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Gida kaynakli hastaliklar ile iligkilendirilmekte olan patojenler ile miicadelede biyolojik
ve kimyasal birgok yontem bulunmaktadir. Antimikrobiyal kimyasallarin yani
antibiyotiklerin kullanim1 antibiyotik direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasinin
ivmelenmesinden dolayr gelistirmelere veya alternatiflere gereksinim duymaktadir.
Salmonella tiirleri, gida kaynakli enfeksiyonlara yol acan ve ciddi saglik etkileri
barindiran patojen bakteriler olmalarinin yani sira gida bozulmalarma da yol
acmaktadirlar. Escherichia coli (E. coli) ise gidalara kontaminasyonlar, yetersiz 1sil
islem gibi problemler ile bulagsmakta ve gida bozulmalarina sebebiyet vermektedir.
Bakteriyofaj uygulamalari ile bu bakterilerin eliminasyonu saglanabilmektedir. Bu tez
kapsaminda E. coli K-12 bakterisine etkili bakteriyofajlar izole edilmis, saflastirilmis ve

konsantre edilmistir. Bakteriyofajlar i¢in konakg1 skalasi belirlenmis ve adsorpsiyon hiz
i



sabitleri hesaplanmigtir. Konsantre edilmis bakteriyofajlarin  DNA izolasyonu
gerceklestirilmis ve bu DNA’lar restriksiyon enzimleri ile kesim yontemiyle fragment
sablonlar1 elde etmek amaciyla kullanilmistir. Bu yonteme gore farkli oldugu saptanan
bakteriyofajlarin tek asamali gelisme egrileri ¢ikarilmis, patlama biiyiikliigii ve latent
donem siireleri hesaplanmistir. Bakteriyofajlarin  pH ve sicaklik stabiliteleri
belirlenmistir. Konsantre fajlar, transmisyon elektron mikroskobu ile morfolojik olarak
karakterize edilmistir. Konak bakterilere etkili bakteriyofaj karisimlari kullanilarak
yagsiz siitteki S. enteritidis, S. typhimurium ve E. coli K-12 bakterilerinin inhibisyonu
test edilmistir. Bu denemeler farkli ortam sicakliklarinda (4 ve 25°C) ve farkli bakteri
inokiilasyon miktarlarinda gergeklestirilmistir. 24 saatin sonunda 25°C’de en yiiksek
bakteri inaktivasyonu, Salmonella faj karigimi i¢in 3,5 logi;o KOB/mI ve E. coli K-12 faj
karisimi i¢in 4,8 logiy KOB/ml olarak diisiik bakteri inokiilasyon miktarlarinda
saptanmistir. Soguk zincirin kirtlmasi durumunu simiile etmek amaciyla E. coli K-12
bakterisi i¢eren kontrol grubu ile farklt MOI degerinde bakteriyofaj karigimi eklenmis
deney grubu siitler 7 giin boyunca 4°C’de muhafaza edilmistir. Siit 6rnekleri, 7 giiniin
sonunda 25°C’de inkiibe edilerek 24 saat boyunca bakteri/ bakteriyofaj sayilarindaki
degisimler takip edilmistir. E. coli K-12 inaktivasyonunda, bakteriyofaj uygulamasi
tizerinde stres varligmin etkisi ilk defa bu calisma ile ortaya koyulmustur. Tez
kapsaminda, yagsiz siite bakteriyofaj karisimi uygulamasinda ortam parametrelerinin
etkisi arastirilmis olup Salmonella ve E. coli K-12 bakterilerinin biyokontroliinde bu

karigimlarin kullanilabilecegi sonucuna ulagilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyofaj, Patojen, Salmonella typhimurium, Salmonella

enteritidis, Escherichia coli K-12, Bakteriyofaj Terapi, Siit
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There are many biological and chemical methods to combat with foodborne pathogens.
Improvements or alternatives are required about the use of antimicrobial chemicals,
namely antibiotics, due to the acceleration of the emergence of antibiotic-resistant
bacteria. Salmonella species are pathogenic bacteria that cause foodborne infections and
have serious health effects, as well as induce food spoilage. Escherichia coli(E. coli)
which passed foods via problems such as contamination, insufficient heat treatment
causes spoilages. Phage therapy is used as a biological control method for the
elimination of these bacteria. In this thesis, bacteriophages effective against E. coli K-
12 were isolated, purified and concentrated. Host ranges of bacteriophages were
determined and their adsorption rate constants were calculated. DNA isolation of
concentrated bacteriophages was performed and these DNAs were used to obtain

fragment templates by digesting with restriction enzymes. One-step growth curves of



bacteriophages, which were found to be different according to this method, were
inferred, burst size and latent periods were determined. Moreover, pH and temperature
stability are determined. Concentrated phages were also morphologically characterized
by transmission electron microscopy. Inhibition of S. enteritidis, S. typhimurium and E.
coli K-12 bacteria in skimmed milk was tested using bacteriophage mixtures effective
against host bacteria. These experiments were carried out at different ambient
temperatures (4 and 25°C) and different bacterial inoculation amounts. At the end of 24
hours, the highest bacterial inactivation was detected at low bacterial inoculation
amounts as 3.5 log;o CFU/mI for Salmonella phage mix and 4.8 logio CFU/mI for E.
coli K-12 phage mix at 25°C. In order to simulate the breaking of the cold chain, the
milks of the control group containing E. coli K-12 and the experimental group milks to
which a mixture of bacteriophages with different MOIs were stored at 4°C for 7 days.
At the end of 7 days, the milk samples were incubated at 25°C and the changes in
bacteria or bacteriophage numbers were followed for 24 hours. The effect of the
presence of stress on bacteriophage therapy in E. coli K-12 inactivation in milk was
demonstrated for the first time with this study. Within the scope of the thesis, the effect
of environmental parameters in the application of bacteriophage mixture to skimmed
milk was investigated and it was concluded that these mixtures could be used in the

biocontrol of Salmonella and E. coli K-12 bacteria.

Keywords: Bacteriophage, Pathogen, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis,

Escherichia coli K-12, Bacterophage Threapy, Milk
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1.GIRIS

Her yil, diinya niifusunun yaklasik onda biri (600 milyon) insan kimyasal veya biyolojik
kontaminasyonlara maruz kalmis gidalar tiiketerek hasta olmakta ve 420 bin insan
hayatin1 kaybetmektedir [1]. Diinya niifusunun 2050 yilina kadar yaklasik 2 milyar
artarak 9,7 milyara ulagsmas1 beklenmektedir. Artan niifus ile beraber gelecek olan gida
arzindaki artiglar, buna karsilik su kaynaklari ve iklim degisikligi gibi problemlerin
gidaya ulasilabilirlik ve giivenilir gida ile ilgili yarattigi endiseleri, simdiden gozler
Oniine sermektedir. Ayn1 dogrultuda, gida bozulmalar1 kaynakli ekonomik kayiplar ve
gida patojenlerinin ortaya ¢ikardigi genis capli saglik etkileri gida giivenilirliginin
onemini vurgulamaktadir. Gida bozulmalarinin seyrini degistiren olgulardan bir tanesini
de tiiketicinin diyetindeki degisimler olusturmaktadir. Tiiketicinin talep ettigi tuz, seker

gibi bilesenlerin oranindaki azalmalar raf 6mriinii de etkilemektedir [2].

Giivenilir gidanin gelecegini etkileyen durumlardan biri de patojen bakterilerin var olan
antibiyotiklere diren¢ kazanmasidir. 2016 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) klinik
alanda antibiyotik direngli bakteriler (ADB)’in eliminasyonu adina etkili ilaglarin
gelistirilmesine dikkat ¢ekmistir [3]. Ancak yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi adina
ihtiya¢c duyulan Arastirma —gelistirme (Ar-ge) maliyetleri yiiksektir [4]. ADB’nin
onlenmesi amaciyla halkin ve saglik personellerinin dogru antibiyotik kullanimi i¢in
kitlesel egitimleri, antibiyotik satisinin kontrolii gibi Onlemler alinabilmektedir.
Bununla birlikte faj terapi, direngli bakteriler ile miicadelede alternatif bir yontem
olarak , bilim insanlar1 tarafindan ¢alisilmaktadir [5]. ADB ile enfekte olmus insanlarda
yapilan faj uygulamasinin arastirildigi bir meta-analitik calismaya gore 165 hasta
insanin %85’inde direngli bakteri yiikiinde azalma saglanmistir. Bazi arrastirmacilar
%]15°’1ik faj uygulama etkinligindeki bu basarisizligt hatali uygulama, diisiik faj

konsatrasyonu ve farkli bakteri tiirleri ile ko-enfeksiyon gibi sebeplere baglamislardir

[6].

Bakteriyofajlarin  kesfinden antibiyotiklerin yiikselisine kadar ki siiregte klinik

caligmalarin da yer aldig1 farkli uygulamalar ile bakteriyofajlarin etkinligi anlagilmaya
1



calistlmig [7, 8] olsa da antibiyotiklerin kesfi ile bakteriyofaj ¢alismalari duraklama
evresine gelmis, yalnizca Sovyet Rusya bakteriyofaj uygulamalarin1 gergeklestirmeyi

stirdiirmustiir [7].

Diinya 6lgeginde bakildiginda yeryiiziinde yaklasik 10 POB’yi agkin sayida fajin
bulundugu diisiiniilmektedir. Bu kani fajlarin ¢evrede bakteri sayisinin yaklasik 5-10
kat1 kadar daha fazla bulundugu dikkate alinarak olusturulmustur [9]. Bakteriyofajlar,
konak hiicresini DNA replikasyon ve protein sentezi makinesi olarak kullanarak
kendiliginden amplifiye olan biyolojik ajanlardir. Bakteriyofajlar litik veya lizojenik
dongiiyii takip edebilirler [10]. Litik dongiiyii takip eden bakteriyofajlar ilk olarak
konak bakterinin yiizeyindeki reseptorlere tutunurlar. Baglanmanin ardindan genomik
materyallerini bakteri sitoplazmasina aktarirlar. Sitosolde transkripsiyon, translasyon ve
replikasyonun gergeklesmesi ile viral genomdan yeni faj partikiilleri meydana gelir.
Sitoplazmadaki faj partikiilleri bakteri hiicresinin lizizi ile ortama salinirlar. Yeni faj
partikiilleri, kendiliginden amplifiye olduklar1 bu siire¢ dogrultusunda ortamda bulunan
konak bakterileri lize etmeyi siirdiiriirler. Lizojenik dongiiyii takip eden fajlar ise konak
hiicre genomuna entegre olarak hiicrenin ikiye boliinmesi ile gelecek jenerasyonlara
aktarilirlar [8]. Litik fajlar ¢oklu ilag direngli (MDR) patojenlerin kontroliinde Klinik
amach kullanim géstermektedir. Bu fajlarin kullanilmasinda, yiiksek konak 6zgiilliigii,
zararli yan etkilere yol agmamasi gibi nedenler ile enfeksiyonlarin gilivenli bir sekilde

eliminasyonunun saglanmasi etkilidir [6].

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, dogal kaynaklardan izole edilen E.coli K12’ye etkili
bakteriyofajlarin  karakterizasyonu ve bu bakteriyofajlarin  gida matriksinde
antimikrobiyal  etkisinin  incelenmesi  amaglanmistir.  Oncelikle  izolasyonu
gerceklestirilen bakteriyofajlar saflagtirilmig, gliserol iceren sivi besiyerinde stoklari
hazirlanmis ve -18°C’de muhafaza edilmistir. Saflagtirnllmis bakteriyofajlar gida
denemeleri, niikleik asit izolasyonu gibi agsamalarda kullanilabilmesi i¢in zenginlestirme
islemine tabi tutulmustur. Titre degerleri 109-1010 POB/ml’ye ulasan ornekler PEG
yontemi ile konsantre edilmistir. Burada 1 M NaCl, PEG ile fajlarin ¢okeltilmesinde
yardimct ajan olarak kullanilmistir. % 10 PEG ile ¢oktiiriilen fajlar, tampon icinde

¢oziindiiriilmiis kloroform ile PEG’den ayrimi saglanmistir. Faj konsantreleri,

2



restriksiyon enzim profillerinin ¢ikarilmasi amaciyla niikleik asit izolasyonunda ve
mikroskobik morfolojisinin arastirilmasi amaglariyla kullanilmistir. Restriksiyon enzimi
ile kesilen fajlarin verdigi jel goriintiilerinden yararlanilarak farkli oldugu diisiiniilen iki
adet bakteriyofajin karakterizasyon ¢alismalarina devam edilmistir. Bu bakteriyofajlarin
konak araligi, tek asamali gelisme egrileri belirlenmistir. Tek asamali gelisme egrileri
kullanilarak patlama biyiikligi ve latent donem siireleri hesaplanmistir.
Bakteriyofajlarin konak bakteriye adsorpsiyonun arastirilmasi amaciyla % adsorpsiyon
ve adsorpsiyon hizlar1 belirlenmistir. Ayrica bakteriyofajlarin pH ve sicaklik
parametrelerindeki aktivasyonu degerlendirilmistir. Karakterizasyonu tamamlanan fajlar
ile miks hazirlanarak farkli MOI, sicaklik ve bakteri inokiilasyon miktar1 gibi

parametreler dikkate alinmis ve yagsiz siitte faj etkinligi arastirilmistir.

Koleksiyondan elde edilen Salmonella fajlarindan elde edilen miks ile bu ¢alisma ile
karakterizasyonu tamamlanmis E. coli K-12 fajlarindan olusan miksler siitte konak
bakterilerinin inaktivasyonunda kullanilarak fajlarin siitteki antimikrobiyel aktivitesi
degerlendirilmistir. Son olarak, karakterize edilmis E. coli K-12’ye etkili fajlardan
olusan karigimin soguk zincirin kirilmasi durumunda yagsiz siitteki bakteri inhibisyon

etkinligi aragtirilmstir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Bakteriyofajlar

2.1.1.Tarihgesi

Bakteriyofajlar veya kisaca fajlar, mikrobiyolog Frederik Twort (1915) ve Félix
d’Hérelle (1917)’in birbirlerinden bagimsiz olarak yiiriittiikleri c¢alismalar ile tarih
sahnesinde rol oynamaya baslamuslardir. Ilk olarak Twort, bakteri iiremesini engelleyen
bir “transparan materyal” gozlemlemistir. Ardindan d’Hérelle, zorunlu bakteriyel
parazit olmasindan hareketle bakteriyofaj veya “bakteri yiyen” olarak isimlendirdigi bir
anti-Shigella mikrobu izole etmistir. Fajlarin tropatik etkisini, Salmonella gallinarum ile
enfekte olmus tavuklara faj uygulamasinin basarisini kanitladigi hayvan denemelerinde
gostermistir [8]. Fransiz Hindigini’'nde, Pasteurella multocida kaynakli sigir hemorajik
septisemisinin  faj uygulamasi alan denemeleri yapilmigtir. Gastrointestinal ve
septisemik hastaliklarin tedavisinde fajlarin kullanimina ait veriler sonrasi denemeler
insan boyutuna genisletilmistir. Insan denemelerinde kullanmaya baslamadan once,
kendisi lizerine faj uygulamasi yapmistir. Ayrica ailesi ve calisma arkadaslari tizerinde
faj uygulamasi etkilerini gézlemlemistir [7]. Ardindan Shigella dysenteriae bakterisini
enfekte edebilen bir faj kullanarak basilli dizanteri hastasi bes insan ile insan denemesi
gergeklestirmistir. 1927 yilinda yaptigi klinik denemelerde, Hindistan’da anti-kolera
fajlar1 ile koleradan kaynakli 6lim oranlarmin % 62,8’den % 8,1°e distliglini
gostermistir [8]. Ayrica, 1970’li yillarda, Pakistan’da yapilan Diinya Saglk Orgiitii
(DSO) destekli klinik galismalarda, koleraya kars1 yiiksek dozajda faj uygulamasinin,
tetrasiklin grubu antibiyotiklere esdeger sonuglar verdigi gdzlenmistir. Ikinci Diinya
Savas1 sonrasi, Amerika’da antibiyotik kullanimi artarken Sovyet Rusya’da faj
kullanim1 varligini devam ettirmistir. Antibiyotik kullaniminin revagta oldugu bu
donemlerde, fajlarin direncli bakterilere karsi yetersiz olmasi sorunu da faj

uygulamalarini geri plana itmistir [7].

1940’11 yillardan sonra biiyiik 6l¢iide antibiyotik kullanimi sonrasi goriilmeye baglanan

antibiyotik direngli bakterilerin eliminasyonu adina, 20.yiizyilin sonlarina kadar yeni



yeni antibiyotikler kesfedilmistir. Ancak ilerleyen yillarda kesif hiz1 yavaslamis, dyle ki
1980’lerden bu yana ¢ok az sayida antibiyotik sinifi literatiire girmistir [1, 8].

2.1.2. Morfolojileri ve Genel Ozellikleri

Fajlar herhangi bir metabolizma sistemine sahip olmayan zorunlu hiicre igi bakteriyel
parazitlerdir [11]. Biyosferde olduk¢a yaygin olarak bulunan fajlarin genom boyutlari,
birka¢ bin baz ¢iftinden 498 bin baz ¢iftine kadar degisiklik gostermektedir. Yiiksek
boyutlu genoma sahip olanlar disindaki fajlarin genom boyutu, ortalama bir bakterinin

genom boyutuna benzemektedir.

Faj partikiilleri (virionlar), DNA veya RNA molekiiliine- tek sarmalli veya cift sarmalli
olan- sahiptirler ve bu niikleik asitler protein ya da lipoprotein kilifi igerisine enkapsiile
halde bulunmaktadir. Uluslararast Virlis Taksonomi Komitesi (ICTV)’ne gore
literatiirde tanimlanmis olan fajlarin % 95’inden fazlas1 ve gida kaynakli hastaliklara
neden olan patojenlere etkili neredeyse tiim fajlar Caudovirales takimina aittir [11].
ICTV verilerine gore hazirlanmus, fajlara ait genel siniflandirma ve 6zellikler Cizelge

2.1.”de verilmistir [12].

Cizelge 2. 1.  Fajlarin Simiflandirilmasi ve Ozellikleri.

Takim/Aile Genom Kihf Morfoloji Virion boyutu Konak
Kafa
(ikozahedral): 60—
145 nm;
Caudovirales/ dsDNA, 1L, Kuyruklu, 5 A
. - . Kafa (uzatilmis): '
Myoviridae 31-317 kbp Ikozahedral bag ( )
80 x 110 nm;
Kuyruk: 16—
20x80-455 nm
Caudovirales/ dsDNA, 1L, Kuyruklu, Bag: 60-70 nm 5
Podoviridae 16-78 kbp Ikozahedral bas Kuyruk: 10-20 nm
Caudovirales/ dsDNA, 1L, - Kuyruklu, Bag: 40-80 nm; B, A




Siphoviridae 21-134 kbp Ikozahedral bas Kuyruk: 5-10
nmx100-210 nm
SSDNA (+),
Microviridae Ikozahedral 25-27 nm B
D, 4.4-6.1 kbp
. dsDNA, [kozahedral, i¢
Corticoviridae 60 nm B
D, 10.1 kbp membran
o dsDNA, 1L, 15 .
Tectiviridae Ikozahedral 66 nm B
kbp
. sSRNA (+), 1 L, .
Leviviridae Ikozahedral 26 nm B
3.5-4.3 kbp
o dsRNA, 3 L,
Cystoviridae Kiiresel ~85 nm B
12.7-15.0 kbp
SSDNA (+),
inovirusler: inovirisler: 7
novirid D, inoviriisler: filamentli: nmx700-3500 nm: B
noviridae _ .
5.8-12.4 kbp; plektoviriisler: plektoviriisler: 15
plektovirtisler: cubuk sekilli  nmx200-400 nm
4.5-8.2 kbp
o dsDNA, Yarim kiire,
Plasmaviridae ] 50-125 nm B
D, 12 kbp pleomorphic
N dsDNA 55-60 nmx80-100
Fuselloviridae Limon sekilli Ar
D, 15-18 kbp nm
) o ssDNA Ikozahedral, i¢ B
Finnlakeviridae ~59 nm
D, 9.2 kbp membran
ap: 10—16 nm;
ssDNA Gap
Plectroviridae Cubuk sekilli Uzunluk: 70280 B
D, 4.5-8.3 kbp
nm
Bas: 53-65 nm;
L, Kontraktil
Chaseviridae dsDNA:52-56 kuyruk, Kapsomer iceren, B
. . kuyruk:116-166
kbp izometrik bas

nm




L Bas: 85-100 nm;

Kontraktil
Herelleviridae dsDNA: kuyruk, Kapsomer igeren, B
. . kuyruk:130-185
125170 Kbp izometrik bas y

nm

L, lineer; D, Dairesel; dsDNA, ¢ift sarmalli DNA; ssDNA, tek sarmalli DNA; ssDNA (+),
pozitif tek sarmalli DNA; ssRNA, tek sarmalli RNA; dsRNA, ¢ift sarmalli DNA; B, Bakteri; A,
Arke.

Lineer veya dairesel niikleik asit i¢eren fajlar, sekil yapilarina gore ise kuyruklu, kiibik,
filamentos veya pleomorfik olabilmektedirler. Ayrica bazi fajlar kilif veya zarf

yapilarina da sahiptirler.

Kuyruklu fajlarin bag kism1 izometrik ya da uzun olabilir. Kuyruk kismi ise ya uzun ve
kontraktil ya da kisa ve kontraktil olmayan bir morfoloji gosterebilmektedir [13].
Kuyruklu fajlar, kuyruklarindaki baglanma alanlar1 ve konak hiicre yiizeyindeki
molekiiller arasindaki etkilesimler vasitasiyla konak hiicreyi tanimaktadirlar. Adezinler
(Reseptor tanimlama birimleri), kuyruk yapisina ilisik olup bazi fajlar tek bir merkezi

fibre kullanirken bazilari da 3, 6 veya 12 fibreden meydana gelen yigmlari kullanirlar.

Ancak, muhtemel faj reseptorleri Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde oldukca
farklilik gostermektedir. Gram negatif bakterileri enfekte edebilen fajlar, konak
bakteriyi tanimada, cesitli spesifik lipopolisakkaritleri, membran proteinleri veya her
iki tip reseptorleri tanimlayabilen kompleks yapidaki adezinleri kullanabilirler. Gram
pozitif bakterileri enfekte edebilenler ise peptidoglikan birimleri, teikoik asitler,
lipoteikoik asitler ve bunlar ile baglantili proteinler yardimiyla konak bakteriyi
taniyabilmektedirler. Konak bakteriyi taniyan ve hiicre ylizeyine kuyruklarini uygun bir
sekilde konumlandiran fajlarin, yine bu uygun konumlanmanin etkisiyle, DNA

molekiillerini konak bakteri icerisine enjekte etmesi tetiklenir [14].



2.1.3. Yasam Dongiisii

Fajlarin ¢ogu ¢ogalma dongiilerine gore viriilent ve ilimh fajlar olmak iizere iki ana
grupta incelenebilmektedir. Viriilent fajlar litik dongliyli takip ederken 1limli fajlar hem

litik hem de lizojenik dongiileri kullanabilmektedir [11].

Kuyruklu fajlarda enfeksiyon, kuyruk fiberleri gibi adsorbe olmaya 6zellesmis yapilarin
hedef bakteri spesifik yilizey molekiillerine ya da kapsiillerine baglanmasi ile baslar.
Gram negatif bakterilerde, dis zarda bulunan proteinler, oligosakkaritler ve
liposakkaritler fajlarin tutunmasinda kullanilabilir. Altt kuyruk fiberinden en az {igiiniin
geri doniisiimsiiz olarak lipopolisakkarit tabakasinin dis kismindaki bir glukoz
kalintisina baglanmasi, faji konak bakteri ylizeyinde dogru bir sekilde konumlandirir ve
kuyrukta yapisal olarak yeniden diizenlenmeyi tetikler. Podoviridae fajlarinda, bazi
durumlarda hiicre dis1 kapsiilleri ayirabilen, enzimatik olarak aktif kuyruk proteinlerinin
bulunmasi veya bakteri reseptorlerine erisimi kolaylastiran O- antijeninin bulunmasi da
adsorpsiyona yardim eder. Faj saldirisina karsilik bakteriler, cogunlukla mutasyonla
veya reseptor kaybi ile direng gosterebilir. Bununla birlikte fajin, 6rnegin kuyruk

fiberlerinde bir seri mutasyonlar yardimiyla adaptasyonunu saglamasi gerekebilir.

Geri doniisiimsiiz adsorpsiyon saglandiktan sonra faj genomu, Gram pozitif veya Gram
negatif konak bakteri transkripsiyon/ translasyon metabolizmasina erisebilmek igin iki
veya li¢ ana bakteri bariyerini asmak zorundadir. Genelde, faj kuyrugu u¢ kisminda,
peptidoglikant degrade eden bir enzim tasir ve kuyrugun baglanmasi, genomik
materyalin Kkapsitten erken ekstriizyonunu bloke eden bir mekanizmayir devre disi
birakir. Daha sonra DNA, membran potansiyeli veya ATP tarafindan saglanan
metabolik enerjinin kullanildigi bir mekanizma ile hiicreye dogru ¢ekilir. Fajlar, bakteri
hiicresi icerisinde bulunan restriksiyon ve ekzoniikleaz enzimleri ile basa c¢ikabilmek
icin ¢ok sayida stratejiye sahiptir. Faj genomunun hiicreye alinmasindan sonra, konak
hiicre tarafindan kodlanan RNA polimerazlar, faj genomunda bulunan tesvik edicileri
tanir. Buna ek olarak, virion proteinleri de faj genomu ile birlikte konak hiicresine
enjekte edilebilir. Bu durum fajlara genellikle, bakteri savunma mekanizmasindan
koruyarak veya konak hiicre metabolizmasini yonlendirerek yeni virionlarin
sentezlenmesi ig¢in optimum kosullar1 olusturmasimi saglar. Optimal kosullar

saglandiktan sonra faj genomunun replikasyonu baslar. Ilimli fajlarin ¢ogu, replikasyon



icin konak hiicreye bagimliyken viriilent fajlar, genellikle kendi replikasyon makinesini
kendisi kodlar. Replikasyondan dnce DNA paketlenir, bir¢ok kuyruklu fajda bu proses
{ic ana asamada gercgeklestirilir. Ik olarak, faj bas kismu iskele (scaffold) proteinleri
etrafinda toplanir. Kuyruk igin baglanti noktasi olusturan bir por kompleksi, bas
kisminin bir kosesine yerlestirilir. Daha sonra terminaz, faj genomunu prokapside
yerlestirir. Burada DNA translokasyonu, ATP hidrolizi ile ger¢eklestirilmektedir. DNA
paketlendikten sonra, kuyruk por kompleksine baglanir [11].

Morfogenezin ardindan konak hiicrenin lizizi gergeklestirilir. Kuyruklu fajlarin tiimii
liziz i¢in iki bilesen kullanir: lizin ve holin. Lizin, peptidoglikan matriksindeki anahtar
baglarin birini ayirabilen bir enzimdir. Holin ise lizinin peptidoglikan tabakasina
ulagsmasini ve lizizi hizlandirmasini saglamak i¢in uygun zamanda i¢ zardaki porlart bir
araya getiren bir proteindir [15]. Sitoplastik zarda birikmesi ve oligomerizasyonundan
sonra holinler, genetik olarak onceden belirlenmis bir zamanda, bir membran lezyonu
olusturarak i¢ membrani endolizin i¢in geg¢irgen hale getirir. Endolizin, hiicre i¢i
ozmotik basinci, dayanikliligini yitirinceye kadar peptidoglikan tabakay1 degrade eder
ve hiicrenin patlamasi ile birlikte olgun faj partikiilleri ortama salinir. Iliml fajlar ise
konak hiicreyi viriilent bir faj gibi parcalayarak ya da konak bakteri ile stabil bir iliski
kurarak ¢ogalabilir. Faj DNA's1, konagin kromozomu ile birlikte kopyalanir ve konak
icin zararli olan viriis genleri eksprese edilmez. Genel olarak faj DNA’si, konak
genomunda spesifik veya gelisigiizel bir alana entegre olur [11]. Entegre olmus viral
DNA, profaj ismini alir [16]. Baz1 durumlarda faj DNA’si1, bakteri sitoplazmasinda
dogrusal veya dairesel plazmit olarak kalabilir. Stres kosullar1 altinda fajlar, indiiksiyon
olarak adlandirilan ve litik dongii igin gereken profaj genlerinin eksprese edildigi bir
proses ile yeni virionlarin salindigi bir dongiiye girebilir [11]. Ilimli fajlarda her
enfeksiyon dongiisiinde liziz veya lizojeninin gerceklesmesi birtakim komiinikasyon
peptidlerinin ortamdaki konsantrasyonuna baglidir. Projeni fajlari, ortamda bulunan bu
molekiillerin sayis1 yeteri kadar yiiksek ise lizojenik dongliye gecer. Literatiirde
arbitrium olarak isimlendirilen bu sistem ile fajlar, dnceki fajlar ile iletisim kurarak
liziz-lizojeni dongiisiiniin kararini verirler. Bu sistem peptid sentezleyen aimP, hiicre i¢i
peptid reseptorii aimR ve negatif lizojeni regiilatorii aimX genleri tarafindan kodlanir.

Farkli tip fajlarda bu komiinikasyon molekiilleri farklilik gostermektedir [17].



2.1.4. Faj ve Bakteri Etkilesimi

Faj ile bakterinin enfekte edilebilmesi i¢in her iki tiirlin de biraraya gelmesi gerekir ki
bu durum ortam igerisinde pasif hareket (Brownian) ile saglanmaktadir. 1k etkilesimin
kurulmasinin ardindan enfeksiyon prosesleri baglar. Bu prosesler daha Onceki
kisimlarda tartisilmis olup burada yalnizca enfeksiyon prosesine etkiyen faktorlere

deginilecektir.

Faj ve bakteri etkilesimini etkileyen bir¢ok etken vardir. Bunlardan biri MOI
(Multiplication of infection) degeridir ve faj sayisinin bakteri sayisina orani ile ifade
edilmektedir. Baska bir deyisle, bir bakterinin ne kadar faj ile enfekte edileceginin bir
oOlgtisiidiir [18]. Tabla ve ark (2012) tam yagl pastérize siitte Staphylococcus aureus (S.
aureus) eliminasyonu lizerinde faj karisimi ve hidrostatik basing uygulanmasinin engel
(hurdle) etkisini inceledikleri bir ¢alismada iki farkli MOI degerinde faj uygulamasi
yapmuglardir. MOI 100 degerinde 1,2 ve MOI 10000 degerinde 8,4 logio KOB/m
azalma gerceklesmistir [19]. MOI 10000 degeri patojen inaktivasyonunda etkili olmus
olsa da yiiksek MOI degerleri ekonomik agidan daha maliyetlidir [18].

Faj uygulamasi yapilacak gidaya ait karbonhidrat, protein, yag gibi bilesenler, gida
yapilarmin birbirinden farklilasmasindan dolayr uygulamay: etkileyebilir, fajlar ile
girisim yapabilirler. Ayrica sicaklik, pH gibi ¢evresel kosullardan dolay faj stabilitesi
degisiklik gosterebilmektedir. Miiller-Merbach ve ark (2007) pH ve sicaklik
parametrelerinin Lactococcus lactis phage P008’in replikasyon ve adsorpsiyonu iizerine
etkisini incelemislerdir. Bu parametrelerin etkisini ortaya g¢ikarabilmek amaciyla tek
asamal1 gelisme egrisi ¢ikarilmistir. Arastirma sonucuna gore pH 6,8 degerinde 20, 30
ve 35°C sicakliklarda latent periyot sirasiyla 37, 34 ve 24 dakika; ortalama patlama
biyiikliigii ise 7, 9 ve 12 faj partikiilii/ enfekte hiicre olarak belirlenmistir. pH 4,8’de
30°C sicaklikta ise latent periyot 25 dakika olarak hesaplanirken ortalama patlama
blytikligl ise 22 faj partikiilii/ enfekte hiicre olarak bulunmustur. pH 6,8 degerinde, 15
dakika icerisinde en yiiksek % adsorpsiyon degerleri ise 20°C icin 109+4, 30°C i¢in
110449 ve 40°C i¢in  63£9 olarak hesaplanmistir. pH 4,8 ve 30°C kosullarinda ise
fajlarin en fazla % 6+2’s1 adsorbe olmustur [20]. Bu calisma pH ve sicakligin faj

replikasyon parametreleri {izerine etkisini acik¢a gostermektedir.
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2.2. Bakteriyofaj Calisma Alanlari

Fajlar; konaklarmi enfekte etmelerinin ardindan sayilarini artirmalari, tiir veya
serotiplere 0zgii olmalar1 ve bu nedenle yanlis pozitif sonuglarin ortaya ¢ikma
olasiliginin azalmasi, tek bir fajin yeterli olmasi, diisiikk maliyet, liyofilize olarak daha
uzun siireler saklanabilmesi, insan sagligina tehdit olusturacak unsurlar
bulundurmamas1 ve hastalik veya enfeksiyon gibi riskler tasimamasi, tasarlanabilir
olmas1 gibi 6zelliklerinden dolay1r bir 6rnekte bakteri varliginin belirlenmesinde uygun

reaktifler olarak kullanilabilmektedirler [21].

2.3. Patojen Mikroorganizmalar

2.3.1. Gida A¢isindan Onemi

DSO'ye gore giivenilir olmayan gida, zararl bakteri, viriis, parazit veya kimyasal gibi
diyareden kansere kadar 200'den fazla gesit hastaliklara sebep olan maddeleri igeren
gidalardir [22]. Bir konak iizerinde hastaliklara neden olabilen bakteri, viriis gibi
organizmalar patojen, hastalik olusturmayan tipteki organizmalar patojen olmayan

organizmalar olarak adlandirilmaktadir [23].

Amerika Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi (CDC)’ne gore baz1 gida tiirleri gida
kaynakli hastaliklar ile digerlerinden daha fazla baglantilidir. Bu gruptaki gidalar tavuk,
s1g1r, domuz ve hindi etleri, meyve ve sebzeler, ¢ig siit ve bunlardan yapilan iiriinler, ¢ig
yumurtalar, deniz iirlinleri ve ¢ig kabuklular, filizler ve ¢ig unlardir. Cig kiimes hayvani
tirtinleri Campylobacter, Salmonella, Clostridium perfringens gibi bakteriler icerirken
¢ig et irtinleri ise Salmonella, E. coli, Yersinia gibi bakterileri ihtiva etmektedir. Taze
meyve ve sebzeler ise tarladan sofraya herhangi bir noktada kontaminasyona maruz
kalabilirler. Bu tip gidalarda Salmonella, E. coli ve Listeria gibi bakterilerden kaynakli
gida zehirlenmeleri goriilebilmektedir. Pastorize olmamis siit ve bunlardan
tiretilen Queso fresco, Brie ve Camembert gibi yumusak peynirler, dondurma ve yogurt
gibi Tdriinler ¢ig siitten Campylobacter, Cryptosporidium, E. coli, Listeria ve
Salmonella gibi insan saghigina zararl etkileri bulunan bakterileri tagiyabildigi igin
hastaliklara sebep olabilir. Yumurtalar ise Salmonella igerebildiklerinden dolayi
tiketimden Once yumurta sarist ve beyazinin iyice pisirilmesi, yumurtalarin

buzdolabinda muhafaza edilmesi, yumurta igeren {irlinlerin ¢ig yumurtalar ile
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kontamine edilmemesi ve ¢ig yumurta iceren hamurlarin tiiketilmemesi mevcut
bakterilerden korunmak adina énem tasimaktadir. Istiridyeler ve diger baz1 kabuklular
hastalik ve &liimlere sebep olan viriis ve bakterileri igerebilir. Istiridyeler kontamine
olmus sulardan elde ediliyorsa noroviriis igerebilmektedir. Filizlerin gelismeleri igin
gereksinim duyulan nemli ve sicak ortamlar ayrica bakterilerin gelismeleri i¢in de ideal
ortamlar olusturmaktadir. Alfaalfa, fasulye veya diger filizlerin ¢ig veya az pismis
olarak tiiketimi E. coli, Listeria ve Salmonella gibi bakterilerin sebep oldugu gida
zehirlenmelerine yol agabilmektedir. Kontamine tahillardan elde edilen unlar ise hamur
yapiminda kullanildiginda ve bu hamurlar ¢ig olarak tiiketildiginde hastaliklara neden

olmaktadir [24].

2.3.2. Escherichia coli

E. coli ilk kez 1885 yilinda Theodor Escherich tarafindan enterit (bagirsak enfeksiyonu)
olan bebeklerin digkilarindan alinan 6rneklerden tanimlanmis ve 6nceleri Bacterium coli
olarak isimlendirilmistir [25]. E. coli, Enterobacteriaceae familyasina mensup, gliserol
veya glikoz igeren herhangi bir basit kiiltiir icerisinde kolayca gelisebilen, spor
olusturmayan, Gram negatif, kisa basillerdir. Hareketsiz tiirleri olabildigi gibi flagella
ile hareket eden tiirleri de bulunmaktadir. Indol iiretimi gerceklestirebilir, sitrati
fermente edemezler. Metil red testinde pozitif sonug verirken iireaz ve Voges—Proskauer

reaksiyonlarinda negatif sonug vermektedir [26].

Dogal mikroflorasi, sicakkanli hayvanlarin gastrointestinal sistemleri olan E. coli, insan
bagirsaklarinda en yaygin olarak bulunan fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalardir
[27]. Bunun sebebinin glukonati diger tiirlere gore daha etkili bir sekilde kullanmasi
oldugu diisiiniilmektedir. Insan gastrointestinal sisteminde kommensal iliski kuran E.
coli tirleri bagisikligi baskilanmig bireylerde ve peritonit gibi durumlarin disinda
nadiren hastaliklara sebebiyet verirler. Kommensal E. coli tiirlerinde transpozon,
plazmit, bakteriyofaj ve patojenite adalar1 gibi cesitli mobil genetik elementler ile
viriilans faktorleri kodlanabilir [28]. E. coli patojen suslarinin ¢ogu, siddetli diyare,
dizanteri ve hemorajik kolit gibi enterik hastaliklarin yani sira sistiziz, menejit ve
septisemi gibi ekstraintestinal hastaliklara da sebebiyet vermektedir [27]. Diyareye
sebep olan tiirleri, Enterohemorajik E. coli (EHEC), Enteropatojenik E. coli (EPEC),
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Enteroagregatif E. coli (EAEC), Enteroinvasiv E. coli (EIEC), Diffuz Aderent E. coli
(DAEC) ve Enterotoksijenik E. coli (ETEC) olarak incelenmektedir [26].

Bakteriyofajlarm E. coli inaktivasyonunda kullanimi bir¢ok arastirmaci tarafindan
calistlmistir [29-31]. Schmerer ve ark (2014) fajlar arasi sinerjist etki ile bir mukoid E.
coli K-12 susunda tek tip faj kullanimina kiyasla daha fazla etki saglandigini
gostermislerdir. Bu c¢alismada T7 ve J8-65 fajlarinin birlikte olusturdugu plak
boyutunun, ayr1 kullanima goére daha biiyiik oldugunu agiklamiglardir. Faj kokteyli, T7
ve J8-65 fajinin tek kullanimlarindan sirasiyla 10 ila 100 kat daha fazla bakteriyel
inaktivasyon saglamistir. Buradaki olasi mekanizmanin, J8-65 fajlarinin kolanidaz
aktivesi sebebiyle hiicre ylizeyinde T7 fajlarinin baglanmasin1 engelleyen mukoid
tabakanin  degradasyonu sayesinde baglanmanin iyilestirilmesi  olabilecegini

soylemislerdir [32].

2.3.3. Salmonella

Salmonella ilk kez 1886 yilinda D.E. Salmon ve T. Smith tarafindan yapilan
caligmalarda domuzlarda vebaya yol agan bir kolera basili olarak tanimlanmis ve 1900
yilinda Lignieres bu bakterilere Salmonella cins ismi verilmesini dnermistir. Salmonella
cinsine ait tiirler Gram-negatif, fakiiltatif anaerobik, flagella ile hareket eden, 2-3 x 0.4—
0.6 um boyutlarinda ¢ubuk sekilli enterobakterlerdir. Salmonella tiirlerinin ¢ogu 5-
47°C sicakliklarda gelisim gosterebilseler de 2-4°C’ye kadar diisiik sicakliklarda ve
54°C kadar yiiksek sicakliklarda gelisim gosterebilen tiirler de bulunmaktadir. Optimal
gelisme sicakliklar1 35-37°C araligindadir.

Salmonella tiirleri somatik (O), flagella (H) ve kapsiil (vi) antijen yapilarina gére veya
farkli fajlara karsi duyarliliklarma goére siniflandirilabilmektedir. Son zamanlarda
yapilan molekiiler analizlere gore ise iki grupta incelenmektedir: S. enterica ve S.
bongori. Biyokimyasal ve genetik niteliklerine gore S. enterica alt1 (I (enterica), Il
(salamae), llla (arizonae), IlIb (diarizonae), IV (houtenae) ve VI (indica) ) ve

Salmonella bongori bir (V) alt tiir icermektedir.
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Cevrede olduk¢a yaygin olarak bulunan Salmonella’ya insan, hayvan, kus ve

kemirgenlerin gastrointestinal sistemleri kaynaklik etmektedir. Salmonella igeren

gidalarin tiiketimini takiben birkag¢ saat igerisinde diyare, ates ve abdominal kramp gibi

belirtiler g6zlenebilmektedir [33].

Salmonella tiirlerine etkili fajlarinin gidalarda patojen inaktivasyonunda kullanimina

dair bircok caligma literatirde mevcuttur [34-36]. Siitte Salmonella inhibisyonu

amaciyla yapilan bazi bakteriyofaj uygulamalarini igeren tablo Cizelge 2.2°de

verilmistir.

Cizelge 2. 2. Siitte faj uygulamasi ile Salmonella bakteri inhibisyonu.

Bakteri Faj Baslangic¢ MOI Uygulama Bakteri Kaynak
Bakteri Parametresi Eliminasyonu
Yiikii  (logio (logio
KOB/ml) KOB/ml)
S. P22 37°C x 24 saat 0
typhimurium 6 10 [37]
4°C x 12 giin 3
S. TS miksi 25°C x 48 saat 4
typhimurium
LT2 NTS7 miksi 0
NTS4 miksi 0
4 1000 [38]
TS miksi 4°C x 48 saat 3
NTS7 miksi 1
NTS4 miksi 0
S. oStpl, ¢Sepl, 28°C x 6 saat 1,9
typhimurium  ¢SP3ve ¢SP1
ST-48 faj miksi 4 1000 [39]
4°C x 72 saat 18
S. LPSE1 5 1 28°C x 6 saat 1,44 [40]
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enteritidis-

3,5 100 2,37
ATCC13076
55 1 4°C x 6 saat 0
3 100 0
S. albany Salmonella
phage 6 0,01  37°Cx 6 saat 1,8 [41]

vB_SalP_TR2

2.4. Siit ve Siit Uriinleri

2.4.1. Genel Ozellikleri

Siit, bilesimi sebebiyle mikroorganizmalarin {iremesi ve fermentasyonu igin besin
ogeleri iceren besiyerleridir [42] ve bakteriyel kontaminasyonlara ugrayabilen kolay
bozulan bir gidadir. Kontaminasyon kaynaklar1 iiretim kapasitesine gore degisiklik
gosterebilir. Ornegin birkac inegin sagiminin el ile yapildigi isletmelerde goriilen
kontaminasyonlar ile 3000 inegin sagimimin yapildigr otomatik ve kompleks sagim
ekipmanlar1 hattinda meydana gelen kontaminasyonlar farklilik gdsterebilmektedir. Siit
icin li¢ ana kontaminasyon kaynagi bulunur: meme i¢inde, meme dis kisminda ve sagim
ve depolama ekipmanlarinda. Siitteki mikroorganizma tipi ve sayisi, kontaminasyonlari
gosterir ve siitiin birincil mikroflorasini olustururlar. Birincil mikroflora siitiin depolama
sicakligindan ve siiresinden etkilenir, 4°C ve altinda depolama ile mikroorganizmalarin

cogalmasi 24 saatligine geciktirilebilir [43].

Pastorizasyon, siitte potansiyel tehlike teskil eden mikroorganizmalarin ¢ogunu elimine
edebilir ancak diizglin yapilmayan pastorizasyon ile hijyen ve sanitasyonun dogru
yapilmamas1 kaynakli pastorizasyon sonrasi bulagilar, siit kaynakli patojenlerin yol
actig1 vakalara sebebiyet verebilmektedir. Siit ve siit iirlinlerinde viriisler, parazitler,
mantarlar ve bakteriler patojenite olusturabilmektedir (Cizelge 2.3) [42]. Ozellikle
Brucella tiirleri, Campylobacter jejuni, Bacillus cereus, Shiga toksin tireten E. coli (E.
coli O157:H7), Staphylococcus aureus(S. aureus), Listeria monocytogenes, Coxiella
burnietti, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Salmonella tiirleri ve
Yersinia enterocolitica gibi patojen bakterilerin ¢ogu pastorize edilmemis siitler ve bu

siitlerden yapilan iiriinlerde bulunabilir. Ozellikle siitte, S. aureus’un isiya direngli
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toksin iireten suglarinin tirettigi toksinlerin pisirme ile degradasyonu saglanamamakta ve

bu iriinlerin tiikketimi ile intoksikasyonlar meydana gelmektedir [44].

Cizelge 2. 3. Siit ve siit trilinleri kaynakli patojenler ve neden oldugu hastaliklar

(Walstra ve ark, 2005).

Grup

Patojen

Hastahk

Gram-negatif bakteriler

Gram-pozitif bakteriler

Riketsiya

Escherichia coli
Salmonella

Shigella

Yersinia enterocolitica
Aeromonas hydrophila
Brucella abortus
Campylobacter jejuni
Leptospira interrogans
Bacillus cereus

Bacillus anthracis
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Staphylococcus aureus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pyogenes
Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis

Mycobacterium

paratuberculosis
Corynebacterium spp.
Listeria monocytogenes

Coxiella burnetii

Gastroenterit
Gastroenterit, tifoid ates
Gastroenterit
Gastroenterit
Gastroenterit
Bruselloziz
Gastroenterit
Leptospiroz
Intoksikasyon

Sarbon

Gastroenterit

Botulizm

Intoksikasyon

Bogaz agris1

Kizil hastaligi, bogaz agrist
Tiberkuloz

Tiuberkuloz
Johne hastalig1

Difteri

Listerioziz

Q- atesi
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Virisler Enterovirus, rotavirus Enterik enfeksiyon

Mantarlar Kiifler mikotoksikozis

Protozoa Entamoeba histolytica Amebiyaz
Cryptosporidium muris Cryptosporidiosis
Toxoplasma gondii Toksoplazmoz

2.4.2. Tiirkiye'de ve Diinyada Siit ve Siit Uriinleri Uretimi

Diinyada siit, % 81’1 inek, % 15’1 manda ve % 4’1 koyun, ke¢i, deve gibi hayvanlardan
temin edilmektedir [45]. Diinya siit tiretimi, 2017-2019 yillarinda yillik ortalama 876
milyon ton iken 2020 yilinda yaklasik 914 milyon tona ulasmistir ve bu saymin 2021
yilinda 928 milyon tona ulagsmasi beklenmektedir [46].

TUIK verilerine gore Tiirkiye’de 2020 yilinda 8,7 milyon ton (8709 255 ton), 2021
yilinda ise 8,6 milyon ton (8595477 ton) siit ve siit iirlinleri iiretimi ger¢eklesmistir.
2017 yilindan 2021 yilina fiyat degisimine bakildiginda sigir siitii 1,24 TL/kg’dan 2,77
TL/kg’a, manda siitii 3,97 TL/kg’dan 8,13 TL/kg’a, koyun siitii 2,41 TL/kg’dan 5,58
TL/kg’a ve kegi siitii 2,51 TL/kg’dan 4,84 TL/kg’a yiikselmistir (Sekil 2.1) .

12
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Sekil 2. 1. Tiirkiye yillara gore kilogram siit fiyat degisimi (TUIK, 2022)
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Pandemiden Onceki son ii¢ yilin degisim orani ile pandemi donemi 3 yilin fiyat degisimi
kiyaslandiginda, pandemi donemi siit fiyatlarinda artis gézlenmektedir (Cizelge 2.2)
[47].

100
| Il 2017-2019
[ ]2019-2021
80
E
% 007
o))
[}
o
S 404
(N
X
20
0 . r T .
Sigir st Manda sati Koyun siitt Kegi sttt
Uriin
Sekil 2. 2. Tiirkiye pandemi Oncesi ve pandemi doneminde, siit % fiyat degisimi

(TUIK, 2022).

2.4.3. Siit Bilesenleri ve Faj Etkilesimi

Siit genel olarak bakildiginda iki temel gruptan meydana gelmektedir: su ve kurumadde.
Siitiin  yaklasik % 87,1'ini su ve % 12,9'unu kurumadde olusturur. Kurumaddede
yaklasik % 4.6 laktoz, % 4 yag, % 3.3 protein, % 0.7 mineral bilesenleri ve % 0.17

organik asitler bulunmaktadir [42].

2.4.3.1. Karbonhidratlar

Neredeyse tiim memeli siitlerinde bulunan laktoz (0-4-D-galaktopiranozil-(1,4)-
glukopiranoz), siitteki en temel karbonhidrattir. Glukoz ve galaktozun her ikisi de
memeli metabolizmasinda yaygin olarak yer alsa da laktoz yalnizca siit yapan hiicrelerin

golgi aygitlarinda sentezlenir. Glukoz, galaktoz gibi diger karbonhidratlar ise siit
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igeriginde olduk¢a diisik miktarlarda olup [42] glukokonjugat formunda
bulunmaktadirlar [18].

HO

HO

HO “ oH
OH

Sekil 2. 3. Laktozun genel yapisi [48].

Siitte bulunan oligosakkaritlerin ve bakteri hiicre duvarinda yer alan karbonhidratlarin
yapisal homoloji gostermeleri [49] fajlarin konak bakteri yerine karbonhidratlara
baglanmalarina yol agabilir [18]. Bu duruma binaen literatiirde Siit yag globiil membran
(SYGM) proteinleri ve fajlarin etkinligi iizerine c¢alismalar bulunmaktadir [50].
Ozellikle insan siitiinde bulunan baz1 glikoproteinler E. coli [51] ve rotoviriise [52] kars1
koruyucu etki gostermektedir. Benzer sekilde, SYGM protein yapisinda bulunan miisin-
tipi glikoprotein (MUC-I1), bakteri ve fajlar igin reseptér gorevi goriir. Ayn1 zamanda
bakteri peptidoglikan yapisinda bulunan karbonhidratlarin faj reseptorleri olarak gorev
yapmasi, fajlarin MUC-I’e baglanmalaria yol agar. Bu durumda bakteri ile karsilasan

faj sayis1 azalmaktadir [18, 53].

2.4.3.2. Lipidler

Siit yagi, yaklasik % 98,3 trigliserit karisimlarindan meydana gelir ve siit yaginin
neredeyse tiimii globiiler halde bulunurlar. Siit yagi, 37 kJ-g™ enerji saglar ve siitiin

ozmotik basincint artirmaz.

Patojenlerin faj ile eliminasyonunda siit yagmin etkisi literatiirde yer alan bazi
calismalar ile ortaya konmustur [54, 55]. Garcia ve ark (2009) farkli oranlarda yag
ihtiva eden ¢ig ve pastorize siitlerde S. aureus Sa9’a etkili fajlarin 37°C’deki etkinligini
arastirmiglardir. Pastorize siitte faj uygulama grubunda kontrol grubuna gore 3,6 logio

KOB/ml, tam ve yarim yagh ¢ig siitte ise sirasiyla 1 ve 2 logig KOB/mL azalma
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saglanabilmistir [54]. Bu ¢alismada faj uygulamasi pastorize edilmis siitiin ¢ig siite gore
daha etkili oldugu goriilmekle beraber yag oranmnin artmasinin bakteri inhibisyon

etkinligini disiirdiigii ortaya koyulmustur.

Sekil 2. 4. Trigliserit molekiiler yapisi [56].

2.4.3.3. Proteinler

Siit proteinleri temel olarak serum proteinleri (% 19), kazeinler (% 78,3), laktoferrin,
transferrin, membran proteinleri ve enzimlerden olusmaktadir. Serum proteinleri -
laktoglobulin, a-laktalbumin, serum albumin, proteaz pepton, immiinoglobulinlerden
meydana gelmektedir. Kazeini ise as;-kazein, asp-kazein, B-kazein, k-kazein ve y-kazein
yapilar1 olusturmaktadir [42]. Molekiiler agirliklar1 11500 -25000 Dalton araliginda
degisim gostermektedir.[57]

NH

Hﬁhj%

NH OH O OH

0 0
H H \)J\ H
HN N - N N N . o
H H
0 0 0 0
OH

Sekil 2. 5. Kazein molekiiler yapis1 [57].

=
=

20



Garcia-Anaya ve ark (2019) fajlarin protein ile etkilesimlerini peynir alt1 suyu (whey)
ve kazein proteinleri bazinda homojenize edilmis ve edilmemis siitler ile
arastirmislardir. Fajlarin peynir alt1 suyu proteinlerine yatkinligi her iki grup siit i¢cin %
0.06 ila 0.48 olarak belirlenirken kazein proteinlerine yatkinligi daha yiiksek diizeylerde
(% 8-20) seyretmistir [55].

2.4.4. Bakteriyofaj Uygulamalari

Literatiire bakildiginda siit ve siit tirtinlerinde E. coli bakterisinin faj uygulamasi ile
elimine edilmesinin arastirildigi birgok yayin bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan biri
Porter ve ark. tarfindan yapilmis olup bakteriyofaj terapi koliform kaynakli mastitisi
elimine etmek i¢in kullanilmistir. Bu ¢alismada, mastitisli ineklerden izole edilen E. coli
bakterilerini % 54 ve % 58 oranlarinda inhibe ettigi goriilen bu faj miksi, MOI 10
degerinde bile 10 pg/ml ceftiofur ile ayni etkiyi gostermistir. Cig siitte 3,3 ila 5,6 logio
KOB/ml'ye kadar bakteri sayisinda azalma gézlenmistir [58].

Lee ve ark.’nin siitte ve biyofilm yapisinda E. coli O157:H7 bakterisini inhibe etmeyi
amagladiklart bir ¢alismada, ticari siitte 5 saatlik 37°C’de inkiibasyonun sonunda 5 10g;o
KOB/ml azalma saglamiglardir. Aynmi c¢alismada farkli materyallerde biyofilm

yapisindaki eliminasyon da farkli olarak seyretmistir [59].

E. coli O157:H7 ile kontamine edilmis tam yaglh siit ve biftek icin faj etkinliginin
arastirildigr Li ve ark.(2021)’in yaptig1 bir ¢aligmada bazik kosullara direngli bir faj
kullanilmigtir. JNO1 faj1 atik sulardan izole edilip karakterizasyonu yapilmis, 20 E. coli
susundan 16’sma karst litik aktivite gostermistir. Latent periyodu 15 dakika ve liziz
periyodu 85 dakika olarak belirlenmistir. Patlama biiylikligi 134 POB/enfekte hiicre
olarak hesaplanmistir. Bu ¢alismada fajin etkinligi dncelikle farkli MOI degerlerinde ve
oda sicakliginda CASO broth igerisinde incelenmistir. 3 ve 6 log;o KOB/ml E. coli
O157:H7 ve E6-11-18 bakterileri ayr1 ayri inokiile edilmis besiyerlerinde 9 logio
POB/mI faj kullanilmistir. 48 saat boyunca, 3 logip KOB/mI bakteri inokiilasyonunun
oldugu grupta E. coli O157:H7 bakterisi i¢in faj ilave edilmis besiyerlerinde bakteri
gozlenmezken E6-11-18 bakterisi i¢in 24 saat boyunca bakteri gézlenmemis ve 48.

saatte bakteri sayisinda 2 logiy KOB/mI artis oldugu gozlenmistir. Ilk bakteri
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inokiilasyonunun 6 log;o KOB/ml oldugu grupta, baslangicta E. coli O157:H7 igin ¢ok
az eliminasyon saglanmig, 48 saat boyunca bakteri sayist kontrol grubu bakteri
sayisindan daha fazla olmustur. E6-11-18 i¢in ise baslangicta eliminasyon saglanmamus,
48 saat siiresince bakteri sayisi, kontrol grubu ile kiyaslandiginda c¢ok az diisiis
gostermistir. Ayni calismada UHT siitte 4°C’deki farkli bakteri yiiklerindeki faj
etkinligi arastirilmustir. ilk inokiilasyonu 2 log;o KOB/mI olan siitte faj olan grupta bir
giinde bakteri eliminasyonu saglanmistir ancak ilk bakteri yiikii 4 logio KOB/ml olan
stitte 3 giin boyunca bakteri yiikii yaklasik 4 logi;o KOB/ml olarak siiregelmistir. Burada
kullanilan fajlar 9 logio POB/ml titreye sahiptir. Cig ette ise bakteri ile enfekte edilmis
orneklerde 7 giinlin sonunda kontrol grubu 4,5 log;o KOB/ml iken faj ilavesi yapilmis

olan etlerde bakteri yiikii 2 log;o KOB/ml olarak belirlenmistir [60].

Tabla ve ark.(2021) ise bir faj miksi kullanarak peynirde erken sisme sorununa yol agan
saprofitik E. coli bakterisinin inhibisyonunu saglamay1 amaglamistir. Peynirde koliform
tiremesine bagli olarak karbondioksit veya hidrojen gibi gazlarin yiiksek oranda
tiretilmelerinden dolay1 erken sisme sorunu goriilebilmektedir. Gaz olusumuna bagl
olarak peynir dokusunda gozenekler ve catlaklar meydana gelebilmektedir. Bu
calismada {i¢ ayr1 vatta peynir liretimi gergeklestirilmis ve 60 giin boyunca bakteri ve faj
miktarindaki degisimler izlemistir. Bir vat kontrol grubu olarak ayrilirken iki vata
sirastyla MOI 20 ve 60 olacak sekilde faj uygulanmistir. Pihtida E. coli sayisi 20 ve 60
MOTI’lerde sirasiyla 0,4 ve 0,7 log1l0 KOB/ml azalma gostermistir. 30 glinliik periyotta
kontrol ve deney gruplar1 arasinda bakteri sayisinda 6nemli bir fark gozlenmemistir.
Ancak ilk 24 saatlik periyotta peynir dilimlerinde yapilan goriintii isleme sonucunda,
gozenek ve catlak olusumunda kontrol grubu, 20 ve 60 MOI degerlerinde gozle goriiliir
farkliliklar meydana gelmistir. En az catlak ve gbzenek olusumu(yapisal degisim) MOI
60 degerinde gozlenirken MOI 20 degerinde de kontrol grubuna gére gozenek ve catlak

olusumunda azalmalar gézlenmistir [61].

Shahrbabak ve ark.(2013) E. coli O157:H7’ye etkili bir fajin besiyeri ve steril siit
ortamlarindaki aktivitesini, 37°C’de karistirmasiz veya 150 rpm/dk karistirarak yapilan
inkiibasyon ile belirlemislerdir. PhaxI olarak isimlendirdikleri bu faj 1000 MOI
degerinde, Luria—Bertani (LB) besiyeri i¢in 60 dakika, siit i¢cin 90 dakika inkiibasyonda

ilk inokiilasyon miktart 3 logig KOB/ml olan bakterinin inhibisyonunu saglamis ve
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bakteri gozlenmemistir. Ayrica ¢alismada karistirmali veya karistirmasiz inkiibasyonda

eliminasyon yoniinden bir fark olmadigi rapor edilmistir [62].

Kesim Oncesi siite olasi E. coli kontaminasyonlarinin 6niine gegmek amaci tastyan bir
calismada ineklere faj uygulamasi yapilmasi arastirilmistir [63]. Montso ve ark (2021)
faj uygulamasinin ineklerde kesim Oncesi aclik ve Subakut Ruminal Asidoz gibi
durumlarda gézlenen atipik E. coli iiremesine etkisini simiile etmislerdir. Calismada E.
coli O177 bakterisine etkili fajlar, tek olarak ve kokteyl hazirlanarak rumen
fermentasyon ortaminda etkinligi arastirilmistir. Burada uygulamaya alinan fajlarin
fermantasyon parametrelerinde (pH 6,3, 39°C ve CO) stabil olmasina dikkat edilmistir.
MOI 10 olacak sekilde yapilan tek faj uygulamasi, konak bakteriyi 48 saatlik bir
periyotta % 61,02-62,74 oranlarinda azaltirken faj kokteyli ise % 62,35-66,92

oranlarinda azalma gostermistir [64].

McLean ve ark (2013) UHT ve ¢ig siitte E. coli ATCC 25922, enteropatojenik E. coli
0127:H6 ve enterohemorajik E. coli O5:H- bakterilere karsi faj uygulamasinin
etkinligini farkli depolama kosullarinda aragtirmislardir. EC6, EC9 ve ECI11 fajlarindan
bir kokteyl hazirlandiktan sonra bakteri sayisindaki degisimler, 25°C’de 24 saat ve 5—
9°C’de 168 saat boyunca takip edilmistir. Caligmada tiim bakteriler yaklasik 5 logio
KOB/ml olacak sekilde inokiile edilmistir. 25°C depolama kosullarinda, UHT siitte E.
coli ATCC 25922, E. coli 0127:H6 ve E. coli O5:H- bakterileri 3 saat sonra tespit
edilmezken ¢ig siitte de 3 saat sonra E. coli ATCC 25922 ve 6 saat sonra E. coli
O127:H6 eliminasyonu saglanmustir. E. coli O5:H- inokiile edilmis ¢ig siitte 3.saatte
bakteri tespit edilememis olsa da 25°C’de 9. saat ve 4°C’de 144. saatten sonra bakteri
sayisinda tekrar artis gdzlenmistir. Biitiin bakteriler, 4°C’de depolamada UHT siitte 24
saat i¢inde elimine edilmis ve bakteri sayilar1 168 saat boyunca tespit edilebilir

degerlerin altinda kalmay1 siirdiirmistiir [30].

E. coli O157:H7 ile kontamine edilmis filtre edilmis ve edilmemis ¢ig siitlerde faj
uygulamasi etkinliginin arastirildigi bir c¢alismada iki farkli depolama kosullarinda
bakteri azalmasi izlenmistir. Grygorcewicz ve ark (2019) MOI 5 degerinde faj eklemesi
yapilan filtre edilmis siitte, 4°C depolama kosulu i¢in 24 saatte 1,5-2 log;o KOB/mlI

azalma saglamis ve 240 saat boyunca bakteri miktar sabit kalmistir. 25°C’de ise bu
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azalma 3,5-4 log;p KOB/ml degerlerini bulmustur. Cig siite MOI 50 degerinde faj
eklendigi zaman bakteri sayisi, 25°C’de yaklasik 4 log;o KOB/ml azalirken 4°C’deki

depolamada 6. saat itibariyle tespit edilebilir degerlerin altina diisiis gostermistir [65].

Garcia ve ark. (2009) UHT siitte soguk zincirin kirilmasi durumunu 22°C’de simdile
etmislerdir. Iki fajdan meydana gelen bir karisimm kullanildig: tam yagli UHT siitte
Staphylococcus aureus Sa9 bakterisinin MOI 0,1, 1 ve 100 degerlerinde
eliminasyonunu degerlendirmislerdir. Ilk 18 saat 4°C’de bekletilen siitlerde kontrol ve
deney gruplari igin baslangi¢ bakteri sayis1 ve faj sayilari sabit kalmistir. Deney, sonraki
30 saat 22°C’de stirdiiriilmiistiir. Bakteri sayis1 18 saati takip eden 8.saatte dort grup i¢in
de ayni oranda artis gosterirken MOI 100 degerinde bu zaman noktasindan sonra bakteri
artis hiz1 olduk¢a yavaslamis ve 30.saatte 4 log;o KOB/ml degerinde sabit kalmistir.
MOI 0,1 ve 1 degerlerinde 18 saatten sonraki 24.saate kadar bakteri sayisi artisi
stirdiirse de 30. saatte 4 logig KOB/ml degerlerine diigmiistiir. Bu sirada kontrol grubu
artmaya devam ederek 8,5 log;o KOB/ml degerine ulagmistir. Her ti¢ MOI degerinde de
toplam 4,5 log;p KOB/ml bakteri sayisinda azalma saglanmistir. Faj sayist soguk
zincirin kirilmasini takiben 12 saat boyunca ufak degisimler ile birlikte sabit olarak
kalsa da bu zaman noktasindan sonra artis gostermistir. Fa;j titresi MOI 0,1 ve 1 i¢in 9

logio POB/ml, MOI 100 igin ise 8 logio POB/ml olarak belirlenmistir [54].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteriler ve Fajlar

Tez kapsaminda Hacettepe Universitesi BOYACI arastirma grubunun koleksiyonunda
bulunan bakteri kiiltiirleri ve Salmonella tiirlerine etkili karakterizasyonu yapilmis S.
Enteritidis F5-4, S. Typhimurium L2-1 ve S. Typhimurium ICB1-1 fajlarindan [36, 66-
69] yararlanilmistir. E. coli K-12 bakterisine etkili fajlar, ¢ig siit 6rneklerinden (Atatiirk
Orman Ciftligi Siit Fabrikasi, Ankara) izole edilmistir.

3.1.2. Besiyerleri ve Kimyasallar

Bu tez calismasinda, fajlarin saflastirilmasi, fajlarin  zenginlestirilmesi, bakteri
cogaltilmasi, etkin MOI belirlenmesi ve faj/bakteri stoklarinin olusturulmasinda CASO
broth (Merck Millipore Corporation, Darmstadt, Almanya); fajlarin saflastirilmasi, faj
titrelerinin ve konak araligimnin belirlenmesinde CASO yumusak agar (% 0,6 agar) ve
CASO agar (% 1,5 agar) kullanilmistir. Agarli besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanilan
agar ise Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ABD)’den alinmistir. Faj ve bakteri stoklarinin
saklanmasinda kullanilan gliserol Merck Millipore Corporation (Darmstadt,

Almanya)’dan temin edilmistir.

Fajlarin konsantre edilmesinde kullanilan PEG Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
ABD)’dan; faj konsantrasyonu ve steril fizyolojik tuzlu su (FTS) hazirlanmasinda
kullanilan sodyum klorit, Merck Millipore Corporation (Darmstadt, Almanya)’dan
alinmigtir. faj tamponu-SM tamponunun hazirlanmasinda kullanilan jelatin Merck
Millipore Corporation (Darmstadt, Almanya), magnezyum siilfat heptahidrat
AppliChem GmbH (Darmstadt, Almanya), TRIS-hidroklorit Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, ABD)’den saglanmistir. Fajlarin pH stabilitelerinin belirlenmesinde kullanilan

pepton water (PW) Merck Millipore Corporation (Darmstadt, Almanya)’dan alinmistir.
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Siitte faj etkinlik denemelerinde kullanilan siit, yagsiz siit tozu (Atatiirk Orman Ciftligi
Siit Fabrikasi, Ankara) kullanilarak hazirlanmistir. E. coli K-12 bakteri sayiminda
kullanilan EMB agar ve Salmonella bakteri sayiminda kullanilan XLD agar Merck

Millipore Corporation (Darmstadt, Almanya)’dan temin edilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. E. coli K-12 Faj izolasyonu, Saflastirilmasi ve Konsantre Edilmesi

3.2.1.1. Faj izolasyonu

Cig siitten faj izolasyonu, Acar Soykut, E. (2007) tarafindan uygulanan yonteme gore
gerceklestirilmistir. 100 ml ornek, 6 ml % 10’luk laktik asit eklenerek bir siire
bekletilmis ve filtre kagidindan siiziilmistiir. Stiziintii 5000 rpm/dk santrifiij edildikten
sonra siipernatant alinmis ve %10 kloroform eklenmistir. Logaritmik evrede bulunan
100 pl konak bakteri ile elde edilen siipernetanttan 1 ml alinarak steril tiiplerde
karigtirilmistir. Karisim, fajin bakteriye adsorpsiyonu i¢in oda sicakliginda 15 dakika
bekletilmis ve daha sonra 37°C’de 18-24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu
takiben ornekler 10 dakika, 5000 rpm/dk santrifiij edilmistir ve siipernetantlar alinarak
cift tabaka agar ekim yontemi ile fajlarin izolasyonlar1 gergeklestirilmistir [70]. Bunun
icin steril CASO agar yaklasik 10 ml olacak sekilde Petrilere (LP Italiana SPA, Milano,
Italya) homojen olarak dagitilmis ve agar katilastiktan sonra ters gevrilerek bir gece
boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Ayrica 5 ml steril CASO broth besiyerine 100
ul E. coli K-12 stok bakterisinden ekim yapilmig, 18-24 saat 37°C’de inkiibe edilmistir.
3 ml eritilmis steril CASO agara 150 pl E. coli K-12 steril kosullar altinda inokiile
edilmis ve hizlica vortekslenmistir. Kiiltlirlii besiyeri, ince tabaka agar dokiilmiis steril
Petri lizerine yayilmis, kuruyuncaya kadar bekletilmistir. Kuruduktan sonra 50 ul faj
icerdigi diisliniilen Ornekler damlatilmis, dikkatlice Petri kabi1 diiz olacak sekilde
37°C’de 18-24 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir (Sanyo™ MIR-154 inkiibator).

Inkiibasyon sonrasi plak olusumu incelenmistir.

3.2.1.2. Tek Plak Izolasyonu

Fajlarin  saflastirllmasindan ve konsantre edilmesinden once tek plak halinde
diisiiriilerek tek tip faj lizizinin goriilmesi gerekmektedir. Oncelikle 6rnekler fajlarn

liziz siddetine gore seyreltilerek 100 pul 6rnek ve 150 pl bakteri, 3 ml eritilmis yumusak
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agar igerisine alinip hizlica vortekslenmistir. Ardindan ince tabaka agar dokiilmiis steril
Petriye yayilarak kurumaya birakilmis ve inkiibasyona alinmustir. Inkiibasyon sonrasi
Petrilerde tek plak diisen bolgeler isaretlenmistir. Steril enjektor ignesi yardimiyla alev
catis1 altinda tek plak diisen bolgeler kesilerek steril Eppendorf tiiplere alinmis,
ardindan 500 pl FTS (100 ml i¢in 0,85 gr NaCl) ilave edilerek vortekslenmistir.
Stispansiyon bir giin boyunca fajlarin FTS igerisine ge¢mesi i¢in oda sicakliginda
bekletilmistir. Tek plak diisiirme islemi ii¢ kez tekrarlanarak faj safliginin saglanmasi

amagclanmustir.

3.2.1.3. Fajlarin Zenginlestirilmesi

Tek plak izolasyonu sonrasi fajlarin titresini artirmak i¢in 10 pl faj ve 20 pl aktif bakteri
kiiltiri (ODggo= 0,5-0,7) steril Eppendorf tiiplere alinarak adsorpsiyon igin 15 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmigstir. Takiben 970 pl FTS tiiplere eklenmis, 37°C’deki
inkiibatore alinmistir. Inkiibasyon sonrasi tiipler 12500 g’de 6 dk boyunca santrifiij
edilmis, siipernetantlar dikkatlice steril tiiplere almmustir. Islem iki defa tekrar

edilmistir.

Mevcut titreyi 6grenmek i¢in 900 ul FTS steril kosullar altinda Eppendorf tiiplere
alimmustir. Zenginlestirilmis 6rnekler icin 10™’¢ kadar diliisyonlar hazirlanmuis titrelerine
bakilmigtir. Bu amagla eritilmis 3 ml yumusak agara 100 pl faj, 150 ul log fazdaki
bakteri kiiltiirli inokiile edilmis; hizlica vortekslenip ince tabaka ddkiilmiis Petri lizerine
yayilmigtir. Hazirlanan petriler 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Faj titresi
yiikseltildikten sonra uygun MOI degerlerini hesaplamak amaciyla deneyler yapilmistir.
Bunun i¢in 0,001, 0,01, 0,1, 1,0 ve 10 MOI degerlerinde Eppendorf tiiplerde
zenginlestirme yapilmistir. Bundan sonra yapilan tiim zenginlestirme islemleri titre

artisinin en yliksek oldugu MOI degeri baz alinarak yapilmistir.

Fajlar1 konsantre etmek amaciyla 50 mL’lik steril Falcon tiiplere (LABSOLUTE®, Th.
Geyer GmbH & Co. KG. Renningen, Almanya) uygun MOI degerinde faj ve bakteri
eklenerek 15 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan Falcon tiipler, steril
CASO broth ile yaklasik 30 mL’ye tamamlanmistir. Ardindan karigtirmali inkiibasyona
(Lab Companion, SK-300 shaker, Seul, Giiney Kore) alinmistir. Inkiibasyon sonras1 12
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500 g’de 6 dk boyunca 4°C’de santrifiij (Sigma 3-18K, Almanya) edilip stipernatantin
0,22-um por ¢apli steril filtreler ile steril Falcon tiipler igerisine filtrasyonu saglanmistir.
Akabinde plak saymmi yapilmis olup en az 108 PFU/ml titreye ulasincaya kadar
zenginlestirmelere devam edilmistir. Her bir 6rnek i¢in toplam 60 ml hacminde faj

¢ozeltisi elde edilmistir.

3.2.1.4. Fajlarin Saflastirilmasi ve Konsantrasyonu

En az 10® PFU/mI titreye sahip faj cdzeltilerine son konsantrasyonu 1 M olacak
miktarlarda NaCl eklenip hemen vortekslenmis, 1 saat boyunca 4°C’de ve buzlu suda
bekletilmigstir. Bekleme iglemi sonunda 6rnekler 18 000 g’de 15 dk boyunca 4°C’de
santrifiij edilmistir. Siipernetantlar steril Falconlara alinmis ve % 10 PEG (Polietilen
glikol, MW 8000) tiiplere eklenip Shaker’da 100 rpm’de PEG homojen olarak
karisincaya kadar tutulmustur. Bir gece boyunca 4°C’de ve buzlu suda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 drnekler santrifiij edildikten sonra siipernatant dikkatlice
dokiiliip elde edilen pelletler 700 ul SM tamponu (1 litre i¢in 5.8 gr NaCl, 2 gr MgSO,,
50 ml 1 M steril Tris-HCI ¢6zeltisi( 15,7 gr Tris-HCI, 100 ml saf su), 5 ml % 2 (w/v)’lik
steril jelatin ¢ozeltisi (2 gr Jelatin ve 100 ml saf su); pH 7,5) ile yikanip Eppendorf
tiiplere alinmistir. Ardindan ayn1 miktar kloroform eklenip vortekslenmistir. Ornekler 9
000 g x 15 dakika ve 4°C’de santrifiij edilerek iist faz ara fazdaki PEG tabakasini
dagitmadan alinmis ve steril bir Eppendorf tiipe aktarilmistir. Konsantre fajlarin titresi
cift tabaka agar yontemi ile belirlenmis ve bir sonraki kullanima kadar 4°C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.1.5. Fajlarin ve Bakterilerin Muhafaza Edilmesi

Faj ornekleri ve bakteriler steril % 30-40 gliserol igerecek sekilde steril tiiplere alinip

-18°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Fajlarin Karakterizasyonu

3.2.2.1. Konakg1 Skalasinin Belirlenmesi

Spot test, bakteri ekilmis agar {lizerine diisiik hacimlerde seyreltilmis fajlarin

damlatilmas1 yontemidir. Konak¢1 skalasini belirlemek amaciyla kullanilabilmektedir
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[71]. Bu c¢alismada Micrococcus luteus, S. enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium IC, S. Typhimurium ATCC BAA-190, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas putida, Pseudomonas florosence, S. enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis ATCC BAA-1045, B. subtilis, Erwinia amylovora (Dal 41), Erwinia
amylovora (Dal 44) ve Erwinia amylovora (Dal 33) bakterileri {lizerine faj ornekleri
damlatilmigtir.  Faj Orneklerine ait konakgi skalasinin belirlenmesi amaciyla da bu
yontem kullanilmistir. Bunun igin eritilmis 3 ml yumusak agar igerisine 150 puL konak
bakteri inokiile edilerek ince tabaka agar lizerine yayilmistir. Agar katilagsmasi ig¢in 15-
20 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan 7 pL faj Ornegi sirasiyla biitiin
konaklara damlatilmistir. Biitiin fajlar i¢in ayni islem tekrarlanmistir. Petriler 37°C’de

18-24 saat boyunca inkiibe edilmis ve plak olusum durumlari incelenmistir.

3.2.2.2. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)
3.2.2.2.1. Faj Niikleik Asit izolasyonu

Faj niikleik asit izolasyonu ve restriksiyon enzimleri kesim profillerinin ¢ikarilmasi
deneyleri Acar Soykut, E. (2007) tarafindan verilen yonteme gore gerceklestirilmistir
[70]. Yaklasik 10'°-10™ PFU/mI titreye konsantre edilen faj orneklerinin niikleik
asitlerini izole etmek amactyla DNA izolasyon kiti (Thermo Scientific™ GeneJET Viral
DNA/RNA Purification Kit, Waltham, Massachusetts, ABD) kullanma direktiflerinden
yararlanilmigtir. 200 pL faj konsantresi igerisine 0,4 L. DNAaz, 0,4 pL buffer ve 0,2
uL RNAaz eklenmis ve 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Bu sirada spin kolonlarin
merkezine 50 pL kolon hazirlama sivist eklenmis ve kullanima kadar oda sicakliginda
tutulmustur. Inkiibasyon sonrasi faj drnekleri igerisine 25 pL/ml tasiyict RNA igeren
200 pL liziz ¢ozeltisi ve 50 pL Proteinaz K eklenip vortekslenmistir. Ardindan 15
dakika boyunca 56°C’de inkiibe edilmistir. 5 saniye son hizda (14 0000 rpm/dk)
santrifiij edilen ornekler, dnceden hazirlanmis spin kolonlara alinip 6000 g x 1 dk
santrifiij edilerek yikama tiipti atilmis ve yeni tiip yerlestirilmistir. 700 pL Yikama
Tamponu 1 eklenip 6000 g x 1 dk santrifiij edilerek yikama tiipii atilmis ve yeni tiip
yerlestirilmistir. Ardindan islem 500 pL Yikama Tamponu 2 ile tekrar edilmistir. Sonra
16 000 g x 3 dk santrifiij edilip yikama tiipti atilmistir. Spin kolonlar 1,5 mL’lik steril
Eppendorflar igerisine alinmis 56°C’de bekletilen 60 pL eluent kolonun merkezine
eklenip 3 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan 6rnekler 13000 g x 2 dk

29



santrifiij edilmis ve kolonlar atilmistir. Tiipler parafilmlenerek analize kadar -18°C’de

muhafaza edilmistir.
3.2.2.2.2. Restriksiyon enzimleri ile Kesim Profillerinin Cikarilmasi

Izole edilen faj DNA’lart % 0,8-1’lik agaroz jelde ve 60 V da yiiriitiilmiistiir
(elektroforez jel tanki, Thermo Electron Corporation Minicell Primo EC320; gii¢
kaynagi, Thermo Electron Corporation Ec 570-90). On adet faj DNA’s1 Hindlll,
EcoRI, EcoRV, Xbal, Kpnl ve Xhol enzimleri (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, ABD) ile kesime alinmustir. Fragment biyiikliiklerinin kiyaslanmasi
amaciyla Lambda DNA/ EcoRI+HindlIl marker (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, ABD) kullanilmistir. Reaksiyon karisimi deiyonize su, ilgili enzimin
tamponu (2x), DNA ve enzimden olusmakta olup DNA miktarlarina gore degisen
miktarlarda deiyonize su ilavesi yapilmaktadir (Cizelge 2.3). Sonug olarak, karigim 20

ul hacminde olacak sekilde ayarlanmis, 37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir.

Cizelge 3. 1. Elekroforezde kullanilan reaksiyon karigim miktarlari.

Reksiyon karisimi Miktar (20 ul)
Deiyonize su Degisken (11-16 pl)
Tampon 2 ul
DNA Degisken (1-6 ul)
Enzim 1 ul

3.2.2.3. Tek Asamah Gelisme Egrisi

Fajlarin tek asamali gelisme egrisinin c¢ikarilmast i¢in, Islam ve ark (2020)’nin
calismasmdan yararlamlmustir [72]. Oncelikle, logaritmik evrenin ortalarindaki 0,6 ml
aktif bakteri kiiltiirii ile 0,6 ml faj 6rnegi, MOI degeri 0,001 olacak sekilde 2 mL’lik
steril bir Eppendorf tiip icerisine alinmistir. Karisim, adsorpsiyon amaciyla oda
sicakliginda 15 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra, serbest haldeki bakteri/fajin
ortamdan uzaklastirilmasi1 amaciyla 7000xg’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant

dikkatlice atilmis ve pellet iki kez CASO broth ile yikanmistir. Ardindan hacim, yine
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steril CASO broth kullanilarak 30 mL’ye tamamlanmigtir. 3 paralelli olacak sekilde
200’er uL t=0 ani icin drnek almmustir. Ornekler 13000xg’de 30 saniye santrifiij edilip
uygun diliisyonlara inilerek c¢ift tabaka agar yontemi ile titre bakilmistir. Bu esnada
Falcon, 37°C’de karistirmali inkiibasyona alinmistir. Sirasiyla 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60
ve 75 dakikalar i¢in t=0 aninda yapilan deneyler tekrarlanmistir. Latent donem,
adsorpsiyonun basladigt zaman ile ilk patlamanin goriildiigii zaman arasindaki siire
olarak tanimlanmistir [73]. Guttman ve ark’in faj enfeksiyonun tek asamali gelisme
analizine ait genel grafik Sekil 3.1°de, latent dénem ve patlama biiyiikligi
hesaplamalari igin gerekli olan denklemler ise Esitlik 3.1 ve 3.2°de verilmistir [15].
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g)g tytikliigi
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Latent Donem
Enfeksiyon Siiresi
Sekil 3. 1. Tek asamali gelisme egrisi [15].
Latent Donem = tijx patlama™ tadsorpsiyon baslangici Esitlik 3.1

Patlama biiytikliigii ise asagidaki Esitlik 3.2 kullanilarak hesaplanmustir.

. ... _ Patlama Dongiisii Sonundaki Faj Titresi (POB) o
Patlama Biiytkliigi Ik Faj Titresi (POB) Esitlik 3.2
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3.2.2.4. Adsorpsiyon Hiz1

Fajlarin konak hiicrelerine adsorpsiyon hizi sabitlerinin belirlenmesi amaciyla
Kropinski ve ark. tarafindan kullanilan yontemden faydalanilmistir [74]. Adsorpsiyon
hiz sabiti belirlenecek olan faj ¢ozeltisi ve logaritmik evredeki konak bakteri kiiltiirii,
MOI degeri 0,01 olacak sekilde karistirilmis ve 37°C’de 10 dakika boyunca inkiibe
edilmistir. Kontrol gruplar ise yalnizca faj ¢ozeltisi igerecek sekilde hazirlanmistir.
Inkiibasyon sonras1 10 dakika boyunca her bir dakikada bir 50 pL 6rnek alinmus,
onceden birkag¢ damla kloroform eklenmis ve buzda bekleyen 950 uL CASO broth ile
seyreltilmistir. Ardindan her bir zaman aralig1 i¢in ¢ift tabaka agar yontemi ile titreler
belirlenmistir. Elde edilen titre degerleri yardimiyla ve Esitlik 3.3 kullanilarak fajlara ait
adsorpsiyon hiz sabiti degerleri hesaplanmistir. Burada Kk, adsorpsiyon hiz sabiti; B,
bakteri konsantrasyonu; Py, baslangi¢ faj titresi; P, son faj titresi; t, faj titresi Py’dan

P’ye diislinceye kadar gecen zaman olarak ifade edilmektedir.
2,3 P 1
k=(5)- log(FO) Esitlik 3.3

3.2.2.5. Transmisyon Elektron Mikroskobu fle Morfolojinin Belirlenmesi

Fajlarin morfolojik yapisinin belirlenmesi amaciyla transmisyon elektron mikroskobu
(TEM) kullanilmigtir. Analiz, Evran ve ark (2022) ve Tayyarcan ve ark (2022)
tarafindan verilen ydnteme gére gerceklestirilmistir [36, 66]. Oncelikle analize almacak
ornekler yukarida belirtildigi gibi konsantre edilmistir. Ardindan 18000xg’de 1,5 saat ve
4°C’de santrifiij edilmistir. Ardindan 0,1 M amonyum asetat ile yikanip karbon kaph
bakir gridler tizerine eklenmistir. % 2 uranil asetat ile boyanip TEM (FEI Tecnai G2
F20 S-Twin; 80 kV) (FEI Company, Hillsboro, OR, ABD) ile incelenmistir.

3.2.2.6. pH ve Sicaklik Stabilitesi

Fajlarm pH stabilite testleri igin Nascimento ve ark. (2022) ve sicaklik stabilite testleri
icin Li ve ark. (2021) tarafindan yapilan ¢aligmalardan yararlanilmistir [60, 75]. Fajlarin
sicaklik stabilitesinin belirlenmesi amaciyla saflastirilmis faj 6rnekleri SM tamponunda

farkli sicaklik degerlerinde 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. 30°C’den 80°C’ye kadar
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10°C araliklar ile inkiibe edilen faj o6rnekleri farkli oranlarda seyreltilerek cift tabaka

agar yontemi ile titreleri belirlenmistir.

Fajlarm pH stabilitesi igin 10 ml PW, pH 2-11 degerlerinde pH metre (Starter 3100,
Ohaus Corpotation, ABD) ile ayarlanip sterilize edilmistir. Steril PW igerisine eklenen
fajlar, 37°C sicaklikta ve 60 dakika siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi ¢ift

tabaka agar yontemi ile titreler belirlenmistir.

3.2.3. Bakteriyofaj Gida Uygulamasi

3.2.3.1. Siit Orneklerinin Hazirlanmasi

Karakterize edilen fajlarin gidalardaki etkinliginin arastirilmasi amaciyla yagsiz siit
kullanilmistir. 25°C’de yapilan siit uygulamalarinda yagsiz siit tozu, % 10 w/v olacak
sekilde saf su ile ¢oOzilindiriilmiis ve 110°C’de 10 dakika otoklavlanarak sterilize
edilmistir. Steril siit 6rnekleri ~ 30 ml olacak sekilde steril Falcon tiiplere alinmistir. 4
ve 37°C’de yapilan denemelerde kullanilmak tizere UHT light siit satin alinmistir. Faj

ve bakteri karigimlart 1:1 oraninda olacak sekilde ayarlanmistir.

3.2.3.2. Siitte Salmonella Faj Karisim Etkinliginin Belirlenmesi

Stitte faj miksi etkinligi tic farkli kosul i¢in arastirilmistir: a) 25°C’de yiiksek bakteri
inokiilasyonu, b) 25°C’de diisiik bakteri inokiilasyonu ve c) 4°C’de diisiik bakteri
inokiilasyonu. Faj karigiminin Salmonella bakterileri {izerindeki etkinligini belirlemek
igin S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium IC, S. enterica subsp. enterica
serovar Enteritidis ATCC BAA-1045 ve S. Typhimurium ATCC BAA-190
bakterilerinden meydana gelen bir bakteri karisimi hazirlanmistir. Bu bakteri karigimi
tizerindeki fajlarin inhibisyon aktivitesini belirlemek amaciyla steril siit 6rneklerine,
MOI degeri 10, 100 ve 1000 olacak sekilde faj miksleri ilave edilmistir. Ornekler
25°C’de karistirilarak inkiibe edilmis ve 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 16, 20 ve 24 saat zaman
noktalarindan 6rnekler alinarak faj ve bakteri sayimlari yapilmistir. 4°C’de ise baslangi¢
anindan itibaren 24 saatte bir olmak lizere 5. giine kadar 6rnek alinmigtir. Faj titreleri,
cift tabaka agar yontemi ile belirlenirken bakteri sayimi i¢in 6rnekler XLD agar iizerine

yayilmistir. Petriler, 37°C’de 18-24 saat boyunca inkiibe edilerek sayim yapilmistir.
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Sekil 3. 2. 25°C’de ve 85 rpm/dk ile inkiibe edilen siit drneklerinin inkiibasyonu.

3.2.3.3. Siitte E. coli K-12 Faj Karisim Etkinliginin Belirlenmesi

Karakterize edilmis E. coli K-12 fajlar1 ile bir karisim hazirlanmistir. Bu karisim Bolim
3.2.3.2’de anlatildig1 gibi steril siit 6rneklerine uygulanmis, aynit zaman noktalarindan
ornekler alinmistir. Faj titreleri ¢ift tabaka agar yontemi ile belirlenirken E. coli K-12

sayimi i¢in drnekler EMB agar iizerine yayilarak inkiibe edilmistir.

3.2.3.4. Soguk Zincirin Kirilmasi

Faj uygulama etkinliginin soguk zincirin kirilmasi durumundaki degisiminin
aragtirtlmas1 amaciyla, 7 giin boyunca 4°C’de bekletilen E. coli K-12 igeren siit
ornekleri iki gruba ayrilmistir. Bir grupta 37°C’de 3. saatteki degisim izlenirken diger
grupta ise 25 °C’de 6, 12 ve 24. saatlerdeki 6rneklerden Bolim 3.2.3.3’te aciklandig
gibi faj ve bakteri sayim1 yapilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. E. coli K-12 Faj izolasyonu, Saflastirilmasi ve Konsantre Edilmesi

4.1.1. Faj izolasyonu

Cig siitten alinan 6rnekler kullanilarak E. coli K-12 bakterisini lize edebilme kabiliyeti
bulunan fajlarin elde edilmesi amaglanmistir. Boliim 3.2.1.1°deki gibi faj izolasyonu
icin hazirlanmis 6rneklerde spot test ile faj varligi kontrol edilmistir. Yumusak agarlara
150 pL bakteri ekimi yapilarak ince tabaka agar lizerine yayilmis, agar katilagtiktan
sonra, 50 pL ornek belirli bolgelere damlatilmistir. Inkiibasyon sonrasi damlatma
bolgelerinde liziz kontrolii yapilmis ve tiim damlatma alanlarinda liziz pozitif sonug
alinmigtir (Sekil 4.1). Bu durum orneklerin E. coli K-12 bakterisini konak kabul eden
faj veya fajlar icerdigini gostermektedir. Ayrica, Petrilerde meydana gelen lizizler

parlak bir morfoloji gostermektedir.

E. coliK-12 Omek 1.1 E. coliK-12 Omek 1.2

E. coli K-12 Omek 2.1 E. coli K-12 Omek 2.2

Sekil 4. 1. Spot test ile orneklerde faj varligi.
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4.1.2. Tek Plak izolasyonu

Faj varlig1 tespit edilmis olan drneklerin saflastirilmasi i¢in Oncelikli olarak diliisyonlari
hazirlanip Petriler iizerine tek plak halinde diismesi saglanmistir. Tek plak halinde
diisen bolgeler enjektor ignesi ile kesilerek (Sekil 4.2) steril siv1 besiyerlerine alinmis ve
inkiibe edilmistir. Plak aliminda ayni Petri iizerinde farkli morfoloji gosteren plaklarin

alinmasina dikkat edilmistir. Tek plak diisirme islemi 3 kez tekrarlanmistir.

E. coliK-12 Omek 1 E. coliK-12 Omek 2

10+

Sekil 4. 2. Steril enjektor ignesi ile kesilmis, tek plak halinde diisen bolgeler.

Saflagtirma islemleri sonunda her bir plak Cizelge 4.1.°de belirtildigi gibi

isimlendirilmistir.

Cizelge 4. 1. Tek plak izolasyonu sonrasi fajlarin isimlendirilmesi.

SIRA FAJ
1 K12.2a
2 K12.2b
3 K12.3
4 K12.4a
5 K12.4b
6 K12.5
7 K12.01
8 K12.03
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9 K12.04

10 K12.05

4.1.3. Fajlarin Zenginlestirilmesi

Saflagtirilmis ve isimlendirilmis Orneklerin konsantrasyonu Oncesi titresi en az 108
POB/ml olana kadar zenginlestirilmistir. Bu basamakta oncelikle etkin MOI degeri
bulunarak kisa siirede yiiksek titreye ulasmak amaglanmistir. iki farkli faj icin farkl
MOT’lerde elde edilen titreler Sekil 4.3’te verilmistir. Bu kisimdan sonra yapilan tiim

zenginlestirme ve ¢ogaltma islemleri etkin MOI degerlerine gore yapilmistir.

12

| Il K12.4a
1 I K12.04

Faj Titresi (log,, POB/mlI)
(o)]
1

44
2
0
0,001 0,01 0,1 1 10
MOl

Sekil 4. 3. Etkin MOI degerlerinin bulunmas.

4.2. Fajlarin Karakterizasyonu

4.2.1. Fajlarin Konakg¢1 Skalasinin Belirlenmesi

Faj izolasyonu sonrasi fajlarin konakg¢i skalasi spot test ile belirlenmistir. Cesitli
bakterilerin yayildigi Petrilere 7 pL faj damlatilmis ve inkiibasyon sonrasi liziz

gbzlenen bolgeler liziz yapisina gore degerlendirilmistir (Sekil 4.2.1).
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(a)

E. coliK-12

(b)

E. coli O15T:H7

Sekil 4. 4. Fajlarin spot test ile konaker skalasinin belirlenmesi. Fajlara konaklik
eden E. coli K-12 bakterisi i¢in pozitif liziz yanit1 (a), Fajlar i¢in konak olmayan E. coli

O157:H7 bakterisi i¢in negatif liziz yaniti (b).

Tiim fajlarin E. coli K-12 disindaki bakteriler i¢in litik olmadig1 gézlenmistir (Cizelge
4.2). Izole edilmis bu on fajin aym tiire ait E. coli O157:H7 bakterisini lize etmemis

olmast, bu fajlarin E. coli K-12 bakterisine 6zgii oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4. 2. E. coli K-12’ye etkili fajlarin konakg1 skalasi.

Fajlarin Litik Aktivitesi

BAKTERI

= (a2 < Lo
S S X 3 s ) ) ) ©) )
[qV] N N N N N N [qV] [qV] N
— — — — — — — — — —
\'4 4 Y 4 4 X X 4 Y X
E. coli K12 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
E.coli - - - ) i
0157:H7

Staphylococcu - - -

S aureus
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Enterococcus - - - - -

faecalis

Micrococcus - - - - -

luteus

Salmonella - - - - -
enterica

subsp.

enterica

serovar

Typhimurium

IC

Salmonella - - - - -
Typhimurium

ATCC BAA-

190

Pseudomonas

aeruginosa

Pseudomonas

putida

Pseudomonas

florosence

Salmonella - - - - -
enterica

subsp.

enterica

serovar

Enteritidis

ATCC BAA-

1045

B. subtilis - - - - -

Erwinia - - - - -
amylovora (D
41)

Erwinia - - - - -
amylovora
(Dal 44)
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Erwinia
amylovora
(Dal 33)

Tam liziz, ‘“++’; liziz, ‘“+’; liziz yok, - .

4.2.2. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Konsantre edilmis on adet faja ait niikleik asitler jellere yiiklenmis (Sekil 4. 5) ve Hind
I11, EcoRI, EcoRV, Xbal, Kpnl ve Xhol restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim
yapilmistir.  Fragment uzunluklarinin  belirlenmesinde  ImageJ programindan

yararlanilmistir.

Sekil 4. 5. Faj niikleik asitlerinin jel goriintiisii.

Faj niikleik asitlerinden yalnizca ii¢ tanesinde HindIIl enziminin kesim bolgesi oldugu
digerlerinde ise ilgili baz diziliminin olmadig tespit edilmistir. Sekil 4. 6’da soldan saga
dogru K12.2a, K12.3 ve K12.2b fajlarinda iyi bir kesim saglanamamis ve bu fajlar

birbirinden ayirt edilememistir.
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21226 bg

5148 be
2268 b¢
3530 b¢

2027 bg
1904 b¢

1584 bg
1375b¢

947 bg
831b¢

Sekil 4. 6. Faj niikleik asitlerinin HindIII enzimi ile kesimi jel goriintiisii.

E. coli K-12’ye etkili faj DNA’larinin ECORI enzimi ile kesiminde bazi fajlarda
fragmentler meydana gelmistir. Burada K12.2b, K12.3 ve K12.4a DNA fragment
dizgesi karsilastirildiginda farkli bantlarin bulundugu gézlenmistir. K12.2b faj DNA’s1
3312 ve 2422 baz cifti; K12.3 faj DNA’s1 1578 ve 1225 baz ¢ifti biiyiikliglinde
fragmentlerine sahip olmalarindan dolay: birbirinden farklidir. K12.4a faj DNA’s1 ise
bu dort bolgede de fragment vermemistir (Sekil 4. 7). Elde edilen bu bilgiler
dogrultusunda K12.2b, K12.3 ve K12.4a fajlarinin, ECORI enzimine gore elde edilen

DNA fragmentlerine gore birbirinden farkli oldugu anlasilmaktadir.
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4268 be
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947 bg
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Sekil 4. 7. Faj niikleik asitlerinin ECORI enzimi ile kesimi jel goriintiisii.

ECORYV enzimi ile kesime giren Sekil 4. 8’de soldan saga dogru K12.2a, K12.2b, K12.3,
K12.4a, K12.4b, K12.5, K12.01, K12.03, K21.04 ve K12.05 faj DNA’larina ait kesim
profilini gostermektedir. K12.2b faji ECORV enzimi ile kesildiginde 3005, 2797, 2061,
2002, 1584, 1325, 931, 820 ve 796 baz cifti biyiikliigiinde fragmentler gézlenmistir.
K12.3 fajinda fragmentler olusmamis iken K12.4a fajinda 1584, 1325, 931, 820 ve 796
baz cifti biiylikliglinde fragment bulunmamaktadir. K12.5 fajinda ise 1614 baz cifti
blytikliiglinde fragment var iken Kl12.4a fajinda yoktur. Ayrica 3492 baz ciftinde
bulunan bant K12.01, K12.03, K12.04 ve K12.05 fajlarinda bulunmamaktadir. Bu
verilere gore K12.2b faj1 tiim fajlardan farklilik gostermektedir. K12.3 fajmin EcoRI
enzimi ile kesim gosterip ECORV enzimi ile kesim gdstermemesi K12.2b ve K12.3
fajlarinin enzim duyarlilig1 yoniinden birbirinden farklilik gosterdigini vurgulamaktadir.
Ayrica K12.4b, K12.5, K12.01, K12.03, K21.04 ve K12.05 fajlar1 EcoRlI ile kesim
gostermezken ECORYV ile fragment olusumu gostermistir. Bu durum bu alt1 fajin enzim
duyarliligt yoniinden K12.2b, KI12.3 ve Kl2.4a fajlarindan farkli oldugunu
gostermektedir. K12.01, K12.03, K21.04 ve K12.05 fajlarina ait fragment dizgeleri

birbirine benzemektedir.
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Sekil 4. 8. Faj niikleik asitlerinin ECORV enzimi ile kesimi jel goriintiisii.

E.coli K12’ye etkili fajlar Xbal enzimi ile kesime alinmis, K12.2b, K12.3 ve K12.4a
icin ayirt edilebilir fragmentler elde edilebilmistir. K12.2b faji 2174 ve 842 baz
ciftlerinde, K12.3 faji 3566 ve 1373 baz ciftlerinde ve K12.4a faji 5105 baz giftinde
verdigi fragmentler ile farklilagsmaktadir. Diger fajlarda fragmentler belirgin degildir
veya fragment olusmamistir (Sekil 4.9). Faj DNA’larimin Kpnl enzimi ile kesiminde,
enzimin spesifik kesim bolgesi/bolgelerinin bu faj DNA’lar1 lizerinde olmadigi

belirlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4. 9. Faj niikleik asitlerinin Xbal enzimi ile kesimi jel goriintiileri.
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Sekil 4. 10.  Faj DNA’larinin KpnI enzimi ile kesimi jel goriintiisii.

Fajlarm Xhol enzimi ile kesim sonucunda, bu enzimin spesifik kesim

bolgesinin/bolgelerinin DNA’lar iizerinde olmadig: tespit edilmistir.

Sekil 4. 11.  Faj DNA’larinin Xhol enzimi ile kesimi jel goriintiisii.
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Verilerin daha iyi anlagilabilmesi amaciyla faj DNA’larina ait kesim profilleri asagidaki

tabloda 6zetlenmistir.

Cizelge 4. 3.  Faj DNA’larinin restriksiyon enzimleri ile kesim profilleri.

Fajlar Restriksiyon Enzimleri
Hindlll EcoRl EcoRV Xbal Kpnl Xhol
K12.2a - + + - - -
K12.2b - ++; 3312 ++; 3005, ++; 2174 - +
ve 2422 b¢ 2797, 2061, ve 842 bg
2002, 1584,
1325, 931,
820 ve 796
be
K12.3 - ++; 1578 - ++; 3566 - -
ve 1225 be ve 1373 be
K12.4a - + + ++; 5105 - -
be
K12.4b - - + - - -
K125 - - ++; 1614 ve - - -
3492 bg
K12.01 - - + - - -
K12.03 - - + - - -
K12.04 - - + - - -
K12.05 - - + - - -

++, fragment ve farkli uzunlukta baz giftleri var; +, fragment var; -, fragment yok veya

belirgin degil.
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Enzim duyarlilig1 ve fragment dizgesi yoniinden K12.01, K12.03, K12.04 ve K12.05
benzerdir. K12.4b belirgin olmayan fragmentler igerdigi icin bu grup igerisine
alinmamistir. Belirgin olmayan fragmentler icermesine karsiik Kl12.2a enzim
duyarlilig1 yoniinden diger fajlardan farkhidir. K12.2b, K12.3, K12.4a ve K12.5 fajlan
ise hem fragment dizgesi hem de enzim duyarlilig1 yoniinden farklilik gosterdigi icin
digerlerinden farklidir. Son durumda, RFLP analizlerine gore incelenen on adet faj 6

farkli gruba ayrilmustir. Ilerleyen karakterizasyon ¢alismalarina farkli gruplara ait olan

K12.2b ve K12.4a fajlar1 ile devam edilmistir.

Cizelge 4. 4. Fajlarin RFLP analizlerine gore gruplandirilmasi.

I. grup Il. grup Il grup V. grup V. grup VI. grup
K12.2a K12.2b K12.3 K12.4a K12.5 K12.01
K12.03
K12.04
K12.05

4.2.3. Fajlarin Tek Asamali Gelisme Egrisi

Islam ve ark (2020)’ndan uyarlanarak olusturulan deneysel prosediire [76] gore E. coli
K-12’ye etkili fajlara ait tek asamali gelisme egrisi ¢ikarilmistir (Sekil 4.12). Bu
egrilerden yararlanilarak latent donem siireleri ve patlama biiytikliikleri hesaplanmistir.
K12.2b faji i¢in latent donem 15 dakika, patlama biiyiikligii 348 POB/hiicre olarak
hesaplanmistir. K12.4a i¢in de latent donem siiresi 10 dk, patlama biiytkligi 24
POB/hiicre olarak belirlenmistir. Goriildiigii tizere, K12.4a fajindan ortama salinan faj
sayist K12.2b fajindan daha az olmustur. Li ve ark (2021) tarafindan yapilan ¢alismada
izole edilen JNO1 fajinin patlama biiyiikligi (134 POB/enfekte hiicre), K12.2b fajinin
patlama biiytikliiglinden daha diisiik iken K12.4a fajinin patlama biiyiikliigiinden daha
yiiksektir [60]. Litt ve ark (2018)’nin O157-olmayan EHEC bakterilerine etkili 45 faj ile
yaptiklart ¢alismada, Myoviridae familyasina ait fajlarin latent dénem siirelerini 8-37
dakika; patlama biiytikliiklerini ise 12-257 POB/enfekte hiicre olarak belirlemislerdir.
K12.4a fajia benzer patlama biiyiikliigiine sahip J-25 (O145) fajinin latent donem
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uzunlugu 28 dakikadir. K12.2b fajinin patlama biiyiikliigi, Litt ve ark (2018)’nin izole
ettigi fajlardan daha yiiksektir. K12.4a fajinin ise latent donem siiresi bu ¢aligma ile elde

edilen en kisa siireye (8 dakika) yakindir [77].
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Sekil 4. 12.  Tek Asamali Gelisme Egrileri. K12.2b (a) ve K12.4a (b).
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Latent donem uzunlugu, spesifik faj gelisme hizi, fizyolojik kosullar, konak bakteri,
inkiibasyon kosullari, sicaklik, besiyeri gibi parametrelere baghdir [78]. Latent donem
uzunlugunun ve adsorpsiyon siiresinin kisa olmasi, patlama biyiikliigiiniin yiiksek
olmasi biyokontrol ajani olarak kullanilacak fajlar igin istenen Ozelliklerdir [79]. Bu
bilgilere gore, K12.2b ve K12.4a fajlarindan, hem patlama biiyiikliigii hem de latent
donem siiresi yoniinden biyokontrol ajani olarak istenen niteliklere sahip faj karisimlari

olusturulabilmektedir.

4.2.4. Adsorpsiyon Hiz1

Fajlarin adsorpsiyon hiz sabitlerinin hesaplanmasinda 10 dakika boyunca birer dakika
araliklar ile 6rnek alinmis ve titre bakilmistir. K12. 2b faj1 i¢in 6. dakikada en yiiksek
adsorpsiyon saglanmis olup mevcut fajlarin % 45°1 ise adsorbe olmamistir. K12.4a faj1
ise 10. dakika en yiliksek adsorpsiyon oranini saglamis, fajlarin %18’i adsorbe
olmamistir (Sekil 4.13). Konak bakteri ylizeyine en yiiksek adsorpsiyonu K12.4a faji
saglamaktadir. Ayrica bu veriler, Esitlik 3.3’te yerine konularak adsorpsiyon hiz
sabitleri hesaplanmistir (Cizelge 4.3). Buna gore K12.2b fajinin adsorpsiyon hiz sabiti
K12.4a fajindan daha biyiiktiir. Niu ve ark (2012), Siphoviridae familyasina ait
AKFV33 faj1 i¢in adsorpsiyon hiz sabitini 9.31x10° ml/dk olarak belirlemislerdir [80].
K12.2b ve K12.4a fajlarmin adsorpsiyon hiz sabiti, AKFV33 fajindan daha yiiksektir
ama bu caligma kapsaminda yararlanilan Salmonella bakterilerine etkili SE-PH1 ve SE-
PH fajlar1 ile benzerdir [36].

Cizelge 4. 5. Adsorpsiyon hiz sabitleri.

Faj Adsorpsiyon Hiz Sabiti Standart Sapma
(ml/dk)
K12.2b 1,60 x10°8 4,66 x10”
K12.4a 1,78 x 1078 6,04 x 10°
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4.2.5. Morfolojik Karakterizasyon

PEG ile konsantre edilen faj ornekleri K12.2b ve Kl12.4a uranil asetat ile gridler

iizerinde boyanmis ve TEM ile fajlara ait elektronmikrograflar elde edilmistir (Sekil

4.14). Devaminda elde edilen fajlara ait goriintiiler ImageJ programi ile Sl¢lilmiistiir.

Olgiim sonuglar1 Cizelge 4. 4’te sunulmustur.

Cizelge 4. 6. Faj boyutlar1.

K12.2b K12.4a
Parametre Uzunluk(nm) Standart Sapma Deger (nm) Uzunluk(nm) Standart Sapma Deger (nm)
Kuyruk uzunlugu 99.068 6.398 99.07 £ 6.40 93.198 9.206 93,20 +9,21
Kuyruk ¢ap1 18.430 1.618 18,43 £1,62 17.273 2.124 17,27 2,12
Kafa (Uzatilmis) 98.084 1.315 98,08 + 1,32 92.842 0.577 92,84 + 0,58
Kafa (fkozahedral) 70.492 3.680 70,49 + 3,68 68.758 2.028 68,76 £2,03
(a)
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(b)

Sekil 4. 14. K12.2b (a) ve K12.4a (b) fajlarinin TEM goriintiileri.

Sekil 4.14’te goriildigi lizere her iki faj da kontraktil kuyruk yapis1 ve ikozahedral
kafaya sahiptir [81]. Cizelge 4.4’te belirlenmis degerler Cizelge 2.1 ile kiyaslandiginda

Myoviridae familyasi 6zelliklerini sagladigi goriilmiistiir.

4.2.6. pH ve Sicaklik Stabilitesi

pH duyarliligimin tespiti amaciyla fajlar, pH 2 ila 11 aralifinda hazirlanmis steril PW
icerisinde 37°C’de 1 saat boyunca bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasi alinan &rneklerde
cift tabaka agar yoOntemi ile titre bakilmig ve mevcut faj titreleri Sekil 4.6 (a)’da
verilmigtir. pH 2 degerinde yalnmizca K12.2b faji gozlenmis olup titresi 2,7 logio
(POB/ml) olarak belirlenmistir. K12.2b faji pH 5 degerinde, K12.4a faji ise pH 8
degerinde en yiiksek titreyi vermistir. Literatiire bakildiginda Li ve ark (2021)
tarafindan izole edilen E. coli O157:H7 bakterisine etkili JNO1 faji pH 4-13 aras1 aktif
iken [60] Liao ve ark (2019) tarafindan izole edilen E. coli O145 bakterisine etkili
Ro145clw faji ise pH 3-10 araliginda aktivite gostermistir [82]. K12.2b faj1 genel olarak
pH 4-10 araliginda, K12.4a faj1 ise pH 5-9 araliginda daha stabildir. Bu iki fajdan
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meydana gelecek karisimda pH 2-11 aras1 aktif olan fajlar olacagi i¢in bu pH araliginda

bulunan gidalarda bakteriyel eliminasyon saglanabilir.

Sicaklik stabilitesinin tespiti i¢in fajlar SM tamponu igerisinde 30 — 90 °C’lerde 1 saat
boyunca bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasi ¢ift tabaka agar yontemi ile drneklerin titresi
bakilmis ve mevcut faj miktarlar1 Sekil 4.6 (b)’de verilmistir. Buna gore tim fajlar 30

ila 60 °C araliginda stabilitelerini korurken 70 °C’de faj titresinde yaklasik % 50 azalma

gozlenmistir.
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Sekil 4.15.  K12.2b ve Kl12.4a fajlar1 pH (a) ve sicaklik (b) stabilitesi. (*) Tespit

edilebilir degerlerin altinda.

4.3. Bakteriyofaj Gida Uygulamasi

4.3.1. Siitte Salmonella Faj Karisimi Etkinliginin Belirlenmesi

Salmonella bakteri karisimi ile muamele edilmis siitler, 25°C’de inkiibe edilmis ve 24
saat boyunca belirli araliklar ile 6rnekler alinarak faj ve bakteri sayimlart yapilmistir.
Sekil 4.16’da bu deney boyunca 6rnek ve kontrol gruplarinda bulunan faj ve bakteri
sayilar1 sunulmaktadir. Salmonella bakterileri ile kontamine edilmis siit 6rneklerinde,
kontrol gruplarinda ve MOI 10 iken bakteri degerlerinde ilk 4 saatte bir artis yasanirken
MOI 100 iken say1 sabit kalmig, MOI 1000 degerinde ise 0,8 logi;o KOB/mI bir azalma
gbzlenmistir. Ardindan, 24. saate kadar tiim gruplardaki bakteri sayilarinda genel olarak
bir artis yasanmistir. Son durumda kontrol grubunda 8,9 log;o KOB/ml bakteri
bulunurken MOI 10, 100 ve 1000 degerlerinde ortak olarak 7 logip KOB/ml bakteri
sayillmistir. Deney grubunda en yiiksek azalmalar MOI 10, 100 ve 1000°de sirasiyla 6,
8-12 ve 12. saatlerde meydana gelmistir. Azalmalar ise sirasiyla 2,9, 2,3 ve 2.8 logi
KOB/ml olarak belirlenmistir. Salmonella bakterilerine etkili fajlarin baslangi¢ sayilar
MOI 10, 100 ve 1000 igin sirasiyla 6,4, 7 ve 8 logi;p POB/ml olarak belirlenmistir. Tiim

MOI degerlerinde 8. saate kadar faj miktar1 genel olarak artis gostermis ve 9 10gio
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POB/ml’ye kadar ulagsmistir. Bu saatten 24. saate kadar faj miktarlarinda yasanan
azalmalar sonrasi, MOI 10 ve 1000 i¢in faj miktar1 tekrar 9 logi;o POB/ml degerlerine
ulasirken bu miktar MOI 100 igin 8,1 logip POB/ml olarak sayilmistir. Park ve ark
(2021), baslangig bakteri yiikii 4 logip KOB/ml olan siit 6rneklerinde ti¢ farkli faj
miksinin etkinligini arastirmiglardir. 25°C’de inkiibe edilen 6rneklerde TS miksi 48
saatin sonunda 4 logip KOB/ml azalma saglamis ancak diger iki miks (NTS7 ve NTS4)
bakteri eliminasyonunda etkili olamamustir [38]. Bu ¢alisma kapsaminda hazirlanan
miks ise 24 saatin sonunda 1,9 logip KOB/ml eliminasyon saglamaktadir. Bu miks, TS
miksinden daha diisiik inhibisyon aktivitesi gosterse de NTS7ve NTS4 faj
karisgimlarindan daha etkilidir. Baslangi¢ bakteri yiikii 4 logio KOB/ml olan bir diger
caligmada, ¢Stpl, ¢Sepl, $SP3 ve ¢SP1 faj miksi ile 28°C’de 6 saat inkiibasyon sonrasi
1,9 logip KOB/mI bakteri elimine edilmistir [39]. Bu calisma kapsaminda hazirlanan
Salmonella faj miksi, MOI 10 iken 6 saat inkiibasyon sonrasi 2,9 log;o KOB/mI bakteri
azalmas1 gostermistir ve ¢Stpl, ¢Sepl, ¢SP3 ve ¢SP1 fajlarindan olusan faj

karisimindan bakteriyel eliminasyon yoniinden daha etkilidir.
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Sekil 4. 16.  25°C’de yiiksek inokiilasyon miktarlarinda, steril yagsiz siit 6rneklerinde
Salmonella bakteri (a) ve faj (b) sayilarindaki degisimler.

25°C’de, Salmonella faj etkinligi diisiik inokiilasyon miktarlarinda tekrarlanmistir.
Burada da baslangigta 1-2 log;o KOB/ml bakteri inokiile edilmis ve 24 saat boyunca
bakteri ve faj sayilarindaki degisim takip edilmistir (Sekil 4.8). Baglangigta kontrol ve
MOI 100 degerinde yaklasik 2 log;o KOB/ml bakteri bulunmakta iken MOI 10 ve 1000
degerlerinde bakteri sayisi tespit edilebilir degerlerin altindadir ( < 10 KOB/ml). En
yiiksek bakteri eliminasyonu MOI 10 igin 16. saatte 4,7 logio KOB/ml, MOI 100 igin
20. saatte 4,3 logi;p KOB/ml ve MOI 1000 igin 16. saatte 4,4 logio KOB/ml olarak
belirlenmistir. 24 saat sonra kontrol 7,7 log;o KOB/ml bakteri icermekte iken, MOI 10,
100 ve 1000 degerlerinde sirasiyla 4,7, 4,2 ve 4,7 log;o KOB/ml bakteri, 9, 8,3 ve 7,9
logi0 POB/ml faj bulunmaktadir. Bu ¢alismada, 24 saatin sonunda 3,5 log;o KOB/ml’ye
kadar bakteriyel azalma saglanmistir ve Huang ve ark (2018)’min elde ettikleri
eliminasyondan (2,37 logip KOB/ml) daha yiiksek bakteri eliminasyonu gostermistir
[40]. Salmonella faj etkinligi agisindan baslangi¢ bakteri yiikiiniin etkisi kiyaslandigi
zaman diisiik inokiilasyon miktarlarinda faj etkinliginin daha yiiksek oldugu

saptanmistir.

56



(@)

(b)

Sekil 4. 17.
Salmonella bakteri (a) ve faj (b) sayilarindaki degisimler.

Son olarak UHT siit lizerindeki faj karisimi etkinligi 4°C’de yapilan denemeler ile

belirlenmistir. Bu amacgla 30 ml’lik Falconlarda bulunan UHT siit 6rnekleri 5 giin
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boyunca takip edilmistir. Bulgular dogrultusunda elde edilen grafikler Sekil 4.18’de
verilmektedir. Sonugta en yiiksek azalma 5. giinde MOI 1000 degerinde saglanmis olup
1,3 logip KOB/ml olarak belirlenmistir. Literatiire bakildiginda bazi fajlar veya faj
karisgimlart (NTS4 ve LPSEl) bu sicakliktaki depolamada bakteri eliminasyonu
gostermezken bazi fajlarin 3 logip KOB/ml’ye kadar eliminasyon sagladigi

raporlanmustir [37-40].

(a)
8
1 [l Kontrol
74 [_]MOlI10
1 EZZ Mol 100
£ 6+ [ MOl 1000
g 4
¥ 91
8 4
7 7 7] ) )
> 34
(1]
w
g 2]
X
©
o
14
04
0 1 2 3 4 5
Zaman (gun)
(b)
10
5 I Vol 10
1 [_]mo1 100
8 4 [ MOI 1000
E 7
= |
O 64
o
o 5
S
B 4 4
E ..
= 34
L ol
14
04
0 1 2 3 4 5
Zaman (gln)

58



Sekil 4. 18.  4°C’de diisiik inokiilasyon miktarlarinda, steril yagsiz siit 6rneklerinde

Salmonella bakteri (a) ve faj (b) sayilarindaki degisimler.

4.3.2. Siitte E. coli K-12 Faj Karisimi Etkinliginin Belirlenmesi

E. coli K-12 bakterisi ile kontamine edilmis, farkli MOI’lerdeki siit 6rneklerinin bakteri
ve faj sayilarindaki degisimler 24 saat boyunca izlenmistir. Faj ilavesi yapilmayan
kontrol gruplar1 ve Ornek gruplar1 degisimi ile olusturulan grafikler Sekil 4.19°da
verilmektedir. Baslangi¢ E. coli K-12 bakteri sayisi kontrol grubunda, MOI 10 ve 100
degerlerinde artis yasanmis ve MOI 100 i¢in 4 saat, MOI 10 i¢in 6 saat boyunca bu artig
devam etmistir. MOI 10 i¢in 8. saatte yasanan 0,6 logi;o KOB/ml azalmadan sonra 20.
saate kadar bakteri sayisi sabit kalmig, MOI 100 i¢in azalis ve artislar meydana
gelmistir. Ayn1 zamanda, MOI 1000 igin ise ilk 1 saatteki 0,4 log;o KOB/ml’lik
azalmanin ardindan 4 saat boyunca bakteri sayisi sabit kalmis, devaminda bakteri
sayilarinda genel olarak artis gozlenmistir. 24. saate gelindiginde kontrol grubu 8,7
logi0 KOB/ml degerlerine ulasirken, sirasiyla MOI 10, 100 ve 1000 degerleri 6,8, 6,2 ve
6,7 logip KOB/mI degerlerini bulmustur. Bakteri sayilarindaki en yiiksek inhibisyon
deney grubunda 16.saatte meydana gelmistir. Bu azalmalar MOI 10, 100 ve 1000 i¢in
sirasiyla 3, 3,7 ve 3,3 log;o KOB/ml olarak belirlenmistir. Faj sayilari ise baslangigta
MOI 10, 100 ve 1000 degerlerinde sirasiyla 4,9, 5,7 ve 8 log;o POB/ml olarak
belirlenmigstir. MOI 10 i¢in 12., MOI 100 i¢in 6. ve MOI 1000 i¢in 8. saate kadar faj
sayilarinda genel olarak bir artis yasanmis, ardindan her bir grupta 16. saate kadar say1
azalarak devam etmistir. Son durumda faj sayilart MOI 10, 100 ve 1000 i¢in 8,4, 7,4 ve
7 l0g10 POB/ml degerlerine ulagmistir.
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Sekil 4. 19.  25°C’de yiiksek inokiilasyon miktarlarinda, steril yagsiz siit 6rneklerinde
E. coli K-12 bakteri (a) ve faj (b) sayilarindaki degisimler.
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25°C’de yapilan faj etkinlik deneyleri diisiik inokiilasyon derecelerinde de
tekrarlanmigtir (Sekil 4.19) Burada baslangigta 1-2 log;p KOB/ml bakteri inokiile
edilmistir ve 24 saat boyunca bakteri ve faj sayilarindaki degisim takip edilmistir. 24
saatin sonunda kontrol grubu bakteri sayisi 8,2 logigo KOB/ml’ye ulasirken sirasiyla
MOI 10,100 ve 1000 degerlerinde bakteri sayis1 3,59, 3,43 ve 3,77 logio KOB/ml olarak
saptanmistir. Deney grubunda faj ile en yiiksek bakteri inhibisyonu 24.saatte
gozlenmistir. Faj titreleri ise 6,5-7 l0g1o POB/ml’ye ulagmustir.
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Sekil 4. 20.  25°C’de diisiik inokiilasyon miktarlarinda, steril yagsiz siit 6rneklerinde

E. coli K-12 bakteri (a) ve faj (b) sayilarindaki degisimler.

4°C’de bakteriyofaj etkinliginin belirlenmesi amaciyla MOI 10, 100 ve 1000
degerlerindeki deney grubu ve faj ilavesi olmayan kontrol grubu UHT siit 6rnekleri 7
giin boyunca takip edilmistir. En yliksek bakteri eliminasyonu 7. giinde MOI 1000
degerinde 0,2 log;o KOB/ml olarak belirlenmistir.

4.3.3. Soguk Zincirin Kirilmasi

Son olarak 7 giin boyunca 4°C’de muhafaza edilen faj ilavesi olan ve olmayan
kontamine UHT siit 6rnekleri ile soguk zincirin kirilmasi kosulundaki faj inhibisyon
aktivitesi arastirilmistir. Soguk muhafazadan sonra 25 ve 37°C kosullarinda inkiibe
edilen oOrneklerin faj ve bakteri degerlerindeki degisimler asagidaki grafiklerde
verilmistir. 25°C’ye geciste en yiiksek bakteri eliminasyonu 24. saatte gozlenmistir.
MOI 10, 100 ve 1000 degerlerinde sirasiyla 1,2, 1,8 ve 2,7 log;o KOB/ml bakteri
eliminasyonu saglanmistir. 4°C’de 7 giin inkiibasyonda bakterilerin diigiik sicaklikta
tireme faaliyetlerinin azalmasi sebebiyle bakteri sayisinda degisim oldukca diisiiktiir.

Bakteri sayisina bagh olarak faj sayisinda da degisim gdzlenmemistir. Ancak soguk
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zincirin kirilmasi ile birlikte ilk 6.saatte bakteri sayilari tiim gruplarda 1-2 log;o KOB/ml
artis gosterirken faj sayilari ilk 12 saat boyunca ¢ok az degisim gostermistir. 24. saatte
faj sayilarindaki artis1 takiben kontrol grubuna kiyasla deney grubu bakterilerinde
azalma gozlenmistir. Daha Once yapilan ¢alismalarda soguk zincirin modellemesinin
yapilmas1 amaciyla 10, 22, 25 ve 28°C gibi sicakliklarda faj aktiviteleri test edilmis ve
bakteri inhibisyonunu sagladig1 gézlenmistir. Soguk zincirin kiritlmast durumunu simiile
eden bir ¢alismada 37°C’de siitte faj aktivitesi verilmis ve 22°C’de soguk zincirin
kirilmasi1 durumundaki faj aktivitesi 30 saatlik bir zaman diliminde verilmistir [54].
Ancak bu calisma ile Oncelikle birgok calismada da yapildigr gibi 25°C’de 24 saat
boyunca bakteri sayisindaki degisim ve faj aktivitesi takip edilmistir. Devaminda soguk
zincirin kirilmasi durumunda, 25°C’de 24 saatte faj ve bakteri degisimi izlenmistir.
Soguk zincirin kirilmasi durumunda aynt MOI degerlerinde bakteri inhibisyonu
azalmistir. Bu ¢alisma ile ilk kez E. coli K-12 ile kontamine edilmis siitlerde soguk
zincirin simiile edildigi sicakliklardaki faj etkinligi ve bakteri inhibisyonu ortaya
koyulmustur. Bu calisma, siit ortaminda bakteriyel stres ortaminin aynmi sicaklik ve
siirede bakteri inhibisyonunu etkiledigini gostermektedir. Her iki kosulda da fajlar
bakteri eliminasyonunu saglamaktadir. Bu durum fajlarin siitte biyokontrol ajani1 olarak
kullanima ile bakteri sayisini azalttigini, bakteri sayisinin artmasini saglayan durumlarda

fajlarin etkinliginin arttigin1 géstermektedir.
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Sekil 4. 21.  4°C’de 7 giin boyunca bakteri (a) ve faj (b) sayilari ile sonraki 24 saatte
25°C’deki degigimi.

Ayrica 4°C’den bakteri gelisiminin en yiiksek oldugu 37°C’ye geg¢iste faj aktivitesi
degisimi Sekil 4.22°de verilmistir. 37°C’de 3.saatte kontrol grubunda 3,7 log;o KOB/ml
bakteri sayilmistir. MOI 10, 100 ve 1000 degerlerinde ise E. coli K-12 sayisinda
sirastyla 0,48, 0,38 ve 0,66 log;o KOB/ml azalma saglanmistir. Bu durum stres kosullari
altindaki bakterinin (4°C), 25 ve 37°C sicakliklara geciste optimum kosulda daha hizl

gelisme saglandigini gostermektedir. Faj sayisi ise genel olarak sabit kalmistir.
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Sekil 4. 22.  Soguk zincirdeki kirilma sonrasi 37°C’de bakteri (a) ve faj (b)

sayilarindaki degisim.
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5. YORUM

Antibiyotik tiirlerinin gelisiminin yavaglamasi ve ADB’nin artmasindan dolayi var olan
antibiyotik gruplarinin tedavilerde etkin sonuglar verememesinden dolay:1 alternatif
yontemlerin gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Antibiyotik tedavisine alternatif
olarak gelistirilen yontemlerden bir tanesi de faj terapidir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda,

faj terapinin patojen eliminasyonunda kullanimi arastirilmistir.

Oncelikle ¢ig siit &rneklerinden on adet E. coli K-12’ye etkili faj izolasyonu
gerceklestirilmis ve bu fajlarin kapsamli karakterizasyonu yapilmustir. ilk olarak, izole
edilen fajlar saflastirilmis ve uygulamaya hazir olmasi igin titreleri zenginlestirilerek
artirtlmistir. Bu fajlara ait konakg1 skalasi farkli tiirdeki bakteriler ile test edilmistir.
Yapilan bu testlerin sonuglarina goére fajlarin monolitik oldugu, yalnizca E. coli K-

12’ye etkili oldugu saptanmustir.

Konakgi skalasi belirlenen fajlar konsantre edilmis ve DNA’lar1 izole edilmistir. Bu faj
DNA’lari1 RFLP yontemi ile incelenmis ve elde edilen jellerin goriintiisiinden
faydalanilarak birbirlerinden farkli olup olmadigi test edilmistir. Hindlll ve Kpnl
enzimlerinin spesifik kesim bolgeleri K12.2b ve K12.4a faj DNA’lar1 iizerinde olmadigi
igin fragment olusturmamistir. ECORI, ECORV, Xbal ve Xhol enzimleri ile kesimde ise
fragment meydana gelmistir. Farkli baz ¢ifti uzunlugundaki fragmentler ve enzim
kesiminden yararlanilarak dokuz adet faj alt1 gruba ayrilmistir. K12.4b fajinin fragment
dizgesi belirgin olmadig: i¢in bu gruplandirmaya dahil edilmemistir. 1ki farkli grupta
bulunan K12.2b ve K12.4a fajlari ile karakterizasyon ¢alismalari yapilmistir. Bu amagla
tek asamali gelisme egrileri olusturulmus ve elde edilen verilerden latent donem siiresi
ve patlama biytikliikleri hesaplanmistir. Her iki faj i¢in de latent dénem siiresi ve
patlama biiyiikliikleri birbirinden farkli olarak bulunmustur. Ayrica her iki faj i¢in
adsorpsiyon hiz sabiti degerleri benzer olsa da K12.2b fajinin % adsorpsiyon oraninin
K12.4a fajindan daha diisiik oldugu gozlenmistir. Karakterizasyona pH ve sicaklik
stabilitelerinin belirlenmesi ile devam edilmistir. Ttiim fajlar 30-60°C sicaklikta ve pH 5-

9 aralifinda stabilitelerini korumustur. Kl12.4a faji pH 2 degerinde aktivite
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gostermezken K12.2b fajinda bu degerlerde de aktivite saptanmustir. Her iki faj da
80°C’de aktivite gostermesine karsilik 90°C’de faj aktivitesi tespit edilebilir degerlerin
altindadir. Bu durum faj miksinin 90°C ve {izerindeki sicakliklardaki 1 saatlik 1s1l islem
ile aktivitesini kaybettigini ancak 80°C ve altindaki 1 saatlik 1s1l islem sonrasi
aktivitesini devam ettirdigini gostermektedir. Son olarak, konsantre edilmis fajlarin
morfolojik goriintiilemesi yapilarak karakterizasyon ¢alismalart sonlandirilmistir.
Cizelge 2.1°deki verilerden yararlanilarak ve kontraktil kuyruk yapisi gostermesi
sebebiyle fajlarin Myoviridae familyasina ait oldugu saptanmustir. Boylelikle gida
uygulamalarinda kullanilmak {izere karakterizasyonu tamamlanmig olan fajlar

stoklanarak muhafaza edilmistir.

Salmonella fajlar1 ve Karakterizasyonu tamamlanmis olan E. coli K-12 fajlariin
etkinligi yagsiz siit ortaminda arastirtlmistir. 25°C’de 24 saatlik inkiibasyonun sonunda
ve yliksek bakteri inokiilasyon miktarlarinda Salmonella faj karisimi 1,9 logio KOB/ml
bakteri eliminasyonu saglarken E. coli K-12 faj karisimi 2,5 log;o KOB/mI bakteriyi
elimine etmistir. Salmonella fajlar1 i¢in MOI degeri belirleyici olmazken E. coli K-12
fajlar1 igin belirleyicidir ve en etkin uygulama MOI 100 iken saglanmistir. Ayni
inkiibasyon kosullarinda ve diisiik bakteri inokiilasyon miktarlarinda ise Salmonella faj
karigimi MOI 100 degerinde 3,5 logio KOB/mI bakteriyi ve E. coli K-12 faj karigimi
MOI 100 iken 4,8 log;o KOB/ml bakteriyi elimine etmistir. Bu ¢alismalar ile her iki tip
bakteriye etkili olan faj karisimlarinin da baslangi¢ bakteri yiikiiniin 1-2 logi;o KOB/ml
oldugu durumda daha etkili oldugu saptanmigtir. Bakteri yiikiiniin artmas faj etkinligini

olumsuz yonde etkilemektedir.

4°C’de yapilan denemelerde ve bes giinliik periyotta Salmonella faj miksi E. coli K-12
faj miksine oranla daha fazla eliminasyon saglamistir. Diisiik sicaklik degerinde
bakteriyel metabolizma faaliyetlerinin yavaslamasinin da etkisiyle faj sayis1 5 giinliik
sire boyunca c¢ok az degismistir. Dislik sicaklikta konak bakteri gelisiminin
engellenmesi, faj titresinin sabit kalmasina yol agtig1 i¢in viriilans etkinin diisiik
olmasmna yol agmaktadir [40]. Bu durum, 25°C ile kiyaslandiginda bakteri
inhibisyonunun daha diisiikk olmasini agiklamaktadir. Ancak fajlar 4°C gibi diislik

derecelerde dahi diisiik miktarlarda da olsa eliminasyon saglamaktadir. Sterilizasyon
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sonrasi kontaminasyonlara maruz kalmis veya sterilizasyon dogru uygulanmamis

stitlerde, bu faj karigimlar1 4°C’de depolamada bakteri eliminasyonu saglayabilir.

Bu calismalar kapsaminda, soguk zincirin kirtlmasi durumunda E. coli K-12 faj
karisiminin bakteri inhibisyonuna etkisi de arastirilmistir. 7 giin boyunca 4°C’de tutulan
stit orneklerinde en yiiksek bakteri eliminasyonu MOI 1000 degerinde saglanmis olup
0,21 logip KOB/ml olarak belirlenmistir. Soguk zincirin 25°C ile kirilmasimi takiben
MOI 1000 degerinde 6. ve 12. saatlerde sirasiyla 0,63 ve 0,74 log;o KOB/mI bakteri
inaktivasyonu saglanmistir. 24. saatin sonunda, MOI 10, 100 ve 1000 degerlerinde
sirasiyla 1,2, 1,8 ve 2,7 log;o KOB/ml bakteri inaktivasyonu saglanmigtir. Bu ¢aligsma ile
25°C’de bakteriyel stresin bakteri eliminasyonuna etkisi ortaya koyulmustur. Stres
kosullarina maruz kalmis bakteride, ayni siiredeki inkiibasyonda faj etkinligi daha
diisiiktiir. Ayrica stres kosullarina maruz birakilmamis grupta en etkin bakteri
inaktivasyonu MOI 100 degerinde saglanirken stres kosullarina maruz birakilmis grupta
MOI 1000 iken en etkin bakteri eliminasyonu saglanmistir. Enfeksiyona etki eden

faktorlerden biri olan MOI degeri, bakteriyel stres kosullarindan etkilenmistir.

Bu tez ile birlikte Salmonella faj miksinin ve karakterizasyonu tamamlanmis E. coli K-
12 faj miksinin siit uygulamalarindaki etkinligi test edilmistir. Bunun yani sira,
bakteriyel stres kosulunun faj etkinligine etkisi ortaya koyulmustur. Bakteriyel stres
kosulu altinda faj etkinligi azalma gostermis olsa da 1,2-2,7 log;o KOB/ml bakteri
eliminasyonu saglanabilmistir. Miks olustururken farkli formiiller gelistirilerek etkin
miksler tasarlanabilmektedir [83]. E. coli K-12 eliminasyonu amaciyla kullanilan faj
miksi iki adet fajdan meydana gelmektedir. Bakteri eliminasyon etkinliginin artirilmasi

amactyla literatiirde belirtilen faj miksi tasarim yontemlerinden yararlanilabilir.

Yagsiz siitiin 4°C’de muhafaza kosullarinda faj etkinligi sabit kalsa da siitiin oda
sicakligina alindigi kosullarda bakteri artist smurlandirilmig, bu noktada faj
uygulamasindan etkin sonuglar elde edilmistir. Koliform bakteri bulasisi olmus siitten
yapilan peynirlerde erken sisme sorunu gozlenmektedir ve bulasi sonrasi ilk 24 saat
onem tagimaktadir. Literatiirde Siite faj uygulamasi ile peynir yapiminda bu bulasilardan
kaynaklanan erken sisme sorununun Onlenmesi, istenmeyen gozenek ve deliklerin
olusumu gibi teknolojik kusurlarin &niine gegilmesi calisilmistir [61]. Ilerleyen

calismalarda bu faj mikslerinin siitten tiretilen tiriinlerdeki bulasilarin 6niine gegmek, raf
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Omriiniin artirllmasin1 saglamak ve ekonomik kayiplarin Oniine ge¢gmek amaciyla
yararlanilabilir. Onceki boliimlerde sunulan TUIK verilerine gore siit fiyatlarinda son
bes yildir artis meydana geldigi gozlenmistir. Buna ek olarak artan niifus ile gida
arzinda yasanabilecek artiglar, tretimden tliketime kadar gida kayiplarinin Oniine
gegmek i¢in yapilmasi gereken miidaheleleri zorunlu kilmaktadir. Bakteriyofaj terapi
son yillarda yeniden glindeme gelen biyokontrol yontemlerinden birisi olarak cesitli
alanlardaki aragtirmacilar tarafindan calisilmaktadir. Tez kapsaminda elde edilen veriler
ile bakteriyofaj uygulama etkinligine etki eden faktorlerin yagsiz siit ortaminda bakteri
eliminasyonunu nasil etkiledigi {izerinde durulmus ve yapilacak ¢aligmalar i¢in kaynak
niteliginde bulgulara ulasilmistir. Bunun yani sira, bu ¢aligsma ile literatiirde ilk kez siitte
E. coli K-12 bakterisinin eliminasyonunda stres kosulu altinda ve stres kosulu olmadan
yapilan faj etkinlik denemelerinin birbirinden farklilik gosterdigi ortaya koyulmustur.
Ozellikle soguk depolama kosullarinda muhafaza edilen gidalarda, gercek kosullarin
simiilasyonunda bakteriyel stresin faj etkinligini etkiledigi sonucunun goz Oniinde
bulundurulmas: gerekmektedir. Bu tez kapsaminda elde edilen veriler ile yagsiz siitte
degisen kosullarin Salmonella ve E. coli K-12 bakterilerinin inhibisyonunu etkilese de
faj mikslerinin etkili oldugu ve bu bakterilerin biyokontrolii amaciyla

kullanilabilecekleri sonucuna ulasilmistir.
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