilen
calismalar incelendiginde; genellikle kaplama maddesi olarak aljinat ve enkapstilasyon
yontemi olarak ekstriizyon yonteminin kullanildigi goriilmektedir. Canli hayvanlarla
calismanin getirmis oldugu birtakim kisitlamalar, aragtirmalarin ¢ogunlukla hiicre
disinda simiile edilmis ortamlarda yapilmasina neden olsa da son yillarda hayvanlar

tizerindeki ¢alismalarda artis mevcuttur.

Faj terapisine yonelik caligmalarda hedef alinan Oncelikli patojen bakteriler; tavuk,
domuz, sigir gibi ¢iftlik hayvanlarinda siklikla hastaliklara neden olan Salmonella ve E.
coli’nin farkli suslaridir. Stanford vd. (2010)’nin ¢alismasinda, sprey kurutucuda
Eudragit S100 ile kaplanan dort E. coli fajinin pH 3,0'a maruz birakilmasimin ardindan
fajlarin  geri kazanimi mimkiin olurken serbest fajlarda aktivite tamamen
kaybedilmistir. Calismada E. coli O157:H7’ye kars1 litik aktiviteyi degerlendirmek igin
asilama yapilan sigirlara agilamadan 1 giin 6nce ve asilamadan sonraki 1, 3, 6 ve 8.
giinlerde ya oral yolla faj kapsiilii (10" pob) ya da enkapsiile faj karistirilmis yem (10™
pob) verilmistir. 10 hafta boyunca incelenen diski ve deri 6rneklerinden elde edilen E.
coli O157:H7 sayilarina gore, faj tedavisi sigirlarda bakteri dokiilmesini azaltmamig
ancak kapsiil olarak verilen sigirlarda dokiilme siiresini, kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda 14 giin azaltmigtir. Aragtirmacilar faj dagitim sistemlerinin tam
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olarak basariya ulagmasi i¢in faj ekolojisinin daha iyi anlagilmasi gerektigine dikkat

cekmislerdir.
Cizelge 2.4. Faj terapisi uygulamalari
Faj Kaplamg Enkaﬂpsulas.yon Degerlendirildigi Kaynak
maddesi yontemi ortam/materyal
L . Puskiirterek . (Stanford vd.,
E. coli fajlan Eudragit S100 kurutma Besi sigirlari 2010)
Salmonella faj . r s Domuz (besleme (Saez vd.,
kokteyli Sodyum aljinat  Emiilsifikasyon yoluyla) 2011)
Staphylococcus Aljinat, . Simiile
aureus faji CaCO; Ekstriizyon gastrointestinal siv1 (Mavd., 2012)
Salmonella Felix alﬁ IJS mat—pfg/trllirni Ekstriizvon Simiile (Tang vd.,
Ol faj1 Uy p 4 gastrointestinal sivi 2013)
karisimi1
E. coli O157:H7 Aljinat, . Simiile .
faj1 Kitosan ERggyon gastrointestinal siv1 (Kim vd., 2015)
. Film hidrasyon
Salmonella faj . y . o (Colom vd.,
kokteyli Lipozom yontemi ve Etlik pili¢ 2015)
Liyofilizasyon
Salmonella faj Aljinat, , . ¥ (Colom vd.,
kokteyli CaCOs Ekstriizyon Ticari piligler 2017)
. : Aljinat, . Simiile (Abdelsattar
E. coli ZCEGR)1 Kitosan Elgigeyon gastrointestinal stvi - vd., 2019)
Salmonella Felix Eudragit S100 Puskiirterek Simiile (Vinner vd.,
Ol faji 9 kurutma gastrointestinal s1vi 2019)
Salmonella Linozom Film hidrasyon Fafs’trsé?rl:tlé:t}ﬁzalln (Otero vd.,
UAB_Phi20 faji P yontemi ga nal. 2019)
bagirsak bariyeri
Pseudomonas Laktoz, Puskiirterek in vitro (Khanal vd.,
PEV20 faji Losin Kurutma 2021)
. . . . Simiile (Richards ve
E. coli T3 faji Eudragit S100 Ekstriizyon sastrointestinal sty Malik, 2021)
: . . (Gomez-Garcia
Salmonella S1 faji Aljinat Ekstriizyon Tavuk vd., 2021)
N (Lorenzo-
Salmonella_ Eudragit L100 Puskirterek Tavuk Rebenaque vd.,
FGS011 faji kurutma
2022)
Sodyum aljinat,
Salmonella faji Ksantan gam, Ekstriizyon In vitro, civciv (Zhang vd,
. X 2023)
Oligosakkaritler
. . Aljinat, ,
E. coli A221 faji . Ekstriizyon Domuz (Mao vd., 2023)
Kitosan
Salmonella faj Aljinat, . Simiile (Dlamini vd.,
. Karragenan, Ekstriizyon . .
kokteyli CaCo gastrointestinal siv1 2023)
3
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Abdelsattar vd. (2019)’nin ¢alismasinda, ZCEC5 E. coli O157:H7 fajinin kontrollii
salinimi i¢in ekstriizyon yontemiyle stabil bir aljinat-kitosan boncuk dagitim sistemi
gelistirmistir.  Boncuklarin  simiile edilmis gastrointestinal sivida 5 saatlik
inkiibasyondan sonra tam salinima yaklasarak 7,5 log pob/mL’ye ulagilmistir. Simiile
edilmis gastrointestinal sivida fajin boncuklardan kiimiilatif salinimiyla orantili olarak
E. coli O157:H7 bakterisinde 10 saat iginde 4,2 ile 4,8 log kob/mL diizeyinde bir
azalma meydana gelmistir. Ayrica bu ¢alismada, kapsiillenen faj 6rneklerinde 6zellikle

pH 2,0°da asit stresine kars1 koruyucu bir etki elde edildigi gosterilmistir.

Gliniimiize yaklastikca faj terapisine dair yapilan ¢alismalarda, fajin canli hayvan
sisteminde etkinligini daha iyi agiklayabilmek icin farkli tekniklerden yararlanildigi da
goriilmektedir. Otero vd. (2019), lipozomla kapsiillenen florokrom etiketli Salmonella
fajlarm1 (UAB_Phi20) farelere 10" pob/kg’lik dozla oral yolla uyguladiktan sonra
goriintiileme yoluyla biyodagilim1 incelemislerdir. Kapsiillenen fajlar, midede uzun siire
kaliciligin1  korumustur. Bagirsakta ise kapsiillenmis faj tespit edilememistir.
Kapsiillenen fajlar biiyiik oranda bagirsak bariyerine yapigsmislardir. Bagirsak bariyerini
gecebilen kapsiillenmis fajlar dalaga (%068), karacigere (%38), kaslara (%47) ve
plazmaya (%21) ulagsmustir. Etiketli fajlar1 igeren boyanan lipozomlarin hiicre zarlarina
gomiildiikleri, kapsiillenmemis etiketli fajlarin ise zar1 gecebildikleri ortaya konmustur.
Arastirmacilar, midede kapsiillenmis faj kapasitesinin yiiksek olmasinin, fajlarin
bagirsakta yavas iletimini ve siirekli varligin1 miimkiin kildigin1 ve bdylece uzun siireli

ve basaril oral faj tedavisine katkida bulundugunu bildirmislerdir.

E. coli, domuz yavrularinda siklikla ishale neden olan yaygin bir patojendir. Yavru
domuzlarda E. coli enfeksiyonunun tedavisinde kullanilmak iizere ekstriizyon
yontemiyle aljinat ile kapsiillenen ve ardindan kitosan ile kaplanan faj preparatinin (faj
A221) terapotik etkisi incelenmistir (Mao vd., 2023). Oral faj tedavisi uygulanan
enfekte domuzlarda kilo artis1 olurken (giinde ortalama 0,160 kg) faj tedavisi
uygulanmayanlarda kilo kaybi (giinde ortalama 0,05 kg) yasanmistir. Bu veriler,
mikrokapsiillenmis faj A221 ile oral tedavinin E. coli’nin neden oldugu ishalin etkilerini
hafiflettigini gostermistir. Bununla birlikte, oral mikrokapsiillenmis faj A221 tedavisi
altinda jejunal lenf diiglimleri, ¢ekum ve dalaktaki bakteri yiikii, enfekte grupla
karsilastirildiginda 6nemli Ol¢lide azalmistir. Benzer sekilde A221 grubunun bagirsak

florasindaki Enterobacteriaceae orani, enfekte grubunkinden 6nemli 6lgiide daha diisiik
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bulunmustur. Ayrica, A221 fajinin tedavisi altinda domuz yavrularmin bagirsak
florasindaki faydali bakterilerin enfekte gruptakilerin aksine onemli 6l¢iide korunmasi,

faj terapisi uygulamalarini avantajli kilmaktadir.

2.4.2 Gidalarda biyokoruyucu olarak kullanim

Enkapsiilasyon teknolojisi, gida endiistrisinde biyokoruyucu ajan olarak Oonemli bir
potansiyele sahip olan fajlar1 ¢evresel faktorlere karsi korumak, kontrollii ve siirekli
saliimi saglamak konusunda degerli bir ¢6ziim sunar. Gidalara ¢esitli yollarla bulasan
ve gida ile tiiketildiginde hastaliklara yol acan Salmonella spp., E. coli, L.
monocytogenes, Shigella spp., ve Pseudomonas spp. gibi patojen bakterilerle
miicadelede faj kullaniminin etkili oldugunu gosteren ¢ok sayida calisma olmasina
karsin kapsiillenen fajin biyokoruyucu olarak kullaniminin arastirildign kisith sayida
calisma vardir. Gidalarda patojen bakterilerin inhibisyonu ve raf omriiniin uzatilmasi
amagclariyla aktif ambalaj sistemleri de kullanilmaktadir. Bu kapsamda, yenilebilir
filmleri konak¢iya 0zgii fajlarla birlestirerek patojene 6zgii antimikrobiyal yenilebilir
filmler gelistirme lizerine caligmalar yapilmaktadir. Film uygulamalart ve cesitli
tekniklerle kapsiillenen fajlarin model gidalarda kullaniminin degerlendirildigi

calismalar Cizelge 2.5°te verilmistir.

Toz formunda mikrokapsiillenmis faj kokteylinin S. Enteritidis ve S. Typhimurium'u
kontrol etmek i¢in etkinliginin degerlendirildigi bir ¢alismada, model gida olarak ¢ig
tavuk eti ve aygigegi filizi kullanilmigtir (Petsong vd., 2019). Bu ¢alismadan elde edilen
bulgular, faj kokteylinin alternatif yeni formunun, Salmonella'nin gida matrisleri
tizerinde kontrol edilmesinde geleneksel faj lizati ile karsilastirilabilir bir verimlilik
sagladigim1 gostermektedir. Faj iceren tozlar, gidanin kendine 0zgii Ozelliklerini
etkilemeden ¢esitli gida irlinlerine uygulanabilme potansiyeline sahip olarak
degerlendirilmektedir. Ayrica bu form, daha uzun raf omrii, daha az pargacik agirlig
gibi avantajlar saglayip tasima, depolama ve kullanim kolaylig1 sunmaktadir. Bir baska
calismada (Sezer ve Boyaci, 2024), kriyoprotektan olarak siikroz ve jelatin karigimi
kullanilarak liyofilize edilen Salmonella faj kokteylinin etkinligi ¢ig tavuk gogiis etinde
incelenmistir. Calismada mikrokapsiillenmis faj kokteyli, S. Enteritidis veya S.
Typhimurium ile asilanan et yiizeyine serpilerek uygulanmistir. 4°C’de 6 giinliik

depolama sonunda bakteri sayisinda énemli diisiisler elde edilmistir (p<0,05). Tavuk eti
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numunelerindeki faj titresinin 6 giin boyunca korundugu da rapor edilmistir. Bu
calismada 4 ve 25°C’de 10 ay depolanan faj tozlarinin etkinlikleri de tavuk eti lizerinde
degerlendirilmis olup iki uygulamada da kontrol grubuna gore Salmonella sayisinda
anlamli azalmalar gozlemlenmistir. Boylece, toz formundaki faj preparatinin uzun siire

depolama sonrasinda da biyokoruyucu olarak kullanim potansiyeli ortaya konmustur.

Cizelge 2.5. Gidalarda enkapsiile faj ve film uygulamalari

Kaplama

Faj maddesi/film Enka.Psulas.yon Gida matrisi Kaynak
. yontemi
materyali
E. coli kolifaj T4 Peyniralisuyu oy v i nvio  (Vonasekwd,
proteini 2014)
Ince film
. dispersiyon
. ] Lipozom, . 7.
E.coli O157:HT  iiosan (film ~ yontemi ile Sireti (Cuivd., 2017)
faji . enkapsiilasyon
materyali) Ve
Film tiretimi
E. coli (Amarillas vd
vB_EcoMH2W Kitosan Film iiretimi Domates B
_Ecol 2018)
faj1
Salmonellafaj  Coymiralusuyn  pongiraak I Vltrko’ “€ " (Petsong vd.,
kokteyli proteini, kurutma “'%V“ .et|,. . 2019)
Trehaloz dihidrat aycicegi filizi

P. fluorescens

OIBB-PFTA  Sodyumaljinat  Film iiretimi ~ Dor o2 VUK (Alves vd,

gogsii filetosu 2019)

faj1
Salmonella @135
faj1 . T Lo (Alves vd.,
E. coli vB_EcoS- Sodyum aljinat  Film {iretimi In vitro 2020)
EC4 faj1
Tris-HCI, . - ,
Salmonfellla T156 Sodyum aljinat, Ekstriizyon Yagsiz siit, (Li vd., 2021)
ajl . marul
Kitosan
Peynir alt1 suyu
proteini,
Salmonella faj Karboksimetil e e ) (Sezer vd.,
kokteyli seliiloz, Film tretimi Cilek 2022)
Kitosan,

Sodyum aljinat

Maltodekstrin,  Piiskiirterek  In vitro, yagsiz

E. coli kolifaj T4 (Choi vd., 2023)

Trehaloz kurutma stit, s181r eti
Salmonella faj Siikroz-jelatin Dondurarak Cig tavuk (Sezer ve
kokteyli karigimi kurutma gbgiis eti Boyaci, 2024)
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Li vd. (2021) tarafindan Salmonella’ya 6zgii T156 faji karakterize edildikten sonra
ekstriizyon metodu ile kapsiillenerek yagsiz siit ve marulda litik aktivitesi incelenmistir.
Uretilen faj iceren aljinat boncuklari, koruyucu ajan olarak trehaloz kullanilarak havada
kurutulmustur. S. Typhimurium ile asilanan gida 6rneklerine fajlar, mikrokiireleri kirici
¢ozeltide ¢oziindiriiliip sodyum kloriir-magnezyum siilfat (SM) tamponunda yeniden
stispanse edilerek uygulanmistir. Siit ve marul 6rneklerinde enkapsiile fajin etkinligi
4°C ve 25°C'de degerlendirilmis olup bakteri sayisinda Onemli diistisler meydana
geldigi rapor edilmistir. Aragtirmacilar, mikrokapsiillenmis fajin hazirlanma siirecinin
optimize edilmesi, par¢acik boyutunun iyilestirilmesi ve mikrokapsiillenmis fajlar i¢in

daha iyi bir koruma saglanmasinin antibakteriyel etkiyi artirilabilecegini bildirmislerdir.

2.5 Optimizasyon

Gerekli kalite ozelliklerini korurken, iiretim maliyetini ve islem siiresini artirmadan
sistem performansin iyilestirmek, gida isleme ve imalatinin temel amacidir. Optimum
isleme kosullarin1 ve formiilasyonu bulmak, basarili bir {iriin igin biiyilk Onem
tasimaktadir. Optimizasyon, en iyi sekilde kullanmak ya da en uygun hale getirmek
anlamlarma gelmektedir. Optimum isleme kosullarin1 ve en iyi ¢iktiyr saglayacak
bilesenlerin kombinasyonu optimizasyon iglemi ile tespit edilebilmektedir (Kidane,
2021). Genellikle, bir sistemin ¢alismasinda veya malin tiretiminde bagimli (kontrol
edilemeyen) ve bagimsiz (kontrol edilebilen) degiskenler bulunmaktadir. “Bagimsiz
degiskenler” veya “faktorler” birbirinden bagimsiz olarak degistirilebilen girdi
degiskenleridir. “Bagimli degiskenler” veya “yanitlar” ise bir¢ok bagimsiz degiskenden
etkilenen ¢ikti degiskenleridir. Optimizasyonun gerceklestirilmesinde bagimsiz
degiskenler dikkate alinarak, bagimli degiskenlerde meydana gelen degisimler
incelenmektedir (Bezerra vd., 2008; Pereira vd., 2021). Gida proseslerinde
optimizasyon, bir parametredeki degisikliklerin yant lizerindeki etkisinin arastirilmasi
ve diger tiim parametrelerin sabit bir seviyede tutulmasi (ayni anda tek degisken
teknigi) yoluyla gerceklestirilebilmektedir. Bu yontemin en biiylik sinirlamast,
degiskenler arasindaki etkilesimli etkilerin hesaba katilmamasi ve faktorlerin yanit
tizerindeki tam etkisinin agiklanmamas1 veya tiim deney alani igindeki degiskenlerin
davranigina genel bir bakisin bulunmamasidir. Ayrica bu yontem, aragtirmay1 yiirtiitmek
icin gereken deneysel ¢alisma sayisini artirmasi sebebiyle zaman alicit ve maliyetlidir

(Alasalvar ve Yildirim, 2021; Kidane, 2021). Bu simirlamalari gidermek igin birden
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fazla faktoriin ayn1 anda dikkate alindig1 deneysel tasarimlar ve yanit yiizey yontemi
(response surface methodology, RSM) gibi prosediirler uygulanarak optimizasyon
caligmalar1 yapilmalidir. Boylece, siirl sayida deneyle daha fazla bilgi elde edilebilir.
RSM, ilgilenilen bir yanitin gesitli degiskenlerden etkilendigi ve amacin bu yaniti
optimize etmek oldugu siirecleri gelistirmek, iyilestirmek ve optimize etmek i¢in yaygin
olarak kullanilan istatistiksel bir tekniktir. Gida endiistrisinde bir¢ok prosesle birlikte
enkapsiilasyon caligmalarinda da kullanilan bu metodoloji, bagimsiz degiskenlerin tek
basina veya bir arada siirecler lizerindeki etkisini tamimlar. Ayrica, kimyasal veya
biyokimyasal slirecleri tanimlayan bir matematiksel model olusturur (Bas ve Boyaci,
2007). RSM, istatistiksel tahminler yapmak amaciyla bir veri kiimesinin davranisini
tanimlamas1 gereken verilere bir polinom modelinin uymast ile ylriitilmektedir.
RSM’nin ilkeleri; bagimsiz degiskenlerin (faktorlerin) taranmasi, faktoér seviyelerinin
belirlenmesi, deney tasariminin sec¢imi, regresyon modelinin se¢imi, modelin
dogrulanmasi, modelin grafiksel sunumu ve optimum kosullarin belirlenmesi olarak

Ozetlenebilir (Kidane, 2021).

RSM yaklasimi uygulanmadan 6nce, c¢esitli deneysel degiskenlerin ve bunlarin
etkilesimlerinin hangisinin daha anlamli etkiler olusturdugunu belirlemek i¢in deney
tasarimlarinin kullanilmasi1 gerekmektedir. Bu amagla iki seviyeli faktoriyel deneme
tasarimi, Ui¢ seviyeli faktoriyel deneme tasarimi, merkezi kompozit tasarim (central
composite design, CCD) ve Box-Behnken gibi deneysel tasarimlar uygulanabilir
(Yolmeh ve Jafari, 2017). Tam faktoriyel tasarim, ikinci dereceden fonksiyonlarin
modellenmesinde ve faktdr sayisinin 2'den biiyiik oldugu durumlarda deneysel ¢alisma
sayisinin artmasindan dolayr iyi bir verime sahip degildir. Tasarim degiskenlerinin
sayis1 artarsa, degiskenler arasinda yalnizca birka¢ kombinasyonun tahmin edilmesi
pahasina tam faktoriyel tasarimin bir kismi kullanilabilir. Buna kismi faktoriyel tasarim
adi verilir ve genellikle 6nemli tasarim degiskenlerini taramak i¢in kullanilir. Kismi iki
seviyeli (-1 ve +1) faktoriyel deneysel tasarimlar; verimli, ekonomik ve az sayida
deneysel ¢alisma ile ana etkiler hakkinda gok bilgi sunduklari i¢in tercih edilirler ancak
etkilesimler hakkinda verdikleri bilgi kisithidir. Iki faktdr arasindaki etkilesimi sunmakla
beraber {i¢ faktor arasindaki etkilesim analiz edilememektedir (Alasalvar ve Yildirim,
2021; Yolmeh ve Jafari, 2017).
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CCD, kismi faktoriyel deneme tasarimina merkez nokta (0) ilavesi ile iiretilen bir
deneme tasarimidir ve toplamda iki noktadan olusmaktadir: faktoriyel noktalar ve bir
merkezi nokta. Bu tasarimlar, ikinci derece modelin parametrelerini tahmin etmek igin
yaygin olarak kullanilirlar. Yildiz noktalar ¢ikarildiginda (-1, 0, +1) yiizey merkezli
dizayn (face centered design) olarak adlandirilmaktadir (Degirmencioglu vd., 2006).

2.5.1 Bakteriyofajlarin enkapsiilasyonunun optimizasyonu

Yiiksek kaliteli bir faj iiriinii, giivenli ve etkili olmalidir. Uretim amacimna gore,
hayvanlarda veya insanlarda vaat edilen terapotik faydayr saglamali ya da gidalarda
biyokontrol ajani olarak patojenleri yiiksek oranda inhibe edebilmelidir. Bunun

saglanabilmesi i¢in liretim parametrelerinin liriine gore tasarlanmasi 6nemlidir.

Enkapsiile fajin stabilitesi, kapsiilleme isleminin en 6nemli &zelliklerinden biridir.
Cesitli caligmalar, aktif bilesenin (c¢ekirdegin) stabilitesinin biiyiik Olgiide kabuk
matrisinin yapisina ve islevselligine, isleme kosullarina ve varsa cekirdek-kabuk
etkilesimlerine bagh oldugunu bildirmektedir. Cekirdegin kapsiil i¢indeki dagilimi da
stabilitesini ve salinmasini etkilemektedir. Kapsiilleme isleminde kullanilan yontem ve

kaplama malzemesi, kapsiil morfolojisinin de belirleyici faktorleridir (Choinska-Pulit

vd., 2015; Timilsena vd., 2020).

Ekstriizyon isleminde hidrokolloid ¢6zeltinin bilesimi, konsantrasyonu ve viskozitesi,
sertlestirici ¢ozeltinin konsantrasyonu, biyoaktif madde ile hidrokolloid ¢6zeltinin
karisim oranlari, damlatma ignesinin ¢api, hidrokolloid ¢ozeltinin akis hizi, serbest
diisme mesafesi gibi degiskenlerin dikkate alinmasi gerekmektedir. Bu faktorler,
kapsiillerin enkapsiilasyon etkinligi ve morfolojisi tiizerinde Onemli bir etki
gostermektedir (Anal ve Singh, 2007; Krasaekoopt vd., 2003; Shi vd., 2013). Kapsiil
icindeki fajin yiiksek titrede olmasi ve kapsiil boyutlar1 gida zincirinde enkapsiile faj
uygulamalarint  yonlendiren unsurlardandir. Bu nedenle enkapsiilasyon islemi,
enkapsiile fajin en yiiksek oranda korunmasini, kaplama malzemesinden salinimi ve
uygun kapsiill boyutlariyla uygulama kolayligin1 saglayacak sekilde optimize

edilmelidir.
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Literatiirde faj enkapsiilasyonunun optimizasyonu konusunda sinirli sayida caligma
bulunmaktadir. Ancak son birka¢ yil igerisinde odak noktasi optimizasyon olan
aragtirmalarin yapildigi goriilmektedir. Vinner vd. (2019) tarafindan, piiskiirterek
kurutma sirasinda fajlarin hayatta kalmasini iyilestirmek ve iyi depolama stabilitesine
sahip stabil kuru tozlar iiretmek icin farkli oranlarda trehaloz ve polimer Eudragit S100
iceren formiilasyonlar ve kurutma sicakliklarinin etkileri arastirilarak siireg optimize
edilmistir. Formiilasyona trehaloz eklenmesinin, Felix O1 fajin1 yiiksek sicaklik ve
kurutma stresine kars1 korumasiyla daha yiiksek faj canliligi elde edildigi bildirilmistir.
Bununla birlikte, yiiksek oranda trehalozdan olusan formiilasyonlar, pH 2,0°da simiile
mide sivisinda zayif asit stabilitesi gostermistir. Mikropartikiil kabugundaki polimer
oraninin artirtlmasi asit korumasint artirmastir. Pliskiirtmeli kurutma sirasinda faj
korumasi, asit ve 1iyi depolama stabilitesi saglayan kaplama malzemesi
formiilasyonunun PS21 (%2 m/v polimer, %1 m/v trehaloz) oldugu belirlenmistir. Bir
baska calismada, Salmonella faj siispansiyonunu dondurarak kurutma yoluyla toz haline
dontistirme isleminde, peynir alti suyu proteini ve trehalozdan olusan kaplama
malzemesi formiilasyonunun optimizasyonu yapilmistir. Bu amagla Design-Expert 7
programi kullanilarak iki kaplama malzemesinin 9 ayr1 formiilasyonundan olusan deney
tasarimlar1 olusturulmustur. Bu degiskenlerin faj geri kazanimi yani iretilen tozlar
icindeki faj canlilig1 iizerine etkileri incelenmistir. Dondurarak kurutulduktan sonra toz
formundaki fajin hayatta kalma oraninin en yiiksek oldugu optimal formiilasyonun 3:1
(v/v) oraninda peynir alt1 suyu proteini/trehaloz kombinasyonu oldugu rapor edilmistir
(Petsong vd., 2021). Felix O1 fajinin titresimli ekstriizyon teknigi ile
enkapsiilasyonunun optimize edilmesine dair yiiriitilen calismada, yanitlar (yiiksek
mikrokapsiilleme etkinligi, pH 2,0’a kars1 en yiiksek diren¢ ve en kii¢iik kapsiil boyutu)
ile bagimsiz degiskenler (mikrokapsiilleyici karisimdaki sodyum aljinat/sodyum
kazeinat oran1 ve damlatma sirasindaki titresim frekansi) arasindaki iliskileri
tanimlamak i¢in RSM uygulanmistir. Box-Behnken deneysel tasarimi ile de faktorlerin
etkilesimi ve ikinci dereceden etkileri belirlenmistir. Calismaya gore, en yiiksek
mikrokapsiilleme etkinligi i¢in optimum kosullar 1,61 kHz titresim frekans: degeri,
%1,86 sodyum aljinat igerigi ve %3,26 sodyum kazeinat igerigidir. pH 2'ye karsi en
yiiksek direng i¢in optimum kosullar frekans degeri 4,50 kHz, %2,00 sodyum aljinat
igerigi ve %2,69 sodyum kazeinat icerigidir. Ug¢ yanitin tiimii igin ise 4,50 kHz frekans
degeri, %1,53 sodyum aljinat icerigi ve %2,72 sodyum kazeinat icerigi optimum
kosullar olarak belirlenmistir (Ergin vd., 2021).
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Yukaridaki bahsedilen ¢alismalarda da belirtildigi gibi faj enkapsiilasyonunda
kullanilan yonteme, kaplama maddesine ve islem parametrelerine gore fajin hayatta
kalma orani, kapsiil boyutu ve ¢esitli kosullardaki stabilitesi degisebilmektedir. Bu
sebeple fajin kapsiillenmesinde yaygin olarak kullanilan pratik bir yontem olan

ekstriizyon isleminin optimizasyonu 6nem arz etmektedir.

Daha 6nce laboratuvarimizda izole edilen ve tanimlanan SE-P47 faj1, S. Enteritidis ve S.
Typhimurium dahil diger S. enterica serovarlarina kars1 etkilidir. SE-P47 fajinin uzun,
kasilmayan bir kuyrugu vardir ve morfolojik olarak Siphoviridae familyasinin
taksonomik bir grubuna aittir. Genis konak araligina sahiptir ve sefC, pefA, spvC, sopE
ve gipA viriilans gen bolgelerini igermez (Yildirim vd., 2018, 2019). Bu ¢alismanin
amacit (i) ekstriizyon yontemiyle kapsiillemedeki etkili degiskenleri istatistiksel
optimizasyon araglarini kullanarak taramak ve optimize etmek, (ii) piiskiirterek kurutma
teknigi ile fajin kapsiillenerek iki teknikteki enkapsiilasyon etkinliklerini karsilastirmak,
(iii) ekstriizyon yontemiyle optimum kosullar altinda iiretilen enkapsiile fajin sicaklik,
pH, depolama ve gastrointestinal sisteme kars1 stabilitesini degerlendirmek, (iv)
enkapsiile ve serbest (kapsiillenmeyen) fajlarin stabilitesini karsilastirmak, (V)
ekstriizyon yontemiyle optimum kosullar altinda iretilen enkapsiile fajin terapdtik ajan
olarak kullanim potansiyelini simiile bagirsak sivisinda incelemek, (vi) model gida

olarak yarim yagl siitte biyokoruyucu olarak kullanim potansiyelini aragtirmaktir.
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BOLUM 111

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyaller

3.1.1 Mikroorganizma Kiiltiirleri

Calismamizda kullanilan Salmonella Enteritidis’e 6zgii SE-P47 faji ve konak hiicresi
olan Salmonella enterica serovar Enteritidis METU-S1-411 bakterisi Nigde Omer
Halisdemir Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii kiiltiir koleksiyonundan temin

edilmistir.

3.1.2 Besiyeri ve kimyasallar

Brain Heart Infusion (BHI) (Lab M, Birlesik Krallik), Luria Bertani (LB) (Lab M,
Birlesik Krallik) sivi besiyerleri, Rappaport Vassiliadis Soy selektif besiyeri (Lab M,
Birlesik Krallik) ve mikrobiyolojik agar (Condalab, Ispanya) mikroorganizma
kiiltiirlerinin gelistirilmesinde kullanilmistir. Bakteri dilisyonlarinin hazirlanmasinda
%0,1 pepton (Merck, Almanya), sodyum aljinat (Acros Organics, Belgium) ve kitosan
(Sigma Aldrich, Izlanda) enkapsiilasyon islemlerinde kaplama maddesi olarak
kullanilmiglardir. Asetik asit (Sigma-Aldrich, ABD) kitosanin hazirlanmasinda ve
kalsiyam kloriir (CaCl,, Tekkim Kimya, Tirkiye) ekstrizyon yontemiyle
enkapsiilasyonda jellestirici ¢ozelti olarak kullamilmistir. Faj diliisyonlarinin
hazirlanmasinda kullanilan sodyum kloriir-magnezyum siilfat (SM) tamponunun igerigi
olan Tris hidrokloriir (Tris - HCI) ve sodyum kloriir (NaCl) Sigma Aldrich (ABD)’ten,
magnezyum siilfat (MgSO,) ve jelatin ise Merck (Almanya)’ten temin edilmistir.
Sodyum sitrat (Na3CgHs0;) (Merck, Almanya) ile sodyum bikarbonat (NaHCO3)
(Sigma Aldrich, Almanya) kapsiil kirici ¢ozelti (MBS) hazirliginda kullanilmstir.
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO,), pepsin ve pankreatin ise Merck (Almanya)’ten

satin alinmistir.
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3.2 Metotlar

3.2.1 Mikroorganizma Kkiiltiirlerinin hazirlanmasi ve muhafazasi

Bakteri ve faj stoklar1 sirasiyla %20 (v/v) gliserol iceren BHI siv1 besiyerinde ve %30
(v/v) gliserol igeren LB besiyeri igerisinde -80°C’de muhafaza edilmistir. Yiiritiilen tim
analizler i¢in bakteri kiiltiirii, 100 pL stok bakteri kiiltiiriniin 5 mL BHI besiyerine
aktarilip 37°C’de inkiibe edilmesiyle hazirlanmistir. S. Enteritis’e 6zgii SE-P47 fajinin

gelistirilmesinde ise LB besiyeri kullanilmistir.

3.2.2 Yiiksek titreli bakteriyofaj soliisyonunun hazirlanmasi

Yiiksek titreli faj soliisyonu Yildirim vd. (2019)’nin metoduna gore hazirlanmistir. Faj
(100 pL) ve aktif bakteri kiilttiri (300 pL), 45-50°C'de 4 mL LB yumusak agara (LB
sivi besiyeri + %0,7 agar) aktarilarak vorteks (Reax top, Heidolph, Almanya)
yardimiyla homojen bir sekilde karigmasi saglandiktan sonra bos Petri kaplarina
dokiilerek yayillmistir. Agarin katilasmasinin ardindan 37°C'de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra fajlarin geri kazanimi icin Petri kaplarina 2 mL SM
tamponu (50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 99 mM NaCl, 8 mM MgSQO, ve %0,01 (m/v)
jelatin, pH 7,5) eklenmis ve fajlar1 iceren yumusak agar siyirilarak steril santrifiij
tiiplerine aktarilmistir. Ornekler 25°C°de 2 saat karistirildiktan (120 rpm) sonra bakteri
hiicrelerini pargalamak igin tiiplere (50 pL/mL) kloroform eklenmistir. Boylece bakteri
hiicreleri i¢inde olusan fajlar da agiga cikarilmistir. Ornekler santrifiij islemine (4°C,
7000 x g, 15 dakika) tabi tutulduktan sonra siipernatant 0,45 pm gozenek boyutuna
sahip steril membran filtrelerden gegirilerek bakteri hiicreleri faj soliisyonundan
uzaklastirilmistir. Hazirlanan faj 6rnekleri enkapsiilasyonda kullanilmak tizere 4°C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.3 Cift tabaka agar plak metodu

Faj titresinin belirlenmesinde ¢ift tabaka agar plak metodu kullanilmistir (Kropinski vd.,
2009). Hazirlanan faj 6rneklerinden seri diliisyonlar hazirlanmistir. Faj diliisyonlardan
alinan 100 pL’lik hacim, 300 puL konake1 hiicre igeren 45-50°C’deki LB yumusak agara
ilave edilip karistirildiktan sonra katilasmis LB agar (LB sivi besiyeri + %1,5 agar)
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iceren Petri kaplarma dokiilerek yayilmistir. 35-37°C’de 24-48 saat inkiibasyonun
ardindan plak saymmi yapilmis ve faj titresi plak olusturma birimi (pob/mL) olarak

verilmistir.
3.2.4 Enkapsiilasyon

Faj preparatinin enkapsiilasyonu i¢in ekstriizyon ve puskiirterek kurutma olmak tizere
iki farkli yontem kullanilmistir. Oncelikle kaplama maddesi olarak aljinat kullanilarak
ekstriizyon yontemiyle fajin enkapsiilasyonu gerceklestirilmis ve bu prosesin
optimizasyonu yapilmistir. Ardindan belirlenen optimum enkapsiilasyon kosullarinda
kaplama maddesine kitosan ilavesinin etkisi incelenmistir. Ikinci ydntem olarak
kullanilan piskiirtmeli kurutma yonteminde ise kaplama maddesi olarak aljinat ve
kitosan ayr1 ayr1 kullanilmistir. Her iki yontem ve farkli kaplama maddesi
kombinasyonlariyla elde edilen enkapsiilasyon etkinlikleri kiyaslanmistir. Tim
enkapsiilasyon proseslerinde faj ¢ozeltisinin  titresi  10'° pob/mL  seviyesine

ayarlanmistir.
3.2.4.1 Ekstriizyon yontemi ile enkapsiilasyon

Ekstriizyon yontemiyle enkapsiilasyon islemi, Krasaekoopt vd., (2004)’nin
calismasindan uyarlanan yonteme gore gergeklestirilmistir. Kaplama materyali olarak
farkl1 konsantrasyonlarda sodyum aljinat g¢ozeltileri (%1,5-3,0, m/v) kullanilmistir.
Aljinat ¢Ozeltisi, manyetik karistiricida 20 saat boyunca karigtirilarak hazirlandiktan
sonra 121°C’de 15 dk steril edilmistir. Aseptik kosullarda, farkli oranlarda karistirilan
faj ¢ozeltisi ve kaplama malzemesi 1000 rpm'de 5 dakika boyunca karistirilarak
(Daihan, HG-15A, Kore) homojen hale getirilmistir. Karisim, peristaltik pompa
(BT600-2J, Longer Pump, Cin) ve damla ayar seti kullanilarak bir enjektor igne ucu (26
G, 0,45 x 13 mm) ile CaCl, igerisine 17 cm yiikseklikten 0,75 mL/dk hizinda
damlatilmigtir. Damlatma islemi sirasinda CaCl, ¢ozeltisinin manyetik karistirict (MS-
300HS, Misung Scientific Co., Kore) vasitasiyla 200 rpm’de siirekli karigmasi
saglanmistir. Damlatma islemi bittikten sonra CaCl, ¢6zeltisi 30 dk karistirilarak olusan
aljinat boncuklarinin jellesmesi saglanmistir. Daha sonra aljinat boncuklarit Whatman
filtre kagidindan (No:4) siiziilip saf su ile durulanarak steril Petri kaplarina

aktarilmigtir. Petri kaplarindaki o6rnekler 4°C’de 24 saat bekletildikten sonra
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mikrobiyolojik ekim kabininde hava akiminda 1 saat kurutulmustur. Analizler

kurutulmus aljinat boncuklar1 kullanilarak yapilmistir.
3.2.4.2 Ekstriizyon yontemi ile enkapsiilasyonun optimizasyonu
3.2.4.2.1 Fraksiyonel faktoriyel deneme tasarimi (FFD)

Fajin ekstriizyon yontemiyle enkapsiilasyonu iizerine bagimsiz degiskenlerin etkilerini
degerlendirmek i¢in Design Expert 7.0 programi ile olusturulan fraksiyonel faktoriyel
deneme tasarimi (FFD) (2*%) kullamlmustir. Literatiir temel alinarak belirlenen aljinat
konsantrasyonu, CaCl, konsantrasyonu, CaCl,/aljinat ve aljinat/faj olmak tizere dort
bagimsiz degisken diisiikk diizeyde (-1) ve yliksek diizeyde (+1) taranmistir (Cizelge
3.1). Cizelge 3.1’de verilen bagimsiz degiskenlerin alt ve list sinir degerleri, boncuk
olusumu hedeflenerek yapilan 6n c¢alismalar ile belirlenmistir. FFD, 8 deneme

noktasindan meydana gelmistir.

Cizelge 3.1. Fraksiyonel faktoriyel deneme tasariminda kullanilan bagimsiz
degiskenlerin deneysel degerleri ve kodlanmis seviyeleri

Kodlanms seviyeler

Bagimsiz degiskenler Semboller  Birimler 1 1
Aljinat konsantrasyonu A % (m/v) 1,5 3
CaCl; konsantrasyonu B M 0,05 0,2
CaCly/aljinat oran1 C mL/mL 2 6
Aljinat/faj orani D mL/mL 2 9

3.2.4.2.2 Yiizey merkezli merkezi kompozit tasarim (FCCCD)

Fajin ekstriizyon yontemiyle enkapsiilasyonunda optimum kosullar1 belirlemek
amacuyla iki faktorlii ve li¢ seviyeli yiizey merkezli merkezi kompozit deneme tasarimi
(FCCCD) kullanilmistir. Bagimsiz degiskenler ve araliklan FFD yontemine
dayanmaktadir. Sonuclara gore, aljinat konsantrasyonu ve aljinat/faj oran1 Cizelge
3.2°de verildigi gibi ii¢ kodlu diizeyde (-1, 0, 1) degerlendirilmistir. Deneysel tasarim 13
deneme noktasindan olusmaktadir. Yanit olarak enkapsiilasyon etkinligi ve kapsiil
boyutu kullanilmis olup en yiiksek enkapsiilasyon etkinligi (EE, %) ve en kiigiik boncuk
boyutu (BB, mm) hedeflenmistir.
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Cizelge 3.2. Yiizey merkezli merkezi tlimlesik tasarimda kullanilan bagimsiz
degiskenlerin deneysel degerleri ve kodlanmis seviyeleri

Kodlanmis seviyeler

Bagimsiz degiskenler Semboller Birimler

-1 0 +1
Aljinat konsantrasyonu A % (m/v) 1,5 2,25 3,0
Aljinat/faj orani D mL/mL 2,0 5,5 9,0

3.2.4.3 Ekstiizyon yontemiyle enkapsiilasyonda kitosanin etkisi

Fajin aljinat kaplama maddesi kullanilarak ekstriizyon yontemiyle enkapsiilasyonunun
optimize edilmesinin ardindan kitosanin bu proses iizerine etkisi gdzlemlenmistir. Bu
amagla, %0,5 (m/v) konsantrasyonda kitosan (diisiik molekiiler agirlik) %1°lik (v/v)
asetik asit c¢ozeltisi icinde siirekli karistirilarak hazirlanmistir. Hazirlanan kitosan
cozeltisi, yukarida anlatildigi gibi dnceden hazirlanan aljinat ¢ozeltisi icine ayri ayri
0,5:1; 0,75:1 ve 1:1 oranlarinda katilarak tamamen homojen hale gelmesi i¢in 250
rpm’de gece boyu karistirilmistir (Batalha vd., 2021). Hazirlanan kaplama maddesinin
homojenizasyonunun ardindan ekstriizyon yontemiyle enkapsiilasyon
gerceklestirilmistir. Enkapsiilasyonda kullanilan degiskenler daha 6nce belirlenen

optimum degerlerde tutulmustur.

3.2.4.4 Piiskiirtmeli kurutma yontemi ile enkapsiilasyon

Piskiirtmeli kurutucu ile enkapsiilasyon isleminde kaplama materyali olarak aljinat ve
kitosan ayr1 ayr1 kullanilmistir. %2 (m/v) konsantrasyonda aljinat ¢dzeltisi manyetik
karistiricida 20 saat boyunca karistirilmistir ve hazirlanan kaplama materyali 121°C°de
15 dk steril edilmistir. 1:2 (v/v) oraninda karistirilan faj soliisyonu ve aljinat ¢ozeltisi,
1000 rpm'de 5 dakika boyunca karistirilarak homojen hale getirildikten sonra karigim,
sprey kurutucuda kurutulmustur. Kurutma uygulamasinda giris sicakligi sirasiyla 90,
100 ve 110°C olacak sekilde ayarlanmistir (Acar Soykut vd., 2019; Endo vd., 2012).
Piiskiirterek kurutma yontemiyle kitosan partikiillerini elde etmek icin oncelikle %2
(m/v) konsantrasyonda kitosan (diisitk molekiiler agirlik, viskozite ortalama 145,0 cp)
¢ozeltisi, %]1°lik (v/v) asetik asit iginde siirekli karigtirilarak hazirlanmistir. Faj
soliisyonu ve hazirlanan kitosanin 1:2 (v/v) oraninda karistirilmasinin ardindan yukarida

verilen kurutma sartlarinda enkapsiilasyon gergeklestirilmistir (Endo vd., 2012).
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3.2.4.5 Enkapsiilasyon etkinligi ve verimi

Enkapsiilasyon etkinligi Ma vd., (2008)’nin metoduna gore belirlenmistir. Bu amagla
serbest (Tenk) ve boncuklardan salinan (Tgy) faj titreleri belirlenmistir. Serbest faj titresi,
kaplama oncesindeki faj ve kaplama maddesi karisiminda mevcut olan fajin titresini,
saliman faj titresi ise kaplama sonrasinda kapsiillerden salinan faj titresini ifade
etmektedir. Aljinat boncuklarindan salinan faji belirlemek i¢in, faj i¢eren boncuklar,
kapsiil kiric1 ¢ozelti (MBS, 50 mM sodyum sitrat, 0,2 M sodyum bikarbonat, 50 mM
Tris-HCI, pH 7,5) igine 1:99 oraninda ilave edilmistir. Calkalamali inkiibatorde (Wisd
Laboratory Instruments, Wisecube) 25°C’de 10 dk boyunca 100 rpm’de siirekli
karistirilarak boncuklarin ¢oziinmesi yoluyla fajin agiga ¢ikmasi saglanmistir. Hem
serbest hem de salinan fajlarin titresi, yukarida acgiklandig1 gibi ¢ift tabaka agar plak
yontemiyle belirlenmistir. Enkapsiilasyon etkinligi (EE), denklem 3.1°e gore

hesaplanmustir.

EE (%) = (Tent/Teer) X 100 (3.1)

Plskiirterek kurutma yontemi ile elde edilen toz formundaki enkapsiile fajin
enkapsiilasyon etkinligini belirlemek i¢in Acar Soykut vd. (2019)’nin metodu
kullanilmistir. Oncelikle kapsiillerin 1:9 oraninda SM tamponu igerisinde, 37°C'de 15
dk rehidrasyonu saglanmigtir. Daha sonra kapsiilleri ¢ozerek fajlari serbest birakmak
icin 1:99 oraninda MBS ilave edilmis ve c¢alkalamali inkiibatorde 25°C’de 10 dk
boyunca 100 rpm’de karigsmasi saglanmistir. Hem serbest hem de salinan fajlarin titresi,
yukarida aciklandigi gibi ¢ift tabaka agar plak yontemiyle belirlenmistir. Enkapsiilasyon
etkinligi (EE), denklem 3.1°e gore gore hesaplanmustir.

Piskiirterek kurutma yontemi uygulandi§inda enkapsiilasyon verimi, enkapsiile toz
icindeki toplam kati madde kiitlesinin, enkapsiilasyon oOncesinde faj ve kaplama
maddesinden olusan karisimdaki toplam kati madde kiitlesine orani ile belirlenmistir

(Acar Soykut vd., 2019).
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3.2.5 Enkapsiile bakteriyofajin karakterizasyonu

Analizler, ekstriizyon yontemi kullanilarak optimize edilen kosullarda tiretilen faj iceren

aljinat boncuklari tizerinde yiirtitiillmiistiir.

3.2.5.1 Morfoloji ve boyut dagilhim

Faj igceren boncuklarin morfolojileri 1s1k mikroskobu (Leica M165 C, Almanya) ve
taramali elektron mikroskobu (SEM, Carl Zeiss, Zeiss EVO 40, Almanya) ile
incelenmistir. Gorlintiileme i¢in yeni {retilen aljinat boncuklari kullanilmigtr.
Numuneleri SEM'de goriintiilemek amaciyla boncuklar vakum altinda altin (Au) ile
kaplanmistir. Ardindan boncuklarin ylizey morfolojileri 20 kV'de incelenmistir.
Boncuklarin boyutu, 0-25 mm 6l¢iim araligina ve 0,001 mm hassasiyete sahip bir dijital
mikrometre (Dasqua 4410-1105, Italya) kullanilarak &lgiilmiistiir. Olgiimler rastgele

secilen en az yedi farkli numunede yapilmistir.

3.2.6 Serbest ve enkapsiile bakteriyofajlarin stabilitesi

Analizler, ekstriizyon yontemi kullanilarak optimize edilen kosullarda {iretilen faj iceren

aljinat boncuklar tizerinde yiirtitiilmiistiir.

3.2.6.1 pH ve sicaklik stabilitesi

Serbest ve enkapsiile faj (faj iceren aljinat boncuklari) o6rneklerinin farkli pH
degerlerindeki (pH 1-13) stabilitesi Abdelsattar vd. (2019)’nin metoduna gore
belirlenmistir. Bu amagla stok ¢ozelti olarak %0,2 (m/v) NaCl ¢ozeltisi kullanilmis olup
stok ¢ozeltinin pH degerleri 0,1 N NaOH veya 1 M HCI ile ayarlanmistir. Serbest (1
mL) ve enkapsiile faj (1 g) numuneleri, pH's1 ayarlanan NaCl ¢ozeltisi (9 mL) igerisinde
1 saat boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan faj igeren boncuklar,
saf su ile durulanarak faj titresi belirlenmek tizere MBS (25°C, 100 rpm, 10 dakika)
iginde ¢6ziilme saglanmistir. Serbest ve enkapsiile faj drneklerinin titreleri, ¢ift tabaka
agar plak yontemi ile belirlenmistir. Kontrol grubu olarak SM tamponu (pH 7,5)

igerisinde tutulan 6rnekler kullanilmustir.
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Serbest ve enkapsiile fajlarin sicaklik stabilitelerini incelemek i¢in numuneler SM
tampon ¢ozeltisinde 50, 60, 70 ve 80°C'de 60 dk siireyle inkiibe edilmistir (Abdelsattar
vd., 2019). Serbest ve enkapsiile fajin (faj iceren boncuklarin MBS iginde
¢oziindiiriilmesinden sonra) 0, 15, 30, 45 ve 60. dk’daki faj titreleri, ¢ift tabaka agar
plak yontemi kullanilarak belirlenmistir. 0. dk’da alinan 6rnekler kontrol grubu olarak

kullanilmistir.

3.2.6.2 Yapay mide ortaminda stabilite

Serbest ve enkapsiile fajlarin mide kosullarindaki stabilitesi, simiile edilen mide
stvisinda (SGF) incelenmistir. SGF, 3,2 mg/mL pepsinin (0,70 FIP-U/mg, Merck,
Almanya) %0,2 (m/v) NaCl igerisinde ¢oziindiiriilmesiyle hazirlanmistir ve pH degeri 1
M HCI ile 2,0 veya 2,5'e ayarlanmistir. SGF'de serbest ve enkapsiile fajin hayatta
kalmasini belirlemek i¢in dnceden 37°C'ye 1sitilmis 9 mL SGF'ye 1 mL serbest faj veya
1 g boncuk eklenmistir. Tim numuneler 37°C'de 5, 15, 30, 60, 90 ve 120 dk siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra boncuklar MBS icinde c¢oziindiiriilerek
boncuklardan salinan fajin ve serbest fajin titreleri ¢ift tabaka agar plak yontemi ile

belirlenmistir (Samtlebe vd., 2016).

3.2.6.3 Depolama siiresince stabilite

Serbest faj ve faj iceren boncuklar, aseptik kosullar altinda 12 ay boyunca 4 ve 25°C'de

steril falkon tiipler igerisinde depolanmustir.

3.2.6.3.1 Hayatta kalim

Depolama siiresince, her ay serbest form ve boncuk formunda faj titreleri belirlenmistir.
Faj orneklerinin biyolojik aktivitelerini belirlemek i¢in, boncuklar (1 g) MBS i¢inde
¢oziilmesinden (25°C, 100 rpm, 10 dK) sonra salinan faj1 igeren ¢ozeltiden ve serbest faj
orneginden (1 mL) seri diliisyonlar hazirlanmistir. Daha sonra ¢ift tabaka agar plak
yontemiyle faj titreleri belirlenmistir (Kropinski vd., 2009). Kontrol grubu olarak O.

haftadaki 6rnekler kullanilmistir.
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3.2.6.3.2 Renk ol¢iimii

Depolama siiresince, orneklerdeki renk degisimlerinin degerlendirilmesinde renk tayin
cihazi (CR-400, Konica, Minolta, Japonya) kullanilarak CIELAB renk yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Kontrol grubu olarak 0. haftadaki 6rnekler kullanilmistir.
Lab renk uzayinda L*, a*, b* parametrelerinden L*parlaklig1 ifade ederken, a* ve b*
parametreleri renklilik koordinatlarini ifade etmektedir. —a, +a, -b, +b sirasiyla yesil,
kirmizi, mavi ve sar1 renk anlamina gelir. Ornekler {izerinde rastgele segilen noktalarda
bu parametreler Olciilerek toplam renk farki (AE*) denklem 2’ye gore hesaplanmistir

(Francis ve Clydesdale, 1975; Petsong vd., 2019).
AE* = [(L*-L*ont) 2 + (@%-a%kon) % + (b*-b*i0n)?] 2 (32)
3.2.6.3.3 Su aktivitesi

Depolama siiresince, faj érneklerinin su aktivitesi 6lgiimleri 25°C de su aktivitesi dl¢iim

cihaz1 (Novasina, LabTouch-ay, Isvicre) kullanilarak belirlenmistir.
3.2.7 Enkapsiile bakteriyofajlarin salinim

Aljinat boncuklarinin simiile bagirsak sivist (SIF) ve model gida olarak kullanilan siit
icerisinde zamana bagli olarak pargalanmasi ve dolayisiyla boncuklardan faj salinimi

incelenmistir.
3.2.7.1 Simiile bagirsak sivisinda salinim

SIF, 10 mg/mL pankreatinin (4 USP, Sigma-Aldrich, ABD) 50 mM KH,POy igerisinde
pH 6,8'de ¢oziindiiriilmesiyle hazirlanmistir. 0,1 g boncuk 6rnegi 0,9 mL SIF igeren
tiiplere aktarildiktan sonra ¢alkalamali inkiibatorde 100 rpm'de siirekli karistirilarak
37°C'de 240 dakikaya kadar inkiibe edilmistir. Faj titreleri 5, 15, 30, 60, 90, 120, 150,
180, 210 ve 240. dakikalarda cift tabaka agar plak yontemi ile belirlenmistir (Tang vd.,
2013). Kontrol grubu i¢in faj igeren kapsiiller MBS iginde ¢oziindiiriilerek faj titresi
tespit edilmistir.
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3.2.7.2 Siit icinde salimim

Aljinat boncuklarindan faj salinimini incelemek i¢in yarim yagh (en az %]1,5 siit yag1)
ultra yiiksek sicaklikta (UHT) sterilize edilen siit kullanilmistir. 0,1 g boncuk 6rnegi 0,9
mL siit iceren tiiplere aktarildiktan sonra c¢alkalamali inkiibatérde 100 rpm'de siirekli
karistirilarak 37°C'de 240 dakikaya kadar inkiibe edilmistir. Faj titreleri 5, 15, 30, 60,
90, 120, 150, 180, 210 ve 240. dakikalarda c¢ift tabaka agar plak yontemi ile
belirlenmistir. Kontrol grubu icin faj iceren kapsiiller MBS icinde ¢oziindiiriilerek faj

titresi tespit edilmistir.

3.2.8 Enkapsiile bakteriyofajin S. Enteritidis'e kars litik aktivitesinin belirlenmesi

Aljinat boncuklart igerisinde kapsiillenen fajin, simiile bagirsak sivist ve model gida
olarak kullanilan siit i¢erisinde S. Enteritidis METU-S1-411’¢ kars litik aktivitesi analiz

edilmistir.

3.2.8.1 Simiile bagirsak sivisinda litik aktivite

Enkapsiile fajin S. Enteritidis METU-S1-411’¢ karsi litik aktivitenin test edilmesinde
kullanilan SIF, yukarida anlatildigi sekilde hazirlanmigtir. MOI 1000 ve 100000’°de
yiiriitillecek analizlerde 5 mL SIF i¢inde sirasiyla 10° ve 10% kob/mL seviyelerinde S.
Enteritidis METU-S1-411olacak sekilde inokiilasyon yapilmustir. Ardindan 10° pob/g
seviyesindeki enkapsiile faj (1 g) S. Enteritidis METU-S1-411 inokiile edilen SIF’a
katilarak oda sicakliginda homojen bir sekilde karigmasi saglanmigtir. Kontrol grubu
olarak ayni sekilde S. Enteritidis METU-S1-411 ile asilanan ve enkapsiile faj
eklenmeyen SIF 6rnegi ile hem S. Enteritidis METU-S1-411 hem de enkapsiile faj
icermeyen SIF 6rnegi kullanilmigtir. Hazirlanan 6rnekler 37°C'de 24 saat boyunca 100
rpm’de karistirilarak inkiibe edilmistir. S. Enteritidis METU-S1-411 hiicre sayilarinin
tespiti i¢in 0, 1, 4, 8, 12 ve 24. saatlerde Ornekler alinip diliisyon hazirlanmistir.
Rappaport Vassiliadis Soy besiyerine ekim yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibasyonun
ardindan gelisen koloniler sayilarak sonug kob/mL olarak verilmistir (Zhou vd., 2022).
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3.2.8.2 Siit icerisinde litik aktivite

S. Enteritidis METU-S1-411"¢ kars1 litik aktivitenin incelenmesinde yarim yaglh (en az
%1,5 siit yag1) UHT siit kullanilmistir. MOI 1000 ve 100000°de yiiriitiilecek analizlerde
5 mL siit i¢inde sirasiyla 10° ve 10% kob/mL seviyelerinde S. Enteritidis METU-S1-411
olacak sekilde inokiilasyon yapilmustir. Ardindan 10° pob/g seviyesindeki enkapsiile faj
(1 g) S. Enteritidis METU-S1-411 inokiile edilen siite katilarak oda sicakliginda
homojen bir sekilde karigsmasi saglanmistir. Kontrol grubu olarak ayni sekilde S.
Enteritidis METU-S1-411 ile asilanan ve enkapsiile faj eklenmeyen siit 6rnegi ile hem
S. Enteritidis METU-S1-411 hem de enkapsiile faj icermeyen siit 6rnegi kullanilmigtir.
Hazirlanan 6rnekler ayr1 ayri 4 ve 25°C'de 24 saat boyunca bekletilmistir. S. Enteritidis
hiicre sayilarmin tespiti i¢in 0, 1, 4, 8, 12 ve 24. saatlerde 6rnekler alinip diliisyon
hazirlanmistir. Rappaport Vassiliadis Soy selektif besiyerine ekim yapilarak 37°C’de 24
saat inkiibasyonun ardindan gelisen koloniler sayilarak sonu¢ kob/mL olarak verilmistir

(Petsong vd., 2019).
3.2.9 istatistiksel Analiz

Deneysel tasarimlarin (FFD ve FCCCD) olusturulmasi ve deneysel verilerin regresyon
analizi Design Expert v7.7.0 siiriimii (Stat-Ease, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Regresyon katsayisinin istatistiksel anlamlilig1 varyans analizi (ANOVA) kullanilarak
Fisher (F) testi ile analiz edilmistir. Uyarlanan modellerin yeterliligi uyum katsayisi
(RY) ve uyum eksikligi testi ile dogrulanmistir. Faj iceren aljinat boncuklarmnin
stabilitesi, boncuklardan faj salimimi ve litik aktivite verilerinin istatistiksel farklari,
MINITAB 17 paket programi kullanilarak varyans analizi (ANOVA) ile analiz
edilmistir. Ortalama degerlerin karsilastirilmas1 Tukey testi kullanilarak yapilmustir.
Ortalamalar arasindaki anlamli farklar %95 giiven diizeyinde degerlendirilmistir

(p<0,05).

54



BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 SE-P47 fajimin ekstriizyon yontemiyle enkapsiilasyonu

Salmonella Enteritidis patojen bakterisine 6zgii SE-P47 fajinin ekstriizyon yontemiyle
enkapsiilasyonunda deneysel tasarimlar ile etkili faktorler belirlenip etkili faktorler igin
seviyeler tespit edilmistir. Ardindan RSM yontemi ile enkapsiilasyon i¢in optimum
kosullar ortaya konulmustur. Ayrica, optimum noktada yiiriitiilen enkapsiilasyon
isleminde iretilen aljinat boncuklarindaki faj canliigi ve boncuklarin boyutlari

belirlenmistir.

4.1.1 Fraksiyonel faktoriyel deneme tasarimu ile etkili faktorlerin taranmasi

Fajin ekstriizyon yontemiyle enkapsiilasyonunda etkili olabilecek dort bagimsiz
degisken belirlenmistir. Aljinat konsantrasyonu (A), CaCl, konsantrasyonu (B),
CaCly/aljinat oran1 (C) ve aljinat/faj oran1 (D) bagimsiz degiskenleri ile bunlarin
etkilesimlerinin enkapsiilasyon etkinligi iizerine etkileri 2% fraksiyonel faktdriyel
deneme tasarimi (FFD) kullanilarak taranmistir. Deneme matrisi ve sonuglar Cizelge
4.1°de verilmistir. Fraksiyonel faktoriyel deneme deseninden elde edilen sonuglara gore
fajin enkapsiilasyon etkinlikleri (EE) ortalama %88,20 ile 9%99,79 arasinda
degismektedir.

Cizelge 4.1. Fraksiyonel faktoriyel deneme tasarimi ve yanit sonuglari

Bagimsiz degiskenler degiglgr:l(nﬁl{lam f)
Deneme A: Aljinat B: CaCl, C: D: Enkapsiilasyon
konsantrasyonu konsantrasyonu CacCly/aljinat Aljinat/faj etkinligi
(%, m/iv) (M) orani orani (%)

1 3 0,05 6 2 95,61+1,73
2 3 0,05 2 9 91,15+0,34
3 15 0,20 2 9 94,81+0,85
4 15 0,20 6 2 99,45+0,18
5 15 0,05 2 2 99,79+0,67
6 3 0,20 2 2 95,07+0,06
7 3 0,20 6 9 88,20+0,47
8 15 0,05 6 9 92,76+0,03
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Bagimsiz degiskenlerin ve bunlarin etkilesimlerinin enkapstilasyon etkinligi tizerindeki
etkileri Pareto grafiginde (Sekil 4.1) gosterilmistir. Pareto grafigindeki siitunlar, her
degiskenin  enkapsiilasyon  etkinligi  lizerindeki  standartlastirilmis  etkisini
gostermektedir. Pareto grafigi, Bonferroni (4,38175) ve t degeri limitlerini (2,57058)
kullanarak etkinin énemini belirtmektedir. t etki degeri, Bonferroni limitinin tizerinde
olan siitunlarin etkisi istatistiksel olarak kesinlikle anlamli (p<0,05); t etki degeri,
Bonferroni ile t degeri limiti arasinda olan siitunlarin etkisi muhtemelen anlaml
(p<0,05) ve t etki degeri, t degeri limitinin altinda olan siitunlarin etkisi ise istatistiksel
olarak anlamsiz kabul edilmektedir (p>0,05) (Shah ve Pathak, 2010). Parcto grafigine
gore enkapsiilasyon etkinligi lzerindeki kesinlikle Onemli degiskenler aljinat

konsantrasyonu ve aljinat/faj oranidir.
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=)
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pL=18]
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+ 352
2
=] .
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B
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0,00 — —
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Sekil 4.1. Pareto grafigi

Bagimsiz degigkenlerin ve etkilesimlerinin enkapsiilasyon etkinligi lizerindeki etkileri
yari normal grafik (Sekil 4.2) iizerinde de incelenmistir. Grafikte, aljinat
konsantrasyonu ve aljinat/faj oran1 degiskenlerinin yari normal ¢izgiden oldukca uzak
oldugu goriilmektedir. Bu durum, aljinat konsantrasyonu ve aljinat/faj orami
degiskenlerinin SE-P47 fajmin kapsiillenmesinde en Onemli faktorler oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte etkisiz oldugu belirlenen diger faktor ve faktor
etkilesimleri yar1 normal ¢izgisi iizerinde ya da ¢izgiye olduk¢a yakinlardir. Onemli
degiskenler, toplam varyasyonun %93,82’sini agiklamaktadir. Benzer sekilde (Ergin

vd., 2021), sodyum aljinat konsantrasyonunun Felix O1 fajinin kapsiillenmesi iizerinde
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Oonemli bir etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda, diger degiskenler
(CaCl;, konsantrasyonu ve CaCls/aljinat orani1) ve bagimsiz degiskenlerin etkilesimleri
istatistiksel olarak anlamli (p>0,05) bulunmamistir. Bu nedenle, 6nemsiz degiskenler

sonraki analizlerin disinda tutulmustur.
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Sekil 4.2. Yar1 normal grafik

Fajin ekstriizyon yoOntemiyle enkapsiilasyonunda etkili faktorlerin etki yonii
incelendiginde negatif bir etki gozlemlenmistir. Dolayisiyla, aljinat/faj oran1 ve aljinat
konsantrasyonu birbirinden bagimsiz olarak azaldikca enkapsiilasyon etkinligi
artmaktadir. Bu iki faktoriin etkilesimi ise enkapsiilasyon etkinligini pozitif yonde
etkilemektedir. Yani, iki faktoriin beraber azalmasi enkapsiilasyon etkinligini
artirmaktadir. Ancak bu faktor etkilesiminin etkisi istatistiksel agidan Onemsizdir

(p>0,05).

4.1.2 Yiizey merkezli merkezi kompozit tasarim ile optimizasyon ve dogrulama
FFD ile tespit edilen 6nemli bagimsiz degiskenleri kullanarak optimum kapsiilleme
kosullarin1 belirlemek i¢in yiizey merkezli merkezi kompozit tasarim (FCCCD)

kullanilmigtir. FCCCD'ye gore aljinat konsantrasyonunun (A) ve aljinat/faj oraninin (D)

bagimli degiskenler olan enkapsiilasyon etkinligi (EE) ve boncuk boyutu (BB)
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tizerindeki etkilerini analiz etmek i¢in 13 deney rastlantisal olarak ylriitilmistiir

(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Yiizey merkezli merkezi kompozit deneme tasarimi ve sonuglar

Bagimsiz degiskenler Bagimh degiskenler
Faktor 1 Faktor 2 Yamt 1 Yamt 2
Deneme A: Aljinat B: Aljinat/faj Enkapsiilasyon Boncuk boyutu

konsantrasyonu orani etkinligi (EE) (BB)

(%, m/v) (mL/mL) (%) (mm)
1 1,50 5,50 94,89+0,70 1,50+0,08
2 2,25 5,50 94,03+0,81 1,81+0,09
3 1,50 9,00 93,72+0,60 1,72+0,04
4 1,50 2,00 98,73+0,23 1,32+0,07
5 2,25 9,00 92,38+1,07 1,87+0,08
6 2,25 5,50 93,76+0,57 1,98+0,06
7 2,25 5,50 93,81+0,54 1,95+0,11
8 3,00 9,00 90,16+1,45 2,34+0,10
9 3,00 5,50 92,14+1,19 2,07+0,09
10 2,25 5,50 94,93+0,30 2,00+0,07
11 2,25 2,00 95,43+1,69 1,87+0,08
12 3,00 2,00 95,35+0,22 2,02+0,06
13 2,25 5,50 92,99+0,31 2,00+0,11

Deneme tasarimdaki %1,5; %2,25 ve %3 konsantrasyondaki aljinat ¢ozeltilerinin
viskoziteleri sirasiyla 1241,00+15,56 cP, 6863,33+55,08 cP ve 18840,00+42,43 cP
olarak Ol¢lilmiistiir. Tasarima gore yliriitiilen deneylerde, en yiiksek EE'ye ve en kiiciik
BB'ye sahip olmak hedeflenmistir. Cizelge 4.2°de gosterildigi gibi EE ve BB i¢in
sirastyla %90,16-%98,73 ve 1,32-2,34 mm araliginda sonuglar elde edilmistir.
Modellerin istatistiksel dnemi ve ANOVA sonuglar1 ise Cizelge 4.3’te sunulmustur.
Optimizasyonda, tahmin edilen optimum kosullar altinda yanitin Olgiilmesi ve
gozlemlenen yanit degerlerinin modeller aracilifiyla tahmin edilen yanitlarla
karsilastiritlmas1 6nemli bir noktadir (Yolmeh ve Jafari, 2017). Bu ¢alismada, bagimsiz
degiskenlerin yanitlar lizerindeki etkisini modellemede en 1yi uyumu dogrusal model
saglamigtir. Sonuglarin agiklanmasi i¢in uygun modelin belirlenmesi i¢in en yiiksek
degerdeki ayarlanmig ve tahmin edilen belirleme katsayisi (RZ) degerlerine
odaklanilmistir. Modellerin deneysel verilere uyumunu degerlendirmek i¢in kullanilan
R? degerleri EE ve BB icin sirasiyla 0,8998 ve 0,8531 olarak bulunmustur. Tahmin
edilen R? degerlerinin, modellere iliskin diizeltilmis R? degerleri ile iyi bir uyum iginde

oldugu gozlenmistir. Ayrica uyum eksikligi degerleri de istatistiksel olarak anlamsizdir
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(p>0,05). Dolayisiyla, kullanilan modellerin optimum parametre degerlerini tahmin
etmek i¢in yeterliligi ortaya konmustur. EE ve BB icin belirlenmis faktorler agisindan

son model denklemleri sirasiyla Denklem (4.1) ve (4.2)’de verilmistir.

EFE=9402-1624-2218 (4.1)

BB =188+ 032A+ 0,128 (4.2)

Cizelge 4.3. ANOVA sonuglari

Kaynak E?):ill: sd Orl'izliiiema F-degeri p-degeri

EE i¢in model 44,91 2 22,45 44,89  <0,0001 o6nemli
f&é’;;ﬁf;syonu 1565 1 15,65 31,28  0,0002
B-Aljinat/faj orani 29,26 1 29,26 58,49  <0,0001

Uyum eksikligi 3,07 6 0,51 1,06 05014 Snemsiz
R? 0,8998

Ayarlanmig R? 0,8797

Tahmini R? 0,8163

Kaynak :f)?):illfl: sd Orl'iiliiiema F-degeri p-degeri

BB i¢in model 0,68 2 0,34 29,05 <0,0001 6nemli
f(;néyr:t”rgtsyonu 060 1 060 5069  <0,0001

B- Aljinat/faj oran 0,087 1 0,087 7,40 0,0216

Uyum eksikligi 0,092 6 0,015 2,37 0,2113 Onemsiz
R? 0,8531

Ayarlanmig R? 0,8238

Tahmini R? 0,7501

sd: serbestlik derecesi

Optimizasyon, calisilan enkapsiilasyon degiskenleri aralifinda en yliksek EE ve en
kiicik BB hedeflenerek gergeklestirilmistir. Optimum deney kosullart %1,5 (m/v)
aljinat konsantrasyonu ve 2 mL/mL aljinat/faj oran1 seklinde belirlenmistir. Elde edilen
bu kosullarda arzu edilebilirlik degeri 0,887 olarak bulunmustur. Optimum kosullarda
EE ve BB degerleri sirasiyla %97,85 ve 1,44 mm olarak tahmin edilmistir. Tahmin
edilen ve gézlemlenen degerler arasindaki fark miimkiin oldugu kadar diisiitk olmalidir.

Bu durum, tahmin edilen optimum kosullarin gecerli oldugunu gostermektedir (Yolmeh
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ve Jafari, 2017). Tahmin edilen yanit degerlerinin uygunlugunu dogrulamak i¢in ek
analizler (n=3) yapilmistir. EE %98,52+0,34 ve BB 1,28+0,05 mm olarak tespit edilen
degerlerin tahmin edilen degerlerle yakin uyum igerisinde oldugu gézlemlenmistir.
Calismamizda kapsiillemeden Onceki baglangi¢ faj titresi 10,46+0,03 log pob/mL’dir.
Ortalama %98,52 enkapsiilasyon etkinligi ile {retilen aljinat boncuklarindaki faj
titresinin 10,31+0,06 log pob/g seviyesinde oldugu belirlenmistir. Boylece, optimum
kosullar altinda kapsiilleme isleminde faj titresi kaybmin oldukg¢a diisiik oldugu

gozlenmistir.

Ekstriizyon yontemiyle sadece aljinat ya da aljinat ile kitosan, karragenan ve peynir alti
suyu proteininin farkli kombinasyonlarinin kaplama maddesi olarak kullanildig:i bir
calismada, %1,5 (m/v) aljinat (1955.42 Pa.s) kullanilarak E. coli UFV-AREGI fajinin
kapsiillenmesinde (faj/kaplama maddesi orani 1:9) enkapsiilasyon etkinligi ¢aligmamiza
benzer sekilde ortalama %99,7 (9,6-9,9 log pob/g) olarak bulunmustur (Batalha vd.,
2021). Baska bir ¢alismada bir kapsiilleyici kullanilarak faj K'nin Na-aljinat matrisinde
[%2 (m/v), distk viskoziteli] kapsiillenmesiyle elde edilen mikrokiirelerin
enkapsiilasyon etkinliklerinin %93 ile %95 (8,48+0,19 log pob/g) arasinda degistigini
bildirilmistir (Ma vd., 2012). Bizim ¢alismamizda enkapsiilasyon etkinligi, fajlarin ayni
yontemle ve benzer matrislerle kapsiillendigi onceki bazi ¢alismalara (Dini vd., 2012;
Gomez-Garcia vd., 2021) gore daha yiiksek bulunmustur. Dini vd. (2012)’nin
caligmasinda E. coli CA933P faji, %2 (m/v) konsantrasyonda aljinat kullanarak
ekstriizyon teknigiyle enkapsiile edilmis ve etkinligin yaklasik %75 (baslangig faj titresi
10° pob/mL, boncugun faj titresi 10° log pob/boncuk) oldugu rapor edilmistir. Bir baska
calismada ise Salmonella S1 faji %2 (m/v) aljinat matrisinde %88,09 (1,11x10™ log
pob/g) etkinlik degeriyle kapsiillenmistir (Gomez-Garcia vd., 2021).

Farkli patojenlere karsi litik aktivite gosteren fajlarin aljinat kaplama malzemesi
kullanilarak ~ekstriizyon teknigiyle kapsiillenmesinin siklikla yiiksek etkinlikle
dolayisiyla yiiksek faj canliligr ile sonuglandigr goriilmektedir. Ancak kapsiiller i¢cindeki
faj canliligl, cesitli proses parametrelerine gore degisiklik gosterebilmektedir. Bu
nedenle ¢calismamizin bulgulari, faj iceren kapsiillerin gida ve veterinerlik uygulamalari
gibi alanlardaki potansiyel kullanimimni artirmak i¢in optimizasyon siirecinin dnemini

ortaya koymaktadir.
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Optimizasyon ig¢in yiritilen analizlerden elde edilen bulgular, yiiksek aljinat
konsantrasyonunun boncuklarin boyutunda artisa neden oldugunu gostermistir (Cizelge
4.2). Benzer sekilde Shi vd. (2013), aljinat konsantrasyonundaki artisin kapsiil
boyutlarinda artisa yol agtigini bildirmislerdir. Calismamizda, optimum kosullar altinda
kapsiilleme isleminde boncuklarin ¢ap1 ortalama 1,28 mm olarak bulunmustur. Benzer
sonuglar, %1,5 (m/v) aljinat ile enkapsiilasyon yapilan Batalha vd. (2021)’nin
calismasinda da rapor edilmistir. Bu ¢alismada, aljinat boncuklarinin ¢aplar1 1,39 ile
1,54 mm arasinda degismektedir. Fajlarin enkapsiilasyonunda ¢ogunlukla kiiresel bir
sekil ve kiiciik pargaciklar hedeflenmektedir (Choinska-Pulit vd., 2015). Ancak
ortalama 780 pum boncuklarin iretildigi bir calisma da dahil olmak iizere cesitli
caligmalarda kapsiillerin boyutunun artirilmasiyla koruyucu etkinin artirilabilecegi rapor
edilmistir (Ma vd., 2008; Shi vd., 2013; Tang vd., 2013). Faj enkapsiilasyon
calismalarinda, 2,33; 2,8 ve 3,73 mm ¢aplarinda kapsiiller de tiretilmistir (Abdelsattar
vd., 2019; Gomez-Garcia vd., 2021). Fakat asir1 biiyiik kapsiiller, gida uygulamalarinda
duyusal kalite lizerinde olumsuz etkilere; hayvanlarda oral uygulamalarda fazla ¢cigneme
ve midede uzun siire tutulma gibi kullanim kisitlamalarina yol agabilmektedir (Hansen
vd., 2002; Tang vd., 2013). Bu nedenlerden dolay1 bu ¢alismada elde edilen ortalama
1,28 mm boyutlarindaki aljinat boncuklarinin  gidalarda veya faj terapisi
uygulamalarinda biyokoruyucu olarak kullanim potansiyeline sahip oldugu

diistiniilmektedir.

Literatiirde, fajlarin ekstriizyon ya da diger yontemlerle kapsiillenmesinin
optimizasyonu {izerine sinirl sayida ¢alisma bulunmaktadir (Choi vd., 2023; Ergin vd.,
2021; Petsong vd., 2021; Vinner ve Malik, 2018; Vinner vd., 2019). Salmonella Felix
O1 fajinin %10 Eudragit S100 ve farkli konsantrasyonlardaki (%0,5-2,0; m/v) sodyum
aljinat karigimi kullanilarak ekstriizyon yontemiyle kapsiillendigi bir calismada,
kaplama c¢ozeltisinin formiilasyonu ve akis hizi degistirilerek optimize proses
kosullarini belirlemek hedeflenmistir. Optimum kosullar, simiile mide sivisia (pH 1) 2
saat maruz kalma sonucunda en yiiksek faj canliliginin elde edilmesine dayanarak %10
(m/v) Eudragit S100 ve %1 (m/v) aljinat iceren kaplama materyali formiilasyonu ve faji
iceren faz akis hiz1 100 Qd/ul h™' olarak belirlenmistir. Ayrica, bu kosullarda iiretilen
yaklasik 100 um boyutundaki mikropartikiillerin ayn1 formiilasyon ile daha diisiik akis
hiz1 ile tretilen kiiciik boncuklarla (~50 pwm) karsilastirildiginda daha iyi asit korumasi

gosterdigi rapor edilmistir (Vinner ve Malik, 2018). Ergin vd. (2021)’nin optimizasyon
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caligmasinda, Felix Ol fajinin ekstriizyon metodu ile kapsiillenmesinde 3 ayr1 yanit
tizerinde calisilmistir: (i) yiiksek enkapsiilasyon etkinligi, (ii) pH 2’de faj titresinde en
diisiik azalma ve (ii1) yiiksek enkapsiilasyon etkinligi, pH 2’de faj titresinde en diisiik
azalma ve en kii¢iik boncuk boyutlarinin ayni anda elde edilmesi. Birinci yanit igin
optimum kaplama malzemesi formiilasyonu %1,86 sodyum aljinat ve %3,26 sodyum
kazeinat, damlatma islemindeki titresim frekans degeri 1,61 kHz dir. Ikinci yanit igin
optimum kaplama malzemesi formiilasyonu %2,00 sodyum aljinat ve %2,69 sodyum
kazeinat, frekans degeri 4,50 kHz ve son olarak iigiinci yanit i¢in belirlenen
formiilasyon %1,53 sodyum aljinat ve %2,72 sodyum kazeinat, frekans degeri ise 4,50
kHz olarak tespit edilmistir. Bir baska ¢alismada, T4 fajinin piiskiirterek kurutma ile toz
haline haline getirilmesi prosesinde yiiksek litik aktiviteye ulasilan en iyi sistemin %11
(m/m) maltodekstrin ve %4 (m/m) trehalozdan olusan formiilasyon oldugu rapor
edilmistir (Choi vd., 2023).

4.2 Bakteriyofajin ekstriizyon yontemiyle enkapsiilasyonunda kitosanin etkisi

Aljinat ve kitosan enkapsiilasyon c¢aligmalarinda siklikla kullanilan iki polimer
maddedir. Kitosanin mikroorganizmalarin kapsiillenmesinde kullanimi, genellikle
iiretilen aljinat boncuklarinin kitosan ile kaplanmasi iizerine yogunlagmistir. Bunun
nedeni kitosanin aljinat gibi negatif yiiklii bir polimer etrafinda yar1 gecirgen bir zar
olusturabilmesidir. Bu yolla kapsiillerin stabilitesinin artirilabilecegini gosteren
calismalar mevcuttur (Kim vd., 2015; Ma vd., 2008, 2012). Bu tez ¢alismasinda, fajin
enkapsiilasyonunda kitosanin kaplama soliisyonu ig¢ine belli oranlarda ilavesinin

kapsiillerin yapisina ve faj etkinligine etkisi incelenmistir.

Kaplama maddesi olarak kullanilmak {izere hazirlanan aljinat ve kitosan karisimindan
olusan formiilasyonlar, {retilen kapsiillerin enkapsiilasyon etkinlikleri ve boyutlari
Cizelge 4.4’te verilmistir. Kitosanin etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan
enkapsiilasyon isleminde kullanilan sivi formdaki fajin titresi ortalama 10,21 log
pob/mL degerindedir. Kitosan ile aljinatin 0,5:1; 0,75:1 ve 1:1 oranlarinda karistirildigi
formiilasyonlarda karisimda tespit edilen faj titrelerinde sirasiyla ortalama 2,01; 3,29;
4,77 log pob/mL azalma meydana gelmistir. Kaplama maddesi karigiminda kitosan
miktarindaki artis faj titresinde azalmalara yol agmustir. Faj canliligindaki bu azalmalar,

aljinat ve kitosanin zit yiikli olup tamamen homojen bir karigim elde etmenin zorluguna
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ve olusan ipliksi yapmin canlilifi olumsuz yonde etkilemesine baglanabilmektedir.
Kapsiillerdeki faj titreleri ise sirasiyla 7,51+0,08; 6,49+0,26 ve 5,30+0,14 log pob/g
olarak tespit edilmistir. Bununla birlikte ¢ formiilasyonda da enkapsiilasyon
etkinlikleri %90’1n iizerinde bulunmustur. Kapsiil boyutlar1 ortalama 1,1 ile 1,45 mm
arasinda degismekte olup sadece aljinat kullanilarak optimum kosullarda elde edilen

boncuklarla benzerlik gostermektedir.

Cizelge 4.4. Kitosanin etkisini belirlemek i¢in kullanilan kaplama maddesi
formiilasyonlar1 ve sonuglar

Aljinat Kitosan Karisimdaki  Enkapsiilasyon  Kapsiil
konsantrasyonu konsantrasyonu Kitosan/aljinat etkinligi boyutu
(%) (%) orani (%) (mm)
15 0,5 0,5:1 91,07+0,26 1,45+0,08
1,5 0,5 0,75:1 95,30+0,94 1,1+0,19
1,5 0,5 1:1 96,15+0,47 1,18+0,08

Farkli oranlarda ve kombinasyonlarda ticari bal, jelatin, Tris-HCI, NaCl ve
MgS0,.7H,0 matrislerinin %1,5 konsantrasyonda aljinat ile karistirilarak kaplama
maddesi olarak kullanildigi bir c¢alismada kitosan (%0,4), son asamada aljinat
boncuklarmin  kaplanmasinda  kullanilmistir.  Uretilen  kapsiillerdeki  faj titresi
incelendiginde %100’e yakin enkapsiilasyon etkinlikleri gézlemlendigi ifade edilmistir.
Kapsiil yapilarinin birgok kombinasyonda diizenli ve tek tipte oldugu, boyutlarinin ise
2,33 ile 2,8 mm arasinda degistigi rapor edilmistir (Abdelsattar vd., 2019). Literatiir
incelendiginde, kitosan (orta molekiiler agirlik) ile aljinat (diisik viskozite)
cozeltilerinin  1:1  oraninda  kanigtirilarak  fajin  ekstriizyon  yontemiyle
enkapsiilasyonunda kaplama maddesi olarak kullanildigi bir calismada, %0,75’lik
aljinat + %0,5’lik kitosan ve %1°lik aljinat + %0,5°1ik kitosan karigimlar1 kullanilarak
elde edilen boncuklarin enkapsiilasyon etkinlikleri sirasiyla %101,3 ve %98,7 olarak
belirlenmistir. Bununla beraber enkapsiilasyon 6ncesinde faj titresi 9,7-9,9 log pob/mL
araliginda iken aljinat-kitosan kapsiillerindeki faj titreleri ortalama 7,8 log pob/g oldugu
ve bizim c¢alismamizdaki gibi canlilikta bir miktar diisiis yasandigi belirtilmistir
(Batalha vd., 2021).
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4.3 Piiskiirterek kurutma yontemi ile enkapsiilasyon

Piiskiirterek kurutma yontemi ile farkli sicakliklarda ayri1 ayri aljinat ve kitosan
maddeleri kullanilarak toz formunda faj preparatlarinin {iretimi gergeklestirilmistir.

Uretilen tozlar Fotograf 4.1 ve Fotograf 4.2°de gdsterilmistir.

Fotograf 4.1. 90°C (a), 100°C (b) ve 110°C’de (c) tiretilen faj igeren aljinat tozlari

Fotograf 4.2. 90°C (a), 100°C (b) ve 110°C’de (c) iiretilen faj igeren kitosan tozlari

Sprey kurutucuda 90, 100 ve 110°C giris sicakliklarinda iretilen faj igeren aljinat
tozlarmin enkapsiilasyon etkinlikleri sirasiyla %84,70+0,79 (8,39 log pob/g);
%83,92+1,24 (8,31 log pob/g) ve %82,76+0,39 (8,20 log pob/g) olarak belirlenmistir. 3
farkli giris sicaklifinda {iretilen tozlarm faj titrelerinde baslangictaki kaplama
¢ozeltisinin faj titresine gore anlamli azalmalar meydana gelmistir (p<0,05). Giris
sicakliklarinin faj titreleri tizerindeki etkileri karsilastirildiginda, 90 ve 100°C arasinda
onemli bir fark olusmadig1 (p>0,05) ancak 110°C sicaklikta diger iki sicaklik derecesine
gore istatistiksel olarak anlamli farklar (p<0,05) meydana geldigi belirlenmistir. Ayn
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sartlarda tretilen faj iceren kitosan tozlarimin etkinlikleri ve faj titreleri daha diisiik
bulunmustur. 90, 100 ve 110°C giris sicakliklarinda elde edilen enkapsiilasyon
etkinlikleri sirasiyla %63,79+1,10 (6,59 log pob/g); %61,30+1,20 (6,33 log pob/g) ve
%61,83+1,39 (6,39 log pob/g)’dur. Tim sicaklik derecelerinde yapilan kurutma
prosesleri sonucunda belirlenen faj canliligindaki diistisler, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05). 90°C’de iiretilen kitosan
tozlarmin faj titresi diger sicakliklardan 6nemli oranda farklilik gosterirken (p<0,05),
100 ve 110°C’de elde edilen faj preparatlarmin titreleri arasinda anlamli bir fark
meydana gelmemistir (p>0,05). Sonuglar, kaplama maddesi olarak aljinat ve kitosan
kullanildiginda enkapsiilasyon sonrasi faj titresindeki azalmanin sirastyla 1,55-1,71 log
pob/g ve 3,75-4,00 log pob/g araliginda degistigini gostermektedir. Bu galismada, fajin
stabilitesi lizerinde aljinat matrisinin kitosana gore daha iistiin bir koruyucu etkiye sahip

oldugu gosterilmistir.

Aljinat kullanilarak faj tozlari iiretilirken en yiiksek enkapsiilasyon verimi ortalama
%359,57 ile 90°C’de elde edilmistir. 100 ve 110°C giris sicakliklarindaki verim degerleri
ise ortalama %57,29 ve %53,24’tiir. Kaplama maddesi olarak kitosan kullanildiginda,
elde edilen toz miktarinin aljinata gore daha fazla olmasina bagl olarak daha yiiksek
enkapsiilasyon verim degerleri gozlemlenmistir. Bu degerler 90, 100 ve 110°C giris

sicakliklari i¢in sirasiyla ortalama %61,26; %77,82 ve %70,10 olarak bulunmustur.

Caligmamizda piiskiirterek kurutma sonrasinda 6zellikle aljinat tozlarinda elde edilen faj
aktivitesi, bazi calismalarda bildirilenlere gore daha yiiksek bulunmustur (Choi vd.,
2023; Vandenheuvel vd., 2013). Vandenheuvel vd. (2013)’nin ¢alismasinda, laktoz ve
dekstran 35 kaplama maddeleri, fajlarin piskiirterek kurutma yoluyla (hava giris
sicakligt 85°C) toz formuna getirilmesinde tatmin edici sonuglar vermemistir.
Staphylococcus faji (Romulus), bu iki materyal ile kurutma siirecinde hayatta
kalamamis ve faj titresi tamamen kaybedilmistir (8,40 log diisiis). Pseudomonas faji
(LUZ19) ise laktoz kullanildiginda 4 log diisiis, dekstran 35 kullanildiginda daha fazla
titre kayb1 sergilemistir ve bu degerlerin kabul edilemeyecek derecede yiiksek oldugu
rapor edilmistir. Ayrica, ¢alismamizdaki sonuglara benzer olarak daha yiiksek kurutma
sicakliginin faj partikiillerinin canliligina daha fazla zarar verdigi gosterilmistir. Acar
Soykut vd. (2019), piiskiirterek kurutma metodu (hava giris sicakligi 90°C) ile kaplama

maddesi olarak aljinat kullanarak c¢esitli patojen bakterilere 06zgii fajlarin
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aktivitelerindeki degisimleri arastirmiglardir. B. subtilis, S. Enteritidis ve S.
Typhimurium fajlarinin enkapsiilasyon etkinliklerinin ortalama %73,46 ile %97,29
arasinda degisiklik gosterdigi bildirilmistir. Li vd. (2021)’nin ¢alismasinda ise P.
aeruginosa bakterisi i¢in bir faj kokteyli 60°C hava giris sicakligi ile %80 (m/m) laktoz
ve %20 (m/m) 16sin bilesimi kullanilarak sprey kurutucuda toz formuna getirilmistir.
Kurutma sonras1 faj titresinde 0,11-1,3 log pob/mL araliginda bir azalma rapor

edilmistir.

Piiskiirterek kurutma islemi sirasinda fajlar termal strese, dehidrasyona ve kesme
gerilimine maruz kalmaktadir. Sivi damlaciklar1 kat1 toz parcaciklarma doniistiirmek
icin 1sitilmis hava kullanilir. Bu islem milisaniyeler icinde gergeklestiginden ve
¢oOziicliyli buharlastirmak icin termal enerji kullanildigindan, fajlara etki eden gercek
termal stres sinirli da olsa yogun olmaktadir. Parcaciklar siklon tarafindan kurutma
havasi akigindan ayrilip toplama kabinda toplandiktan sonra piiskiirterek kurutma
isleminin sonuna kadar 45-50°C civarindaki ¢ikis sicakligina tabi tutulur. Bu noktada da
termal stres onemli hale gelebilmektedir. Sivi beslemenin nozuldan piiskiirtiilmesi ve
kiigiik damlaciklar halinde atomize edilmesi halinde kesme gerilimi meydana gelir.
Yiiksek kesme kuvvetleri, faj partikiillerinin biitiinliigiinii olumsuz yonde etkileyebilir.
Uzun, sert kuyruklar ve kuyruk lifleri gibi hassas yapilara sahip fajlarin bu kesme
kuvvetlerine kars1 daha duyarli oldugu bildirilmektedir (Li vd., 2021; Vandenheuvel
vd., 2013). Bu streslerin tiimii potansiyel olarak faj canliligini tehlikeye atabilir ve
biyolojik aktivitelerinin yani bakterisidal etkinin kaybina neden olabilir. Calismamizda
kullanilan SE-P47 faji, uzun kuyruga sahip olmasi nedeniyle (Yildirim vd., 2019) dis
uyaranlarla kolayca biiziilebilir ve pargalanabilir, bu da kismen diisiik faj aktivitesine
yol agabilir (Choi vd., 2023). Piiskiirterek kurutma i¢in kullanilan yiiksek sicakliklar ve
kesme hizlar1 sebebiyle faj kapsidindeki protein denatiirasyonu, 6zellikle ikincil
yapidaki degisiklik, proteinleri stabilize eden hidrojen baglarin1 olusturan suyun
uzaklastirllmast nedeniyle meydana gelmektedir (Ameri ve Maa, 2006). Proteinleri
denatiirasyondan korumak i¢in amorf bir faz olusturabilen ve suyun yerini alarak
proteinlerle hidrojen bagi kurabilen bir yardimci maddenin kullanilmasi gerekir. Bu

durum “su yerine ge¢me teorisi” olarak da adlandirilir (DePaz vd., 2002).
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4.4 Ekstriizyon yontemiyle iiretilen enkapsiile bakteriyofajin karakterizasyonu

4.4.1 Bakteriyofaj iceren kapsiillerin morfolojisi

Optimum kosullar altinda iretilen faj yikli aljinat boncuklarin morfolojileri, 151k
mikroskobunda 1 mm’lik 6lgekte ve SEM’de 100 um’lik 6lgekte incelenmistir. Petri
kutusu icerisindeki boncuklarin goriintiisii Fotograf 4.3’te, 1s1ik mikroskobu ve SEM

goriintiileri ise Sekil 4.5’te gosterilmistir.

Fotograf 4.3. Optimum kosullarda ekstriizyon yontemiyle iiretilen faj ytiklii aljinat
boncuklari

o

EHT = 20.00 kY Signal A = SE1
WD=100mm Mag= 150X

Sekil 4.3. Aljinat boncuklarinin morfolojisi. Optik (a) ve taramali elektron mikroskobu
goriintiileri (b).
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Boncuklarin kiiresel ve kismen piiriizsiiz bir yiizeye sahip olduklar1 gézlemlenmistir.
Uretilen kapsiillerin morfolojisi, kullanilan kaplama malzemesinin konsantrasyonu ve
dolayisiyla viskozitesi ile yakindan iligkilidir. Calismamizda enkapsiilasyon ig¢in
optimum nokta olarak belirlenen %1,5 konsantrasyondaki aljinat ¢ozeltisinin viskozitesi
ortalama 1241,0 cp degerindedir. Aljinat ¢o6zeltisinin konsantrasyonu arttik¢a
viskozitesi de artmaktadir ve konsantrasyona bagli olarak degisen viskozite, aljinat
jelinin seklini belirlemektedir (Ergin vd., 2021; Kusuktham vd., 2014). Yapilan o6n
denemelerde, aljinat ¢ozeltisinin konsantrasyonu azaldik¢a boncuklarin kiireselliginin
onemli Olclide azaldigi, diizensiz ve virgiil benzeri kuyruklu bir sekle biirtindigi
gozlemlenmistir. Kiiresel boncuk formunun olusmamasi durumu, jellesme i¢in yeterli
karboksil gruplarinin bulunmamasina baglanmaktadir (Kusuktham vd., 2014). Ancak
aljinat konsantrasyonunun artmasiyla kiiresellik artmistir. Polimer konsantrasyonundaki
artisin daha kiiresel mikrokiirelerin tiiretilmesiyle sonuclandigini gosteren caligmalar

mevcuttur (Shi vd., 2013; Tang vd., 2015).

Kaplama maddesi olarak aljinat (%1,5) ve kitosanin (%0,5) farkli oranlarda (0,5:1,
0,75:1 ve 1:1) kanigimlari kullanilarak iretilen faj igeren kapsiillerin petri kutusu
icerisindeki goriintiileri Fotograf 4.4’te verilmistir. Ayrica kapsiillerin morfolojileri 1s1k
mikroskobu (Sekil 4.4) ve SEM’de (Sekil 4.5) incelenmistir. Kitosan + aljinat
karigimlar1 kullanilarak elde edilen tiim kapsiillerin beyaz renge ve diizensiz yapiya
sahip olduklar1 gézlemlenmistir. Karisimdaki kitosan orani arttikga kapsiillerin yapisi
kiiresellikten uzaklagsmaktadir. Bu durum, mevcut parametrelerle kitosan + aljinat

karisimlari ile standart bir kapsiil tiretimi yapilmasini giiclestirmektedir.

Fotograf 4.4. Kitosan (%0,5) + aljinat (%1,5) kapsiillerinin petri kutusundaki
goriintiileri; 0,5:1 oraninda kitosan + aljinat (a), 0,75:1 oraninda kitosan + aljinat (b),
1:1 oraninda Kitosan + aljinat (c)
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Ma vd. (2008)’nin galismasinda, %2,2 (m/v) faj igeren boncuklart kitosan g¢ozeltisi
(%0,4; m/v) igerisine daldirilarak boncuklarin yiizeyinin kaplanmasi saglanmistir. Elde
edilen aljinat-kitosan boncuklarinin tek diize boyutlarda ve yuvarlatilmis dis yiizeye
sahip olduklar1 gosterilmistir. Bizim ¢alismamizin aksine diizgiin yiizeyli boncuklarin
varligi, kitosanin aljinat boncuklarinin kaplanmasinda kullanilmasina baglanmaktadir.
Bir bagka calismada, 1:1 oraninda aljinat (%0,75 ve %1) ve kitosan (%0,50) karisimi ile
kaplanarak fiiretilen faj yiiklii boncuklarin kiiresele yakin formda olduklar1 belirtilmistir.
Bu c¢alismada, kaplama c¢ozeltilerinin viskoziteleri 1590-1733 Pa.s araliginda
degismektedir. Bizim g¢alismamizda 0,5:1; 0,75:1 ve 1:1 oranlarinda karistirilarak
hazirlanan kitosan + aljinat ¢ozeltilerinin viskoziteleri sirasiyla ortalama 467,13; 326,0

ve 285,0 cp olarak olglilmiistiir. Buna gore, yiiksek viskozite degerlerinin kiireselligi

olumlu anlamda etkilediginden s6z edilebilir (Batalha vd., 2021).

Sekil 4.4. Kitosan (%0,5) + aljinat (%1,5) kapsiillerinin 151k mikroskobu goriintiileri;
0,5:1 oraninda kitosan + aljinat (a), 0,75:1 oraninda kitosan + aljinat (b), 1:1 oraninda
kitosan + aljinat (c)
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004 m* EHT =10.00 kv Signal A = SE1 00 um* EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 s
zEISS]
— WD = 2.0 mm Mag= 160X W — WD = 43.0mm Mag= 180X

10t EHT = 10.00 kv Signal A = SE1
— WD = 12.0 mm Mag= 150X
S

Sekil 4.5. Kitosan (%0,5) + aljinat (%1,5) kapsiillerinin taramali elektron mikroskobu
gortintiileri; 0,5:1 oraninda kitosan + aljinat (a), 0,75:1 oraninda kitosan + aljinat (b),
1:1 oraninda kitosan + aljinat (C)

4.3 Serbest ve enkapsiile bakteriyofajlarin stabilitesi

4.3.1 Sicaklik ve pH stabilitesi

Bircok fajin asitlik, yiiksek sicaklik, organik coziiciiler, enzimler, tuzlar ve ozmotik
basing gibi c¢evresel faktorlere duyarli olabilecegi bilinmektedir (Choinska-Pulit vd.,
2015; Nechaeva, 2002). Yiiksek faj titrelerinin siirdiiriilebilmesi i¢in uygun pH ve
sicaklik degerleri gereklidir (Cooper, 2016). Ek olarak, fajlarin gida endiistrisinde
ozellikle 1s1l isleme tabi tutulacak gidalarda biyokoruyucu olarak kullanilabilmesi igin
sicakliga dayaniklilik esastir. Serbest ve aljinatla kapsiillenen SE-P47 fajlarinin termal
stabiliteleri  (Sekil 4.6), 50-80°C sicaklik araliginda 5-60 dakika boyunca
degerlendirilmistir. Hem serbest hem de kapsiillenen faj, 50 ve 60°C'de 60 dakika
boyunca 1s1l isleme tabi tutuldugunda aktivitelerini tamamen korumustur. Serbest faj

titresindeki ilk 6nemli azalma (0,35 log pob/mL), 70°C'de 15 dakikalik 1s1l islemden
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sonra gozlemlenmistir (p<0,05). Serbest faj titresinde en yiiksek diisiis 70°C'de 60
dakikalik 1s1l islemden sonra meydana gelirken (2,62 log pob/mL) (p<0,05); faj, 80°C

sicaklikta 30 dakika sonra aktivitesini tamamen kaybetmistir.
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Sekil 4.6. Serbest (a) ve kapsiillenen fajlarin (b) termal stabilitesi
* farklh kiigiikk harfler, orneklerde her bir sicaklik derecesinde zamana bagli olarak ortaya cikan
istatistiksel olarak anlamli farklari ifade ederken farkli biiyiik harfler, farkli sicakliklarda ayni siirede

ortaya ¢ikan anlaml farklari ifade etmektedir (p<0,05).

Kapsiillenen fajin titresinde meydana gelen ilk azalma, 70°C'de 45 dakika 1s1l islem

sonrasinda (0,9 log pob/g) tespit edilmistir (p<0,05). Serbest fajin aksine, kapsiillenen

fajin titresi 80°C'de 15 dakika islemden sonra tamamen korunmustur. Kapsiillenen faj,

80°C'de 60 dakika sonra aktivitesini kaybetmistir. Calismamizda faj 6rneklerinin 50, 60,
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70 ve 80°C'deki stabiliteleri her zaman dilimi i¢in kendi aralarinda da karsilagtirilmistir.
Bu karsilastirmalar Sekil 4.6’da gosterilmistir. Buna gore, 70°C-5 dk maruz kalma ile
80°C-5 dk maruz kalma arasinda istatistiksel olarak Onemli bir fark bulunmazken
(p>0,05), 70°C-15 dk ile 80°C-15 dk 1s1l islem arasmna anlamli bir fark olusmustur
(p<0,05).

Genis pH stabilitesi, fajlarin asidik, notr ve alkali gidalarda biyokoruyucu olarak
kullanim potansiyelini degerlendirmek i¢in olmasi istenen bir Ozelliktir. Asidik
kosullara kars1 dayaniklilik, terapétik uygulamalar icin de Onem arz etmektedir
(Yildirim vd., 2019). Bu ¢alismada, serbest ve kapsiillenen fajlar genis bir pH araliginda
(pH 1-13), 37°C'de 1 saat boyunca tutularak stabiliteleri incelenmistir (Sekil 4.7). pH
7,5'e ayarlanmis SM tamponu i¢inde tutulan Sserbest ve kapsiillenen faj numuneleri

kontrol numuneleri olarak kabul edilmistir.

—a—Serbest fa —a—Kapsiillenen faj

[a—
—_
J

[a—
[==}
1

(== S B B Y B = e I = < BN ]
T W TR N N N T . S

Faj drneklerinin titresi (log pob/mL ya da g)

Sekil 4.7. Serbest ve kapsiillenen fajlarin pH stabilitesi

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda kapsiillenen fajin, pH 3-12 araliginda aktivitesini
tamamen korudugu gézlemlenmistir. pH 2'de, serbest faj titresinde 5,96 log pob/mL'lik
bir azalma meydana gelirken (p<0,05); kapsiillenen faj titresindeki azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). pH 1 degerindeki ortama 1 saat maruz kalma
sonucunda serbest faj, aktivitesini kaybetmesine ragmen kapsiillenen faj yiiksek titreye
sahiptir. Ayrica kuvvetli alkali ortam olan pH 13'te de kapsiillenmis fajlar, canliliklarini
serbest fajlardan daha iyi korumuslardir. pH 13’te serbest ve kapsiillenen fajlarin
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titresinde sirastyla 7,25 ve 4,85 log pob/g azalma meydana gelmistir. Analiz bulgulart,
yiiksek sicaklik ve ekstrem pH kosullarina karsi aljinatla kapsiillenen fajlarin serbest
fajlara gore daha direngli oldugunu gostermektedir. Sicaklik ve pH degerlerine karsi
gozlemlenen bu koruyucu etki, aljinatin kalsiyum iyonlarinin varhiginda hizli c¢apraz
baglanmasiyla olusturulan jel ag matrisinden kaynaklanan bariyere atfedilebilir.
Muhtemelen fajlar ve asitler arasindaki dogrudan temas onlenerek veya geciktirilerek

fajlarin korunmasi saglanmistir (Batalha vd., 2021).

Onceki bazi caligmalar, yiiksek sicaklik ve ekstrem pH kosullarinda serbest fajlarin
canliliginin azaldigin1 gostermistir. Islam vd., (2020), pH<4 ile pH>12 degerlerindeki
ortamda Salmonella LPST94 fajinin titresinde 6nemli diisiislerin meydana geldigini ve
pH 2 ile pH 3 degerlerinde aktivitesini tamamen kaybettigini belirtmislerdir. Ayni
calismada serbest formdaki faj, 60°C kadar olan sicakliklarda yiiksek termal stabiliteye
sahipken 70°C (yaklasik 3,5 log pob/mL azalma) ve 80°C'de (yaklasik 7 log pob/mL
azalma) stabilitesi oldukg¢a azalmistir. Bagka bir ¢alismada bes farkli E. coli fajinin
serbest formdaki sicaklik ve pH stabilitesi degerlendirilmistir. pH 2, 3, 11 ve 12
degerlerinde faj titrelerinde dnemli azalmalar olmus, 70°C ve daha yiiksek sicakliklarda
ise sicaklik stabiliteleri diigmistir (Yildirim vd., 2021). Calismamiz, ekstriizyon
yontemiyle aljinat ile kaplamanin fajin yiiksek sicakliklara, diisik ve yiiksek pH
degerlerine kars1 hayatta kalma direncini artirdigini gostermistir. Ayrica elde edilen
bulgular, ayn1 yontemler kullanilarak fajlarin kapsiillenmesi iizerine yapilan Onceki
calismalarla karsilagtirildiginda daha yiiksek asit toleransi ve sicaklik direnci elde
edilmistir. Abdelsattar vd. (2019)’nin g¢alismasinda, 60 dk boyunca pH 2'ye maruz
birakilan boncuklarin faj titresinde 1 log pob azalma meydana gelmistir. EK olarak
boncuklarin faj titresinde 80°C'de 3 dk iginde 1 log pob azalma gozlemlenmistir. Aljinat
bazli boncuklarn 25 ve 37°C'de 30 dk boyunca pH 1,6'ya maruz birakildig1 bir
calismada ise faj aktivitesinin 25°C'de kismen korundugu ve 37°C'de tamamen
kayboldugu bildirilmistir (Dini vd., 2012). Literatiirde, aljinat ile kapsiillenen fajlarin
alkali ortamda stabilitesini degerlendiren bir arastirmaya rastlanmamistir. Ancak
Petsong vd. (2021), fajin dondurarak kurutma islemi uygulanarak peynir alti suyu
proteini izolati veya trehaloz ile kaplanmasmin alkali ortamda (pH 9,5) direnci

artirdigini rapor etmislerdir.
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4.3.2 Simiile mide ortaminda stabilite

S. Enteritidis SE-P47 fajinin oral faj tedavisinde kullanilmasi durumunda hayatta kalma
potansiyelini degerlendirmek i¢in serbest ve kapsiillenen formdaki faj, 37°C’de pH
degerleri 2,0 ve 2,5’¢ ayarlanan SGF'de test edilmistir. Kapsiilleme islemi sayesinde
hem pH 2 hem de pH 2,5 degerlerinde SGF'de daha yiiksek stabilite elde edildigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.8). pH’nin 2 oldugu SGF’de 120 dakikalik inkiibasyondan
sonra kapsiillenen faj titresi yaklasik 1 log pob/g azalirken (p<0,05) serbest fajin titresi
30 dakikalik inkiibasyondan sonra tespit edilemeyen seviyeye dismiistiir (p<0,05). pH
2,5'e ayarlanan SGF’de daha diisiik pH degerine gore serbest fajin stabilitesinde artig

oldugu saptanmistir ancak kapsiillenen faj canliligin1 daha yiiksek oranda korumustur.

—e— Serbest faj (pH 2) —a—Kapsiillenen faj (pH 2)
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Sekil 4.8. 37°C'de pH 2 ve 2,5'te simiile mide sivisina maruz birakildiktan sonra serbest
ve kapsiillenen fajlarin canlilig

Tang vd. (2005), aljinatin asit ve pepsin diflizyonunu 6nemli O6l¢iide smirladigini
bildirmigtir. Kapsiilleme isleminde aljinat ve kalsiyum iyonlar tarafindan olusturulan
jel ag1, mide kosullarinda protonlarin difizyon hizini etkili bir sekilde azaltir ve boylece
fajin korunmasi saglanir (Ma vd., 2008). Ma vd. (2008)’nin ¢aligmasinda, Felix O1 faji
iceren kitosan kapli aljinat taneciklerinin pH 2 degerindeki SGF'de 30 dakika
inkiibasyondan sonra canliligin saptanamayan bir seviyeye diistligii ancak pH 2,4'te faj
canliliginin korunabildigi rapor edilmistir. Bir bagka c¢aligmada, kitosan kapli aljinat

mikrokiireleri 60 dk boyunca SGF'ye maruz birakildiginda E. coli O157:H7 faj titreleri,
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pH 2,5 ve 2'de sirasiyla yaklasik 1 ve 2 log pob/g azalmistir (Kim vd., 2015). Ayrica
Ergin vd. (2021), optimize kosullar altinda iretilen faj Felix O1 mikrokapsiillerinin
titresinin, pH degeri 2 olan SGF ¢ozeltisinde 120 dK siireyle inkiibe edildikten sonra
1,25-2,02 log pob/g azaldigimmi belirtmistir. Calismamizdaki bulgular, o6nceki
calismalarla karsilastirildiginda yiiksek bir asit ve pepsin direnci elde edildigini ve
aljinat ile kaplanmig formun serbest forma kiyasla faji mide kosullarinda etkili bir

sekilde koruyabilecegini gostermektedir.

4.3.3 Depolama siiresince stabilite

4.3.3.1 Canlilik

Faj uygulamalarinda yeterli sayida canli fajin muhafaza edilebilmesi i¢in saklama
kosullar1 6nemlidir (Cooper, 2016). Calismamizda, sivi formdaki fajin ve ekstriizyon
yoluyla gelistirilen aljinat boncuklari i¢indeki fajin buzdolabi sicakliginda (4°C) ve oda
sicakliginda (25°C) 12 aylik depolama sirasinda hayatta kalma yetenekleri
karsilastirilmistir (Cizelge 4.5). Elde edilen veriler hem serbest hem de kapsiillenen
fajlarin, 4°C'de 12 ay boyunca depolama sirasinda biyolojik aktivitelerini tamamen
korudugunu gostermistir. 12. ayda serbest ve kapsiillenmis formdaki faj titrelerinde
strasiyla yalnizca 0,17 log pob/mL ve 0,07 log pob/g kayip meydana gelmistir (p>0,05).
4°C’de serbest ve kapsiillenen fajin canliliklar1 kendi aralarinda karsilastirildiklarinda da
onemli bir fark meydana gelmedigi gozlemlenmistir (p>0,05). Serbest faj numunesi
titresini 25°C'de 12 ay boyunca (p>0,05) korurken, kapsiillenen faj numunesinin titresi
10 ve 12 ay sonra sirasiyla 0.79 ve 0.4 log pob/g azalmistir (p<0,05). Elde edilen
veriler, S. Enteritidis’e 6zgii SE-P47 fajinin kapsiillenmis formda, 4°C ve 25°C sicaklik
degerlerinde metabolik olarak aktif ve yiiksek titre degerlerini koruyarak basarili bir
sekilde muhafaza edilebilecegini gostermektedir. Ayrica sonuglarimiz enkapsiile SE-
P47 faj1 icin en uygun depolama sicaklifinin 4°C oldugunu gostermistir. Oda
sicakliginda (25°C) muhafaza, aljinat tanecik yapisinin gevsemesine bagl olarak faj

titresinde kismi bir azalmaya neden olmustur.
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Cizelge 4.5. Farkli sicakliklarda depolama boyunca serbest ve kapsiillenen fajlarin
canlilig1 (log pob/mL ya da g)

4°C 25°C

Avlar Serbest faj Kapsiillenen faj Serbest faj Kapsiillenen faj
0 10,51+0,15 10,370,073 10,51+0,15° 10,37+0,07%
1 10,4140,07% 10,410,052 10,45+0,12%° 10,38+0,10%
2 10,38+0,10® 10,3240,05%%¢ 10,22+0,10 10,33+0,06%
3 10,40+0,15% 10,52+0,12% 10,32+0,10%° 10,33+0,09%
4 10,18+0,07° 10,25+0,03 10,27+0,06%% 10,24+0,02°%°
5  10,43+0,02° 10,34+0,09%* 10,39+0,09%"° 10,23+0,12%°
6 10,36+0,06™ 10,44+0,06% 10,46+0,01%® 10,27+0,16%°
7 10,2440,16%° 10,20+0,09% 10,23+0,11" 10,08+0,10%
8 10,41+0,02% 10,200,04 10,42+0,05® 10,17+0,12%°
9 10,35+0,02% 10,57+0,07° 10,42+0,16%° 10,030,15°
10  10,15+0,16" 10,15+0,16" 10,15+0,03° 9,58+0,08°
11 10,17+0,04 10,22+0,04 10,34+0,06% 9,81+0,23%
12 10,34+0,04% 10,30+0,16" 10,24-£0,04%° 9,97+0,11%

*Aym sttundaki farkli harfler, aylara gore faj ornekleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugunu ifade eder (p<0,05).

Depolama stabilitesi, farkli yapisal oOzelliklerine bagli olarak faja gore farklilik
gosterebilmektedir. Bununla beraber enkapsiilasyon yontemi, depolama sicakligi ve
depolama yapilan materyal stabilite {izerinde etkili olmaktadir (Petsong vd., 2019).
Daha once yapilan bir ¢alismada, kuru bir toz halinde mikrokapsiillenmis Salmonella faj
kokteylinin, 4°C'de 12 hafta boyunca faj titresinde hafif bir kayipla (yaklasik 0,5 log
pob/g) stabilitenin korundugu ancak 25°C'de 7 hafta sonra fajlarin canliliginin tamamen
kayboldugu bildirilmistir. Faj kokteyli lizati igin, 4°C'de 12 hafta sonra 4 log pob/mL'lik
bir azalma gozlemlenirken 25°C'de 4 haftalik muhafazanin ardindan faj tespit
edilememistir (Petsong vd., 2019). El Haddad vd. (2018)’nin g¢alismasinda 4°C'de
Staphylococcus’a ait serbest fajlarin canlilig1 3 aylik depolamadan sonra énemli Glgiide
(6 log pob/mL'den fazla) azalirken mikro aljinat boncuklar1 i¢inde kapsiillenen fajin
titresinin 2 haftalik depolamadan sonra 1,5 log pob/mL, 3 aylik depolamadan sonra ise 4
log pob/mL civari azaldig1 gozlemlenmistir. Bununla birlikte -20°’de stabilitesinin daha
1yl korundugu bildirilmistir. Daha o6nceki bu c¢alismalarin sonuglar1 incelendiginde,
calismamizda gerek 4 gerek 25°C’de aljinat matrisinin faj canlilig1 lizerinde {stiin bir

koruma sagladigini soylemek miimkiindiir.
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4.3.3.2 Renk

Renk, gida kalitesiyle ilgili en 6nemli 6zelliklerden biridir ve tliketicinin diger duyusal
Ozelliklere iliskin yargisii etkileyebilmektedir (Petsong vd., 2019). Serbest ve
kapsiillenen faj orneklerinin steril konik tiiplerde 15 hafta depolama siiresince renk
degisimlerinin degerlendirilmesi icin Olgiilen L*, a*  b* parametreleri kullanilarak

hesaplanan toplam renk farklari (AE) Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli sicakliklarda depolama boyunca serbest ve kapsiillenen faj
orneklerinin renk degerleri (AE)

4°C 25°C
Hafta . -

Serbest faj Kapsiillenen faj Serbest faj Kapsiillenen faj
1 0,25+0,04° 5,64+0,41°° 0,25+0,03° 6,58+0,69%°
3 0,3840,03° 6,89+0,21%8C 0,39+0,05" 7,73+0,50%4

b bcCD abc abABCD

5 0,45+0,06 5,80+0,43 0,52+0,11 6.54+0,27
7 0,35+0,18° 5,850, 12°¢CP 0,39+0,17" 6,020,22°5CP
9 0,73+0,03° 7,10+0,43%8 0,67+0,15% 7,06+0,14%48
12 0,74+0,04% 6,90+0,462B¢ 0,7640,05° 7,33+0,69%4
15 0,74+0,02° 6,67+0,37%ABC0  (.7310,05° 7,7040,57%4

*Ayni siitundaki farkli kiiciik harfler drneklerin zamana bagl istatistiksel olarak énemli farkliliklarini
ifade ederken ayni satirdaki farkli biiyiik harfler 4 ve 25°C’de ayn1 zaman diliminde enkapsiile fajlarin
ozelliklerindeki istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir (p<0,05).

4°C’de, serbest fajin 1 ve 15. hafta AE degerleri arasinda meydana gelen 0,49 birimlik
fark, istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05). Ayni sicaklikta, enkapsiile faj
orneklerinde, 1 ve 3. haftada gozlemlenen AE degerleri arasindaki 1,25 birimlik fark
anlamli bulunurken (p<0,05), 3 ve 15. hafta arasinda 6nemli bir degisiklik meydana
gelmemistir (p>0,05). 25°C’de depolanan kapsiillenmis fajda ilk ve son haftadaki AE
degerleri goz Oniine alindiginda olusan renk farkinin 6nemsiz oldugu saptanmistir
(p>0,05). Bununla birlikte, serbest faj 6rneklerinde AE degerleri arasinda 0,48 birimlik
anlaml bir fark meydana gelmistir (p<0,05). Ayrica, 4 ve 25°C’de depolanan kapsiil
formlarinin AE degerleri her hafta i¢in ayr1 ayr1 kendi arasinda kiyaslanmistir ve renkte
tiim haftalarda sicakliga bagli 6nemli bir degisimin olmadig1 gézlemlenmistir (p>0,05).
Sonuglarimiz, faj iceren boncuk formun konik tiiplerde her iki sicaklik degerinde de

belirli bir siire renk stabilitesini koruyabildigini gostermektedir.
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4.3.3.3 Su aktivitesi

Su aktivitesi (aw), gidalarin kimyasal, biyokimyasal ve mikrobiyolojik stabilitesi
acisindan  kritik Oneme sahip bir parametredir. Gida giivenligi ag¢isindan,
mikroorganizmalarin biiyiimesi i¢in suyun kullanilabilirligini gosterir (Parreidt vd.,
2019). Calismamizda, serbest ve kapsiillenmis formdaki fajin steril konik tiiplerde, 4 ve
25°C’de 15 hafta depolama boyunca 6l¢iilen su aktivitesi (ay) degerleri Cizelge 4.7°de
verilmistir. 4°C’de 15 hafta siiresince serbest ve kapsiillenen faj orneklerinin ay
degerleri sirasiyla 0,960-0,965 ve 0,957-0,963 arasinda degismektedir. Ornekler, 25°C
sicaklikta depolandiginda ise benzer olarak serbest ve kapsiillenen faj drneklerinin ay,
degerleri sirasiyla 0,961-0,964 ve 0,958-0,963 araliginda elde edilmistir. Bu ¢alismada,
hem 4°C hem de 25°C’de tiim ornekler i¢in 0. hafta (kontrol) ve 15. hafta arasinda
anlamli bir fark olusmamistir (p>0,05). Ayrica, 4 ve 25°C’de depolanan kapsiil
formlarinin a,, degerleri kendi arasinda kiyaslanmis ve tiim haftalarda sicakliga bagh
onemli bir degisimin olmadigi gozlemlenmistir (p>0,05). Faj igeren aljinat
boncuklarinda goézlemlenen yiiksek a, degerleri, aljinat matrisinin yiiksek oranda
serbest suya sahip oldugunu gostermektedir. Hidrofilik aljinat matrisi, hidroksil

kalintilart ile yiiksek oranda serbest su molekiiliinii koordine edebilir (Dini vd., 2014).

Cizelge 4.7. Farkli sicakliklarda depolama boyunca serbest ve kapsiillenen faj
orneklerinin su aktivitesi (ay) degerleri

4°C 25°C
Hafta _ -
Serbest faj Kapsiillenen faj Serbest faj Kapsiillenen faj
0 0,963+0,002% 0,961+0,001%°2B¢  0,963+0,002%* 0,961+0,0012°¢ABC
1 0,961+0,001° 0,963+0,002% 0,962+0,001%° 0,961+0,001°°AB¢
3 0,961+0,001° 0,957+0,001°F 0,962+0,001%° 0,959+0,0019PE
5 0,960+0,001% 0,959+0,002"°B°PE 0 961+0,001" 0,958+0,001°F
7 0,964+0,001% 0,962+0,0012°2B¢  0,964+0,002% 0,961+0,0012°ABC
9 0,965+0,001% 0,962+0,001%"  0,964+0,001° 0,963+0,000%
12 0,964+0,001% 0,958+0,001¢PF 0,963+0,002% 0,960+0,001°ABCP
15 0,963+0,001% 0,963+0,001% 0,963+0,001% 0,962+0,0013°ABC

*Ayni siitundaki farkl kiiciik harfler drneklerin zamana bagl istatistiksel olarak dnemli farkliliklari
ifade ederken ayni satirdaki farkli biiylik harfler 4 ve 25°C’de ayni1 zaman diliminde enkapsiile fajlarin
ozelliklerindeki istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir (p<0,05).
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4.4 Kapsiilden bakteriyofajin salinimi

4.4.1 Simiile bagirsak sivisinda salinim

Kapsiil yapisi, fajlar1 olumsuz kosullardan etkili bir sekilde korumaya ilaveten fajin
istenen bolgede canli bir bicimde salinmasina da izin vermelidir. Fajin bagirsaklara
canl1 olarak gegisinin saglanmasi ve orada salinmasi faj tedavisi uygulamalarinda 6nem
arz etmektedir. Bu durumda kapsiilleme materyalleri, mide sivisinda stabil kalarak faji
asit ve enzimlere karsi korurken zayif alkali bir bagirsak ortaminda da kolayca
¢oziinerek veya siserek faji serbest birakmalidir (Ma vd., 2008). Calismamizda 37°C’de,
SIF (pH 6,8) ortaminda SE-P47 fajinin aljinat taneciklerinden salinim profili
incelemistir. Bu amagla 5, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 ve 240 dk inkiibasyon

stireleri sonunda belirlenen faj titreleri Sekil 4.9°da verilmistir.

—
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Sekil 4.9. Simiile bagirsak sivisinda (37°C) aljinat boncuklarindan faj salinimi

Analizde kullanilan Kkapsiiller igerisindeki fajin titresi MBS iginde Kkapsiillerin
¢ozlindurilmesiyle ortalama 9,72 log pob/g olarak tespit edilmistir. Bu 6rnekler, kontrol
grubu olarak kabul edilerek fajin salimim profili belirlenirken karsilastirmalarda
kullanilmistir. Belirtilen inkiibasyon siireleri sonunda faj saliniminin zamana bagh
olarak artis gosterdigi gozlemlenmistir. SIF ortaminda 5 dakikalik inkiibasyonun
ardindan fajin salinim oraninin %77 oldugu belirlenmistir. Kontrol 6rnegi ile 5 dk
sonundaki faj titreleri arasinda onemli bir fark vardir (p<0,05). 1 saatin sonunda

kapstilden ortama salinan faj titresi, ortalama 8,53 log pob/g’a ulasmistir (p<0,05). SIF
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ortaminda 2 saat inkiibasyonun ardindan %93 salinim oraniyla faj titresi ortalama 9,09
log pob/g olup kontrol Ornegiyle aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir (p>0,05), yani tam salinima yaklasilmistir. 2-4 saat arasinda zamana
bagli olarak kapsiilden faj saliniminin devam ettigi gozlemlenmistir. 4 saat

inkiibasyondan sonra ise salinim oran1 %2100 (9,79 log pob/g)’e ulasmistir (p>0,05).

Mikrokapsiillerden benzer bir faj salinim profili Ergin vd. (2021) tarafindan rapor
edilmistir. Bu c¢aligmada, sodyum aljinat ve sodyum kazeinat igeren 3 farkli
mikrokapsiilden Felix O1 fajinin SIF ¢ozeltisinde 5 dakika i¢inde saliniminin %60 ile
%80 arasinda degistigi ve 120 dakika sonrasinda salinan faj titrelerinin 6,51-6,68 log
pob/g araligindaki degerler ile kapsiilde tutulan faj titresine yaklastigi rapor edilmistir.
Daha 6nce yapilan bir baska ¢alismada, Kitosan-aljinatla kaplanmig Felix O1 fajinin SIF
cozeltisinde 5 saat inkiibasyonunun ardindan kademeli olarak neredeyse tam bir
salinima (1,6x10” pob) ulagilmustir (Ma vd., 2008). Dért farkli matrisle kitosan-aljinat
kapli boncuklarin firetildigi bir ¢alismada, 1 saatlik inkiibasyonun sonunda 5,3-5,8
log pob/mL araliginda, 5 saatlik inkiibasyonun sonunda ise 7,4-7,5 log pob/mL

araliginda faj titresi elde edildigi ve tam olarak salinima yaklasildigi bildirilmistir

(Abdelsattar vd., 2019).

Enkapsiile viriislerin hiicre ortaminda salinimi birg¢ok yolla tetiklenebilir. Bunlar pH,
sicaklik ve basing degisikligi, polimerlerin enzimler veya organizmalar tarafindan
parcalanmasi veya kesme kuvvetlerinin neden oldugu parcalanma olarak siralanabilir
(Wang ve Sabour, 2010). Aljinat boncuklarindan salinimin incelendigi daha 6nceki
caligmalara gore, diisiik pH degerine sahip ¢ozeltilerde aljinat taneciklerinden
makromolekiillerin salinmasi énemli dl¢lide azaltilir ve bu da aljinat matrisinin bir oral
dagitim sisteminin gelistirilmesinde avantajli olmasini saglar. Aljinat molekiilleri mide
ortami gibi diisik pH degerlerinde biiziilme ve daha yiiksek pH degerlerinde (ince
bagirsak ortami gibi) ¢oziinme egilimindedir (Chen vd., 2004). Bdylece mide
ortamindaki asit ve enzimlerin zararli etkilerinden korunan kapsiillenmis faj,
bagirsaklarda serbest forma gegebilmektedir. George ve Abraham (2006)’ne gore;
aljinat-Ca jel matrislerinde kapsiillenmis protein yapida molekiiller iki mekanizma ile
salinabilmektedir. Bu mekanizmalar: (1) proteinin polimer aginin gozeneklerinden
diftizyonu ve (2) polimerik agin bozulmasidir. Jel aginin bozulmasi, kapsiillenen fajin

hizla salinmasia neden olabilmektedir. Calismamizda SIF ortaminda 5 dakika i¢inde
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gozlemlenen yiiksek faj titresi goz Oniine alindiginda fajin salinimi polimerik agin
bozulmasina baglanmaktadir. Ayrica, aljinatla kaplanan SE-P47 fajinin bagirsak
ortaminda hizli salinimi ve uzun siireli aktivitesini korumasi, konakg¢iyr oldiirme
kabiliyetinde muhtemel bir azalmanin 6niine gececegi ve faj direnci gelisimini azaltma

potansiyeline sahip olacagi diistiniilmektedir.

Polimerik bir materyalin viicuttaki mukozal membrana yapismasi anlamina gelen
mukoadezyon, 6zellikle farmasétik aragtirmalarda biiyiik ilgi gérmektedir. Mukoadezif
ila¢c dagitim sistemleri, bagirsaklarin bir kismina veya diger mukozalara (bukkal kavite,
nazal, vb.) yapisacak sekilde tasarlanir ve ilacin rezorpsiyon bolgesinde kalma siiresini
uzatip biyoyararlanimi artirarak ¢alisirlar (Cook vd., 2017). Karboksil ug¢ gruplarina
sahip anyonik bir polimer olan aljinat, iyi bir mukoadezif ajandir. Yapilan ¢alismalar;
polistiren, kitosan, karboksimetilseliiloz ve poli(laktik asit) gibi polimerlerle
karsilastirildiginda aljinatin en yiiksek mukoadezif kuvvete sahip oldugunu gostermistir
(Ch’Ng vd., 1985). Bu nedenle aljinat, mide-bagirsak sistemi gibi mukozal dokularda

ilaclar i¢in potansiyel bir dagitim araci olarak goriilmektedir.

4.4.2 Siit icerisinde salinim

Enkapstilasyon ile iretilen partikiiller, gidaya uygulandiginda fajin gida igerisinde
kendiliginden salinmasi, faj dagitimi ve biyokoruyucu etkinin saglanabilmesi i¢in
onemlidir (Gonzalez-Menéndez vd., 2018). Bu ¢alismada, kapsiillenen faj biyokoruyucu
ajan roliiyle model gida olarak siit icerisinde kullanilacagi icin 25°C’de yarim yagh
UHT siit i¢inde aljinat boncuklarindan zamana baglh faj salinimi incelenmistir (Sekil
4.13). Siit icinde kapsiillerden salinarak serbest forma gecen faj sayisi, biyokoruyucu
ajan olarak kullanimi1 agisindan olduk¢a 6nemlidir. Fa; titresi ne kadar fazla olursa hedef
patojen bakteri tizerindeki litik aktivitenin o kadar yiiksek olmas1 beklenir. Kapsiillenen
SE-P47 fajinin titresi, MBS iginde boncuklarin ¢6ziindiiriilmesiyle ortalama 9,84 log
pob/g olarak bulunmus olup bu o6rnekler kontrol grubu olarak salinim yiizdesinin
hesaplanmasinda kullanilmistir. Faj iceren kapsiillerin siit i¢ginde 5 dk inkiibasyonu
sonrasinda %71,31 salinim ile elde edilen 7,02 log pob/g faj titresi, hizli bir salinim
gerceklestigini gostermektedir. 5 ile 210 dk arasinda siitte salinan fajin titresinde

anlamli bir fark meydana gelmemistir (p>0,05). Siit iginde 240 dk inkiibasyonun
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ardindan %75 salimim ile faj titresi ortalama 7,38 log pob/g’a ulasmistir ve diger zaman

dilimleri ile karsilastirildiginda 6nemli bir artis elde edilmistir (p<0,05).

Kapsiillenmis fajm titresi (log pob/g)

0 T T T T T T T T T 1
0 5 15 30 60 90 120 150 180 210 240
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Sekil 4.10. Yarim yagl siitte (25°C) aljinat boncuklarindan faj salinimi

Ayrica, ¢galigmamizda yapilan 6n denemelerde ayni sartlarda, tam yagli (%3,5 yagh) siit
orneklerinde faj salinimi incelenmistir. 5 ve 240 dk sonunda elde edilen faj titreleri
%66,78 salinim ile sirasiyla ortalama 6,18 ve 6,16 log pob/mL (MBS icinde
kapsiillerden salinan faj titresi ortalama 9,23 log pob/mL) olarak belirlenmistir. Elde

edilen bulgular, siitiin yag orani arttik¢a faj saliniminin azaldigini gostermektedir.

Sodyum aljinat, siit proteini, siiksinik asit ve kalsiyum hidrojen fosfat dihidrat karisimi
ile sprey kurutucuda kapsiillenen E. coli K5 fajlarinin yagsiz (%0,3 yagl) ve tam yagh
(%3,5 yagl) siit Orneklerinde stabilitesinin korunamadigini bildiren ¢aligmanin
(Schubert vd., 2022) aksine bizim ¢alismamizda 4 saat boyunca aljinat boncuklarindan
saliman fajlarda yiiksek canlilik elde edilip stabilitenin korundugu gosterilmistir.
Literatiirde enkapsiile fajin siitte hayatta kalimi1 veya salinim profiline dair bagka bir
caligmaya rastlanilmamigtir. Sadece kapsiillenen probiyotik bakterilerin siit ve
tiriinlerinde stabilitelerinin degerlendirildigi ¢alismalar mevcuttur. Hansen vd., (2002),
siit iginde (4°C) probiyotik bakteri vyiiklii aljinat mikrokiirelerinin stabilitesini
degerlendirdikleri ¢alismasinda, 12. giinde mikroenkapsiile Bifidobacterium longum Bb-
46 bakterisinde (baslangig bakteri yiikii 4x10” kob/mL) 100 kat azalma olurken
mikroenkapsiile B. lactis Bb-12 bakterisi (baslangi¢ bakteri yiikii 2x10° kob/mL)
aktivitesini stirdiirmiistiir. Krasaekoopt vd. (2004), kitosan kapl aljinat taneciklerinde
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kapsiillenmis probiyotik bakterilerin (Lactobacillus acidophilus 547, L. casei 01 ve B.
bifidum 1994) UHT siitte hayatta kalimlarini incelemislerdir. Bu c¢alismada,
kapstillenmis bakterilerin serbest hiicrelere gore yaklasik 1 log daha yiiksek bir hayatta

kalim sergiledikleri rapor edilmistir.

4.5 Enkapsiile bakteriyofajin S. Enteritidis'e karsi litik aktivitesinin belirlenmesi

4.5.1 Simiile bagirsak sivisinda litik aktivite

Enkapsiile fajin S. Enteritidis METU-S1-411e kars1 litik aktivitesi, 37°C’de SIF
ortaminda MOI 1000 ve 100000°de 15. dk (0,25 saat), 1., 4., 8., 12. ve 24. saatlerde
belirlenmistir (Sekil 4.11). SIF’da 24 saat boyunca aljinat boncuklarindan salinan fajin
titresi ortalama 8,49 log pob/mL’dir. Analiz baslangicinda (kontrolde) 10° veya 10°
kob/mL olarak ayarlanan bakteri ylikiinlin zamana bagli olarak arttig1 gézlemlenmistir.
MOI 1000°de bakteri sayisinda 0,07-3,63 log kob/mL aralifinda azalma meydana
geldigi belirlenmistir ve log azalmalari, 15. dk hari¢ tiim zaman dilimleri i¢in kontrol
grubu (sadece S. Enteritidis iceren SIF) ile kiyaslandiginda anlamli bulunmustur
(p<0,05). En yiiksek log azalmasi (3,63 log kob/mL) 4. saatte elde edilmistir ancak
sonrasinda bakteri sayisinda artis meydana gelmistir. MOI 100000°de yapilan
analizlerde, S. Enteritidis sayisinda en diisiik (1,37 log kob/mL) ve en yiiksek (4,09 log
kob/mL) log azalmalar1 sirasiyla inkiibasyon isleminin 15. dk ile 12. saatinde
gozlenmistir (p<0,05). MOI 1000°e gore baslangi¢ bakteri sayisinin diisiik olmasina
bagl olarak kapsiiller daha 1yi bir litik aktivite sergilemislerdir. 1 saat inkiibasyonun
ardindan bakteri sayisi tespit edilemeyecek seviyelere diigse de 4. saatte bakterinin
tekrar cogaldig1r gézlemlenmistir. Bu durum 1. saat sonunda hasarli hiicrelerin tespit
edilememesi ve ilerleyen zaman diliminde bu bakterilerin aktif ireme siirecine girmis
olmalarina baglanmaktadir. 24 saat sonunda bakteri sayisi, faj iceren boncuklarla
muamele edilmeyen Orneklerde ortalama 9,06 log kob/mL iken faj i¢ceren boncuklarin

ilave edildigi SIF ortaminda ortalama 6,29 log kob/mL bulunmustur.
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Sekil 4.11. Kapsiillenen fajin simiile bagirsak sivisinda (37°C) S. Enteritidis’e kars1
MOI 1000 (a) ve MOI 100000 (b)’de litik aktivitesi

Kapsiillenen fajin  litik  aktivitesinin SIF  ortaminda (37°C) MOI 0,01°de
degerlendirildigi bir ¢aligmada, Salmonella'nin inhibe edilebildigi ve canli bakteri
sayisinin 2 saatte yaklasik 1 log kob/mL azaldigi rapor edilmistir. Lizis siiresindeki
artigla birlikte, kapsiillenmis faj grubundaki orneklerde inhibe edilen bakteri sayist
artmis ve 6. saatte bakteri sayisindaki azalma yaklasik 2 log kob/mL’ye ulagsmistir
(Zhou vd., 2022). Literatiirde enkapsiile fajin SIF ortaminda tedavi edici etkisinin
degerlendirildigi baska calismaya rastlanmamistir. Bununla birlikte, kapsiillenmis fajin
hiicre disinda konakg1r bakteriyi inhibe etme yetenegi besiyeri ortaminda da
degerlendirilebilmektedir. Vinner vd. (2019)’nin ¢alismasinda, 10* pob/mL'lik dozlarda
kapsiillenmis fajlarin LB besiyerine eklenmesi, baslangicta 10 kob/mL seviyesinde
olan E. coli bakteri kiiltiirlerinin optik yogunlugunda ilk saat boyunca siirekli bir artisa
ve ardindan bir diisiise yol actig1 belirlenmistir. 10% ve 10* pob/mL'de diisiik faj dozlart
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ilave edilen ortamda kiiltiirlerdeki faj amplifikasyonunun, 10° ve 10% pob/mL dozlarmin
eklendigi kiiltiirlere gore geciktigi dolayisiyla kullanilan farkli faj dozlarinin litik
aktiviteyi etkiledigi ortaya konmustur. Bu calismalara ilaveten, farkli tekniklerle
kapstillenen fajlarin civciv, tavuk, domuz gibi hayvanlarda patojen kolonizasyonunu
azaltmada etkili bir sekilde kullanildigin1 gosteren c¢aligmalar da mevcuttur (Gomez-
Garcia vd., 2021; Mao vd., 2023; Zhang vd., 2023).

4.5.2 Siit icerisinde litik aktivite

Siit ve driinleri, toplumda yaygin olarak tiiketilen gidalardir ve Salmonella gibi gida
kaynakl1 patojenler tarafindan kolayca kontamine olarak gida kaynakli hastaliklara yol
acabilmektedir (Zhao vd., 2023). Kapsiillenen SE-P47 fajinin farkli sicakliklarda gida
matrisinde S. Enteritidis METU-S1-411 {izerindeki antibakteriyel etkisini arastirmak
icin model olarak yarim yagl siit kullanilmistir. Siit; karbonhidrat, protein, lipit, vitamin
ve mineral igerigi bakimindan mikroorganizmalar i¢in besleyici bir ortamdir. Bundan
dolay1, siitiin mikroflorasinda bozulmaya neden olan c¢esitli mikroorganizmalar
bulunabilir (Claeys vd., 2013). Bu mikroorganizmalari elimine etmek i¢in analizlerde,
UHT yontemiyle sterilize edilmis siit 6rnekleri kullanilmugtir. Litik aktiviteyi belirlemek
icin paketleme ve depolama Oncesinde gida isleme kosullarini simiile etmek i¢in oda
sicaklig1 ve depolama sicakligini temsil etmek iizere sirasiyla 25 ve 4°C se¢ilmistir.
Analizler MOI degeri 1000 ve 100000°de, 24 saat siiresince Yiiriitilmistiir. Elde edilen
bulgular Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te sunulmustur.

Inkiibasyon isleminin 15. dk (0,25. saat)’sinda, 1, 4, 8, 12 ve 24. saatlerinde enkapsiile
faj ilave edilen siit 6rneklerinde aljinat boncuklarindan salinan fajin titresi ortalama 8,18
log pob/mL olarak bulunmustur. 4°C’de MOI 1000 ve 100000°de meydana gelen log
azalmalarinin sirasiyla 0,45-1,22 log kob/mL ve 0,91-1,18 log kob/mL araliginda
oldugu tespit edilmistir (p<0,05). 4°C’de enkapsiile faj ile muamele edilen 6rnekler ve
kontrol 6rneklerinin bakteri sayilart arasinda anlaml bir fark elde edilmistir (p<0,05).
Ancak enkapsiile faja maruz birakilan 6rneklerin bakteri sayilari, zamana bagli olarak
kendi i¢inde karsilastirildiginda 6nemli bir fark meydana gelmedigi gozlemlenmistir
(p>0,05). 25°C’de ise MOI 1000 ve 100000’de bakteri sayilarinda sirasiyla 0,85-4,03
log kob/mL ve 2,01-3,27 log kob/mL araliginda diisiis elde edilmistir (p<0,05). 25°C’de

enkapsiile faj ilave edilmis siit ornekleri ve kontrol orneklerinin bakteri yiikleri
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arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Siitte kapsiillenen
fajin litik aktivitesinin iki MOI degerinde de 25°C’de 4°C’ye gore daha yiiksek oldugu

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.12. Enkapsiile fajin siit i¢inde S. Enteritidis METU-S1-411’¢ kars1 4°C’de MOI
degeri 1000 (a) ve 100000 (b)’de litik aktivitesi
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Sekil 4.13. Kapsiillenen fajin siit iginde S. Enteritidis METU-S1-411"¢ kars1 25°C’de
MOI degeri 1000 (a) ve 100000 (b)’de litik aktivitesi

Daha 6nce yapilan bir galismada, MOI 100 ve 1000 degerlerine gore S. Enteritidis veya
S. Typhimurium et yiizeyine asilandiktan sonra liyofilizasyon ile mikrokapsiillenmis faj
kokteyli ¢ig tavuk etinin her yerine esit miktarda serpilmistir. Liyofilize faj tozu
uygulamasinda, 4°C’de 6 giinliik depolama sonunda MOI 100 ve 1000 degerlerine gore
asilanan orneklerde sirasiyla 1,86 log kob/cm® ve 2,18 log kob/cm? azalma
gozlemlenmistir. Yiksek MOI degerinde bakteri sayisinda daha fazla diisiis elde
edilmistir (Sezer ve Boyaci, 2024). Bizim c¢alismamizda da 25°C’de yiiriitiilen
analizlerde 12. saat haric MOI 100000°de MOI 1000 degerine gore daha yiiksek log
azalmalar1 meydana gelmistir. Genellikle yliksek MOI degerlerinin yiiksek faj etkinligi
sagladig1 bildirilse de ortamdaki bakteri sayisinin diisiik olmasi, bakteri ve fajin

karsilagmasin1 olumsuz etkileyerek fajin litik performansinin azalmasina da neden
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olabilmektedir. Dolayistyla ortamda konakg¢i bakteri sayisi fazla oldugunda faj daha
yiiksek litik aktivite sergileyebilmektedir (Huang vd., 2018; Spricigo vd., 2013).

Mikrokapsiillenmis faj kokteylinin S. Enteritidis ve S. Typhimurium'u kontrol etmedeki
etkinliginin degerlendirildigi bir baska calismada, faj iceren tozlar (10° pob/g), daha
once 10° log kob seviyesinde S. Enteritidis veya S. Typhimurium ile asilanan steril
kilitli torba igindeki her bir tavuk par¢asina ve aygicegi filizine serpilerek
uygulanmistir. Kontrol grubundaki ¢ig tavuk eti ve aycicegi filizinde 4°C'de 4 giinliik
depolama sirasinda S. Enteritidis ve S. Typhimurium sayismim sirasiyla 9 log kob/cm?
ve 7 log kob/g oldugu gozlenmistir. Faj kokteyli tozu uygulanan ¢ig tavuk etinde, 4
giinliik depolamanin ardindan S. Enteritidis'te 0,57 log kob/cm? ve S. Typhimurium'da
1,78 log kob/cm? azalma meydana gelmistir. Aygicegi filizinde ise S. Enteritidis'te 0,86
log kob/g ve S. Typhimurium'da 1,2 log kob/g azalma olmustur. S. Enteritidis bakterisi
icin gozlemlenen canlilik kaybi calismamizdaki bulgularla benzerlik gostermektedir

(Petsong vd., 2019).

Li vd. (2021)’nin Salmonella’ya 6zgii T156 fajin1 ekstriizyon metodu ile kapsiilleyerek
kuruttuklar1 ¢alismalarinda, yagsiz siit ve marulda litik aktivite belirlenmistir. 10° ve
10* kob/mL  seviyelerinde S. Typhimurium ile asilanan gida orneklerine
mikrokapsiillenmis fajlar, mikrokiireleri kiric1 ¢ozeltide ¢oziindiiriiliip SM tamponunda
yeniden siispanse edilerek uygulanmistir. Calismadan elde edilen verilere gore; siitte
MOI 1000°de 4°C ve 25°C sicakliklarda 12 saatlik inkiibasyonun ardindan S.
Typhimurium sayisinda sirasiyla 0,65 ve 4,15 log kob/mL araliginda azalma meydana
gelmistir. MOI 10000°de aymi sartlarda 4 ve 25°C’de bakteri sayilarinda sirasiyla 0,91
ve 4,73 log kob/mL azalma elde edilmistir. Marul 6rneklerinde 12 saatlik inkiibasyonun
ardindan MOI 1000°de 4 ve 25°C'de S. Typhimurium sayisinda sirasiyla 0,52 log ve
2,49 log kob/mL, MOI 10000°de 0,74 ve 3,18 log kob/mL azalma sagladig:

gozlemlenmistir.

Calismamizda model gida olarak kullanilan yarim yagh siit, daha 6nceki ¢alismalarda
kullanilan gida matrislerinden farklidir. Elde edilen bulgular, 6nceki caligsmalarla
karsilastirilabilir olsa da basta kullanilan faj olmak {izere, enkapsiilasyon kosullar1 ve
gida ornegine baglh olarak farkli sonucglar elde edilmesi beklenen bir durumdur. 4°C

sicaklikta, enkapsiile faj uygulamasi yapilan yarim yagh siitteki bakteri sayisindaki
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diistislerin daha once yagsiz siitte yapilan ¢alismalarda elde edilen veriler ile benzerlik
gosterdigi ancak 25°C’de elde edilen bakteri sayisindaki diisiislerin, 6nceki ¢alismalara
gore nispeten diisiik oldugu gézlemlenmistir (Choi vd., 2023; Li vd., 2021). Gidada
bulunan besin maddeleri (proteinler, yaglar, sekerler ve inorganik tuzlar) bakteri
biiyiimesi i¢in arzu edilen bir ortam saglasa da ozellikle yag bileseni bakteri ve faj
arasindaki etkilesimleri Onleyerek/kisitlayarak faj enfeksiyonunu etkileyebilir
(Gonzalez-Menéndez vd., 2018; Zhao vd., 2023). Faj litik dongiisiiniin ilk adimi olan faj
adsorpsiyonu, muhtemelen bakteri hiicrelerinin agliitinasyonuna neden olan siit
bilesenleri tarafindan engellenmektedir (Angelopoulou vd., 2019). Dolayisiyla, fajlarin
gida matrisi boyunca yayillma potansiyelleri litik aktivite lizerinde etkili olmaktadir
(Spricigo vd., 2013). Bu calismada, yarim yagh siitte ozellikle yag globiillerinin
varligmin siitte faj enfeksiyonunu azalttigi diisliniilmektedir. Bu durum, siit i¢inde
aljinat boncuklarindan faj saliniminin incelendigi bolimde yag oranindaki artisin faj

salinimini olumsuz yonde etkiledigi belirtilmistir.

Calisgmamizda yarim yagl siitte, 4 ve 25°C’de degerlendirilen antibakteriyel aktivitede
diistik sicaklikta daha diisiik log azalmalart meydana gelmistir. Buzdolabi
sicakliklarinda diisiik antimikrobiyal aktivite, daha once yapilan bazi ¢aligmalarda da
gozlemlenmistir (Choi vd., 2023; Li vd., 2021). Sivi formdaki fajin siit, sosis ve
marulda biyokoruyucu olarak degerlendirildigi bir ¢alismada da benzer olarak, 4 ve
28°C’deki faj etkinlikleri karsilastirildiginda, 4°C'de nispeten daha diisiik etkinlik
oldugu rapor edilmistir (Huang vd., 2018). Genel olarak diisiik sicakliklar, faj tarafindan
indiiklenen bakteriyel liziS oranimi azaltir ve ilk hiicre lizisi siiresini nispeten artirir
(Choi vd., 2023). Bu durum, 4°C'de konakgi bakterilerin ¢ogalmasinin kisitlanmis
olmasia baglanmaktadir. Ciinkii faj etkinligi konakg¢1 bakterilerin varligina baghdir ve
bakterinin  gelisiminin  kisitlanmasiyla fajin  etkinliginde azalma meydana

gelebilmektedir.

Biiyiik ve hassas virion yapilarina ve uzun kuyruklara sahip fajlarin, farkl: stres tiirlerine
kars1 daha duyarli oldugu one siiriilmektedir. Yapilarinda meydana gelebilecek kiiciik
bir hasar fajin bulasici olmasimi engelleyebilir (Choinska-Pulit vd., 2015). Uzun kuyruk
yapisinin farkli stres unsurlarina karsi daha hassas oldugu ve buna bagli olarak
enfeksiyon kapasitesinde diisiis yasandigi bildirilmektedir (Vandenheuvel vd., 2013).

Siit igerisinde aljinat boncuklarindan salinan fajin titresinin yiiksek olmasina ragmen, S.
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Enteritidis’i tamamen inhibe edememesinin, salinim esnasinda olasi bir kuyruk

hasarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
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BOLUM V

SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda, S. Enteritidis METU-S1-411°e 6zgli SE-P47 fajinin
enkapsiilasyonu, enkapsiilasyon siirecinin optimizasyonu, optimize kosullarda iiretilen
faj igeren aljinat boncuklarin cesitli kosullarda stabilitelerinin belirlenmesi,
boncuklardan faj salimiminin incelenmesi ve gida zincirinin farkli asamalarinda
kapsiillenen fajin  kullanim olanaklarmin  degerlendirilmesine dair analizler

yiirtitilmistiir.

Oncelikle, aljinat kaplama maddesi ile ekstriizyon ydntemiyle kapsiil iiretiminde,
fraksiyonel faktoriyel deneme tasarimi ile enkapsiilasyon etkinligi iizerine -etkili
faktorler taranmistir. Aljinat konsantrasyonu ve aljinat/faj oraninin istatistiksel olarak
onemli degiskenler oldugu belirlenmistir. Bu faktorlerin etki yonii negatif olup
aljinat/faj oran1 ve aljinat konsantrasyonu azaldik¢a enkapsiilasyon etkinliginde artis
meydana gelmektedir. CaCl, konsantrasyonu ve CaCl,/aljinat oraninin enkapsiilasyon

etkinligi {izerine etkilerinin ihmal edilebilir diizeyde oldugu tespit edilmistir.

Etkili faktorlerin belirlenmesinin ardindan, yilizey merkezli merkezi kompozit deneme
tasarimi ve yanit yiizey metodu kullanilarak optimum enkapsiilasyon kosullar
belirlenmistir. En yiiksek enkapsiilasyon etkinligi ve en kii¢iik boncuk boyutuna sahip
faj igeren aljinat boncuklarmin {iretimi i¢in optimum enkapsiilasyon kosullari, %1,5
(m/v) aljinat konsantrasyonu ve 2 mL/mL aljinat/faj oranidir. Optimum kosullarda
enkapsiilasyon etkinligi ve boncuk boyutu sirasiyla %97,85 ve 1,44 mm olarak tahmin
edilmistir. Dogrulama analizlerinde ise enkapsiilasyon etkinligi ortalama %98,52 ve
boncuk boyutu ortalama 1,28 mm olarak tespit edilmis olup bu degerlerin tahmin edilen
degerlerle yakin uyum igerisinde oldugu gdzlemlenmistir. Aljinat boncuklarindaki faj

titresi ortalama 10,31 log pob/g olarak belirlenmistir.

Ekstriizyon yontemiyle enkapsiilasyonda belirlenen optimum kosullarda, %1,5’lik
aljinat kaplama maddesine %0,5 konsantrasyonda kitosanin farkli oranlarda ilavesinin
faj canlilig1 lizerine etkileri incelendiginde, karigimdaki kitosan miktarinin artmasiyla

faj titrelerinde diislis gbzlemlenmistir. 0,5:1; 0,75:1 ve 1:1 oranlarinda kitosan ve aljinat
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karisimi kullanilarak {iiretilen kapsiillerin enkapsiilasyon etkinlikleri sirasiyla ortalama
%91,07; %95,30 ve %96,15 olarak belirlenmistir. Bununla birlikte kapsiiller igine
hapsedilen fajin titreleri 5,30-7,51 log pob/g arasinda degismistir. Dolayisiyla aljinat

boncuklarinda oldugu gibi yiiksek faj canliliklar1 elde edilememistir.

Ekstriizyon yontemiyle iiretilen kapsiiller morfolojik agidan incelendiginde, aljinat
boncuklarinin seffaf renkte, kiiresel ve kismen piiriizsiiz bir yiizeye sahip olduklar;
aljinat-kitosan kapsiillerinin ise beyaz renkte ve diizensiz yapida olduklari ortaya
konmustur. Aljinat-kitosan karigimlarinda kitosan miktarindaki artis, kapsiillerin

kiiresellikten uzaklagsmasina sebep olmustur.

Ekstriizyon yontemiyle enkapsiilasyonda elde edilen faj canliliklarini karsilagtirmak
tizere sprey kurutucuda 90, 100 ve 110°C sicakliklarda iiretilen kapsiillerde daha diisiik
faj titreleri ve enkapsiilasyon etkinlikleri meydana gelmistir. Aljinat tozlarinda %82,76
ile %84,70 araliginda, kitosan tozlarinda ise %61,30 ile %63,79 araliginda
enkapsiilasyon etkinlikleri elde edilmistir. Sprey kurutucunun giris sicaklik derecesi
arttik¢a faj titrelerinde istatistiksel olarak 6nemli azalmalar gozlemlenmistir. Elde edilen
toz miktarlarina gore; enkapsiilasyon verimleri aljinat tozlar1 i¢in %53,24-59,57
araliginda, kitosan tozlar1 i¢in %61,26-77,82 araliginda degismistir. Elde edilen verilere
gore, puskiirterek kurutma prosesinde aljinat matrisinin kitosana gore daha koruyucu
oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica yiiksek faj titresine sahip kapsiillerin iiretimi i¢in

ekstriizyon yonteminin daha uygun oldugu gdosterilmistir.

Ekstriizyon yontemiyle optimum enkapsiilasyon kosullarinda tiretilen faj iceren aljinat
boncuklarmin ve serbest formdaki fajin sicaklik, pH, simiile edilen mide sivisinda
stabilitesi ve depolama stabilitesi (4 ve 25°C’de) belirlenerek karsilastirilmistir. Faj
ornekleri ayr1 ayr1 70 ve 80°C’ye maruz birakildiklarinda kapsiillenmis fajin serbest faja
gore daha direngli oldugu tespit edilmistir. Faj drneklerinin pH stabilitesinin incelendigi
analizlerde, ekstrem kosullarda (pH 2 ve pH 13) aljinat matrisinin faji korumada
olduk¢a basarili oldugu gozlemlenmistir. Simiile mide sivisinda pH 2 ve pH 2,5
degerlerinde, aljinat ile kaplanan fajlarda stabilite onemli diizeyde artmistir. 4 ve
25°C’de 15 hafta depolama boyunca hem serbest hem de kapsiillenmis faj 6rneklerinin
renk degerlerinde istatistiksel olarak anlamli degisimler meydana gelirken su aktivitesi

degerlerinde 6nemli bir degisim gozlemlenmemistir. 4°C’de her iki formdaki faj
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stabilitesini tamamen korurken 25°C’de aljinat yapisinin gevsemesine bagli olarak

kapsiillerdeki faj titresinde 1 log pob/g’dan daha diisiik bir azalma olmustur.

Ekstriizyon yontemiyle optimum enkapsiilasyon kosullarinda {retilen aljinat
boncuklarindan simiile edilen bagirsak sivist ve yarim yagh siitte faj salinimi
incelemistir. Bu analizlerde, kapsiillenen fajin terapotik veya biyokoruyucu ajan olarak
kullanimlarinda hedef ortama zamana baglh faj salinimini belirlenmistir. Simiile
bagirsak sivisinda 5 dk i¢inde %77 salinim elde edilmis ve 4 saat sonunda tam salinima
ulagilmistir. Yarim yagl siitte ise 5 dk ve 4 saat sonunda sirasiyla %71,31 ve %75
oraninda faj salimimi elde edilmistir. Yapilan analizler dogrultusunda, siitiin yag

oranindaki artisin faj salinimini olumsuz etkiledigi sonucuna varilmaistir.

Calismamizin son asamasinda, simiile edilmis bagirsak sivisi ve yarim yagl siitte, faj
yiklii aljinat boncuklarinin S. Enteritidis METU-S1-411’e kars1 litik aktivitesi
degerlendirilmistir. Simiile bagirsak sivisinda (37°C’de), S. Enteritidis sayisinda MOI
1000’de 0,07-3,63 log kob/mL araliginda, MOI 100000°de ise 1,37-4,09 log kob/mL
araliginda diisiis meydana gelmistir. Yarim yagl siitte 4 ve 25°C olmak tizere iki farkli
sicaklik degerinde yapilan analizlerde, bakteri gelisiminin faj etkinligini artirmasina
bagli olarak 25°C’de daha iyi bir litik aktivite gézlemlenmistir. Ayrica genel olarak,
MOI 100000 degerinde daha yiiksek log azalmalar1 elde edilmistir. 25°C’de MOI
100000°de yiiriitilen analizlerde bakteri sayisinda 2,01-3,27 log kob/mL araliginda
azalma meydana gelirken MOI 1000°de 12. saatte 4,03 log kob/mL ile daha yiiksek bir

log azalmasina ulagilmistir.

Fajlar cesitli amagclarla kapsiillemek ve serbest birakmak icin duvar malzemesi olarak
kullanilacak biyomateryalin se¢imi ile prosesin tasarimi, fajlarin basarili bir sekilde
kapsiillenmesinde 6nemli bir noktadir. Sonuglarimiz, ekstriizyon teknigiyle tiretilen
aljinat bazli kapsiillerin, gida isleme kosullar1 sirasinda (yiiksek sicaklik, asidik veya
alkali ortam) veya gastrointestinal sistemde faj stabilitesinin korunmasina uygun
oldugunu gostermektedir. Ayrica, faj igeren aljinat boncuklarinin S. Enteritidis tizerinde
inhibitor etkiye sahip oldugu ortaya konmustur. Mevcut litik etkinlik, siit veya diger
gidalarda faj salinimini artirmaya yonelik yapilan ¢aligmalarla gelistirilmelidir. Ayrica,

bu formiilasyonlari gida endiistrisinde kullanilabilecek gergek bir alternatif haline
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getirmek icin daha biiyiik Ol¢eklerde iiretim yapilacak calismalara ve pilot tesislere

ihtiya¢ oldugu diistiniilmektedir.
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