O. DEMIRASLAN AYDIN, 2018

¢ YUKSEK LiSANS TEZi

NIGDE OMER HALISDEMIR UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

— |
Ng

)
U

(3]

=
U

<

i\\ﬁnn .

RS

T.C.
NiGDE OMER HALISDEMIR UNiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLIGI ANABILIM DALI

TAVUK ETINDE SALMONELLA ENTERITIDIS’IN GELISIMI UZERINE
SALMONELLA ENTERITIDIS BAKTERIYOFAJLARININ ETKISI

0ZGUL DEMIRASLAN AYDIN

Eyliil 2018






T.C.
NiGDE OMER HALISDEMIR UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLIGI ANABILIM DALI

TAVUK ETINDE SALMONELLA ENTERITIDIS’IN GELISIMI UZERINE
SALMONELLA ENTERITIDIS BAKTERIYOFAJLARININ ETKIiSi

0ZGUL DEMIRASLAN AYDIN

Yiiksek Lisans Tezi

Danigman

Prof. Dr. Zeliha YILDIRIM

Eyliil 2018



Ozgiil DEMIRASLAN AYDIN tarafindan Prof. Dr. Zeliha YILDIRIM
danismanliginda hazirlanan “Tavuk etinde Sa/monella Enteritidis’in gelisimi iizerine
Salmonella Enteritidis bakteriyofajlarinin etkisi” adli bu ¢alisma jlirimiz tarafindan
Nigde Omer Halisdemir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Gida Miihendisligi Ana

Bilim Dali’'nda Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Baskan : Prof. Dr. Zeliha YILDIRIM, Nigde Omer Halisdemir Universitesi

Uye : Dr. Ogr. Uyesi Ayse OZBE‘Y, Nigde Omer Halisdemir Universitesi
P <

Uye : Dr. Ogr. Uyesi Nilgiin ONCUL, Mugla Sitk1 ‘Kog:man Universitesi

ONAY:

Bu tez, Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulunca belirlenmis olan yukaridaki jiiri
tiyeleri tarafindan ..../..../20.... tarihinde uygun goriilmiis ve Enstitii Y6netim Kurulu’nun

sindu 200 SRR NG L say1li karartyla kabul edilmistir.

...... ey |

Dog. Dr. Murat BARUT
MUDUR V.



TEZ BiLDIiRIMI
Tez i¢indeki biitiin bilgilerin bilimsel ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde edilerek

sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada bana ait

olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

Ozgiil DEMIRASLAN AYDIN



OZET

TAVUK ETINDE SALMONELLA ENTERITIDIS’IN GELISIMI UZERINE
SALMONELLA ENTERITIDIS BAKTERIYOFAJLARININ ETKiSi

DEMIRASLAN AYDIN, Ozgiil
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman : Prof. Dr. Zeliha YILDIRIM
Eyliil 2018, 52 sayfa

Bu tezin amaci Salmonella Enteritidis MET-S1-411’e kars1 enfektif olan 4 farklhi
bakteriyofajin viriilant etkilerini tavuk gogiis eti ve tavuk derisinde belirlemektir. S.
Enteritidis ile 10° ve 10° kob/g diizeyinde kontamine edilen tavuk gdgiis eti ve tavuk
derisi 6rnekleri 10° pob/g diizeyinde SEnt-fajlar1 ile muamele edilmis ve bu islemi takiben
4°C ve 25°C’de muhafaza edilmislerdir. Ayrica SEnt-fajlarinin tavuk gogiis etinde
buzdolab1 kosullarinda meydana gelebilecek S. Enteritides kontaminasyonlarina karsi
etkisi de belirlenmistir. S. Enteritidis’i 10% kob/mL diizeyinde iceren tavuk gogiis ve derisi
orneklerine SEnt-fajlar1 tek tek ve kokteyl olarak 10° pob/g seviyesinde uygulandiginda,
buzdolab1 ve oda sicakliginda konak bakteri sayisim1 belirlenemeyecek seviyenin altina
diisiirdiikleri, 10° kob/g S. Enteritidis’i iceren tavuk gogiis ve derisi drneklerinde ise SEnt-
fajlarinin  konak hiicre sayisin1 depolamanin 1’inci giiniinde 4,11-6,42 log kob/g
diizeyinde azalttig1 saptanmistir. SEnt-fajlarinin depolama siiresince hem buzdolabi hem
de oda sicakliginda stabilitelerini koruduklar1 gozlenmistir. SEnt-fajlarinin enfektif
etkilerinin 4°C’ye gore 25°C’de daha yiiksek oldugu belirlenmistir. SEnt-fajlarinin tavuk
gbgiis eti drneklerinde stabilitelerini koruduklar1 ve sonradan olabilecek Salmonella
kontaminasyonunu etkili bir sekilde 6nledikleri belirlenmistir. Sonug olarak, SEnt-fajlari
kanatl et endiistrisinde gida kaynakli patojen bakteri S. Enteritidis’e kars1 biyokoruyucu

ajan olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Bakteriyofaj, Salmonella Enteritidis, tavuk eti, tavuk derisi, biyokoruyucu
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SUMMARY

EFFECT OF SALMONELLA ENTERITIDIS BACTERIOPHAGES ON THE
GROWTH OF SALMONELLA ENTERITIDIS IN CHICKEN MEAT

DEMIRASLAN AYDIN, Ozgiil
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering
Supervisor : Professor Dr. Zeliha YILDIRIM
September 2018, 52 pages

The aim of this thesis was to investigate the virulant effects of 4 different SEnt-phages
infecting Salmonella Enteritidis MET-S1-411 in chicken breast and chicken skin.
Chicken breast and chicken skin samples contaminated with S. Enteritidis at 10° and 10°
CFU/g were treated with SEnt-phages at a level of 10° PFU/mL and then they were stored
at 4 or 25°C. Also, chicken breast samples inoculated with SEnt-phages at 10° PFU/g
were maintained at refrigerator temperature. In addition, the inhibitory effect of SEnt-
phages against S. Enteritides contamination which may occur on chicken breast meat
under refrigerator conditions were also determined. It was found that SEnt-phages applied
at a level of 10° pfu/g as separately or cocktail to chicken breast and skin samples
containing S. Enteritidis at 10° CFU/g declined the viable number of their host cells in all
samples kept at refrigerated or room temperatures reduced to undetectable level during
storage period. In chicken breast and chicken skin samples containing 10® CFU/g S.
Enteritidis, SEnt-phages decreased the number of host cells by 4,11-6,42 log CFU/g on
the first day of storage. SEnt-phages have been observed to maintain their stability during
storage both at refrigerator and at room temperature. The infectious effects of SEnt-
phages were higher at 25°C than at 4°C. SEnt-phages have been found to be stable in
chicken breast samples and effectively prevent subsequent Salmonella contamination
under refrigeration conditions. Consequently, it has been determined that SEnt-phages
have potency to be used as a biocontrol agent against food-borne pathogenic S. Enteritidis

in the poultry meat industry.

Keywords: Bacteriophage, Salmonella Enteritidis, chicken meat, chiken skin, biopreservation
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BOLUM I

GIRIS

Insanlarin saglikli olarak beslenmelerinde hayvansal kaynakli proteinlerin dnemli bir yer
tutmas1 nedeniyle bir ililkede yasayan insanlarin giinliik tiikettigi hayvansal kaynakl
protein miktari o lilkenin geligsmislik diizeyi ile dogrudan iligkilendirilmektedir (Temiz ve
Okumus, 2005). Hayvansal bir {iriin olan kanath eti, {iretimi nispeten daha kolay,
biyolojik degeri yliksek protein, B grubu vitaminler ile 6zellikle demir ve bakir yoniinden

zengin bir gida maddesidir (Ergezer, 2005).

Pili¢ veya tavuk eti ve iriinlerinin, protein iceriklerinin ve protein kalitesinin kirmizi ete
oranla daha yiiksek olmasi, insan beslenmesi i¢in gerekli olan elzem amino asitlerin
tiimiine sahip olmasi, daha az yag ve kolesterol igermesi, sindiriminin kolay ve fiyatinin
diisiik olmasi diger et tiriinlerine gore daha ¢ok tercih edilmesini saglamaktadir (Arslan,

2013).

Diinya kanatli eti iiretiminin yaklasik %90’1n1 olusturan tavuk eti, protein igeriginin
yiiksek, yag iceriginin diisiik, ¢cignenmesi ve hazminin kolay ve ayrica kirmizi et ile
kiyaslandiginda daha ucuz olmasi nedeniyle diinyada popiiler gidalardan birisidir. Ancak,
tavuk eti, yiiksek besin degeri, yiiksek su aktivitesi (0,98-0,99) ve uygun pH (tavuk gogiis
etinin pH degeri 5,7-5,9) degerinden dolay1 gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni
mikroorganizmalarin gelismesi i¢cin uygun bir ortam oldugundan, mikrobiyal
bozulmalara kars1 en duyarl gidalar arasinda yer almaktadir. Bu nedenle tavuk etinin
mikrobiyolojik kalitesi ve giivenligi hem fliretici hem satict hem de tiiketici i¢in oldukca
onem arz etmektedir. Tavuk derisi mikroorganizmalar i¢in fiziksel bariyer olarak rol
oynamasina karsin birgok gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni mikroorganizmay1

icerdiginden 6nemli bir bulagi kaynagi durumundadir (ICMSF, 1998).

Tavuk eti ve tiriinleri gida zincirinin her asamasinda 6rnegin iiretim, tasima, muhafaza ve
tiketime hazirlama sirasinda cesitli bakterilerle kontamine olmaktadirlar. Saglikl
hayvanlardan elde edilen etlerin merkezi kisimlar1 steril olmasina karsin, kesim hijyenine
bagli olarak dis kisimlar1 patojen bakterilerle kontamine olabilmektedir. Tavuklarin

bagirsak igerigi, derileri ve tliyleri yogun bir sekilde mikroorganizma barindirdigindan,



kesim, tiiy 1slatma ve yolma, parcalama, ambalajlama ve muhafaza islemi sirasinda
gerekli onlemler alinmadiginda tavuk karkasina kontaminasyon olabilmektedir. Bunlara
ilaveten personel, hava, su ve alet-ekipmandan kaynaklanan kontaminasyonlar da sz
konusudur (Davies ve Board, 1998; Mulder, 1999; Tekinsen vd., 2000; Mead 2004a,
2004Db).

Yukarida belirtilen nedenlerden dolay1 mikrobiyal gelisimi 6nlemek veya kontrol altina
almak i¢in iyi veteriner uygulamalari, iyi liretim uygulamalari, iyi hijyen uygulamalari,
HACCP ve uygun muhafaza yontemlerinin uygulanmasi gerekmektedir (Fiorentini vd.,
2001). Tavuk ve tavuk iriinlerinde en sik rastlanilan patojen bakteriler Salmonella
enterica, Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Yersinia enterocolitica’dir
(Mead, 2004; Uyttendaele vd., 1999; Conner vd., 2001; Hargis vd., 2001).

Enterobactericeae familyasinda yer alan Salmonella Gram-negatif, ¢ubuk seklinde,
endospor ve oksidaz negatif, katalaz pozitif, fakiiltatif anaerobik ve hareketli (S.
Gallinarum ve S. Pullorum harig) bir bakteridir. Salmonella serovarlari, gelismis ve
gelismekte olan tilkelerde halk sagligi agisindan risk olusturan en dnemli gida kaynakli
patojen bakterilerden birisidir. Salmonella Enteritidis ve Salmonella Typhimurium
insanlarda salmonella salginlarina neden olan en dnemli serovarlardir (Cormican vd.,
2002). Salmonella, ¢iftlik, evcil ve yabani hayvanlarin bagirsak sisteminin dogal bileseni
oldugundan baslica rezervuari hayvanlarin bagirsak sistemidir. Ozellikle kiimes
hayvanlari, gida zincirinde Salmonella yayici hayvanlar icerisinde en onemli yere
sahiptir. Tirkiye’de pili¢ karkaslarmin %31-90 oraninda, basta S. Enteritidis ve S.
Typhimurium olmak iizere degisik Salmonella enterica serovarlari ile kontamine oldugu
ifade edilmektedir (Erol, 2007).

Salmonella, insanlar ve hayvanlar tarafindan kontamine gidalar vasitasiyla alindiginda
gida kaynakli hastaliklardan salmonellozis’e neden olmaktadir. Salmonellozis bir tiir akut
bagirsak enfeksiyonu olup Avrupa lilkelerinde gida kaynakli hastaliklar igerisinde
campylobacteriosis’ten sonra ikinci sirada yer almaktadir. Salmonellozise neden olan en
onemli serovarlar S. Enteritidis ve S. Typhimurium’dur. S. Enteritidis patojenitesinin
yiiksek olmasi, dogada yaygin olarak bulunmasi, buzdolab1 sicakliginda gelisebilmesi,

gida ve gidanin hazirlanmasi sirasinda kullanilan alet-ekipman yiizeylerine tutunabilmesi



gibi  Ozelliklerinden dolayr gida endiistrisi i¢in 6nemli sorunlarin kaynagi

konumundadirlar (Wright vd., 2009; Coffey vd., 2010).

Son yillarda tiiketicilerin dogal koruyucularla korunmus gidalari daha ¢ok tercih
etmesinden dolay1r gida endiistrisinde gidalarin giivenligini iyilestirmek ve korumak
amaciyla biyokoruyucularin kullanimina iliskin ilgi artmistir. Gidalarin mikrobiyolojik
kalitesini iyilestirmek ve giivenligini arttirmak amaciyla laktik asit bakterileri ile
bakteriyofajlarin veya bunlarin tirettikleri antimikrobiyal bilesiklerin koruyucu bilesen
olarak kullanilmasma biyokoruma denilmektedir. Son yillarda gida endiistrisinde
bakteriyofajlarin biyokoruyucu ajan olarak kullanimiyla ilgili c¢aligmalarin arttigi
goriilmektedir. Bunun temel nedenin ise fajlarin insan ve hayvan sagligini olumsuz yonde
etkilemeden ve ayrica gidalarin biyokimyasal, fiziksel ve duyusal 6zelliklerinde herhangi
bir degisime neden olmadan gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni bakterileri imha
etmelerinden kaynaklanmaktadir (Greer, 2005; Garcia vd., 2008; Coftey vd., 2010).

Daha once tarafimizca kanalizasyon, gida isletmeleri ile mezbaha atik sulari, dere, balik
isletmeleri, yalak ve akarsulardan S. Enteritidis’i enfekte eden 52 adet faj izole edilip
saflagtirilmistir. Izole edilen ve saflastirilan fajlardan etki ettigi konak hiicre aralig1 en
genis ve litik aktivitesi kuvvetli olan 4 tane SEnt-faj1 se¢ilmis ve karakterize edilmislerdir.
SEnt-fajlarimin genomunda sefC, pefA, spvC, SopE ve gipA viriilant gen bdolgelerinin
olmadigi; genom biiyiiklerinin 35.9-37.8 kb oldugu, Myoviridae ve Siphoviridae
familyasinda yer aldiklari, ¢oklu enfeksiyon degerlerinin (MOI) 0,1-0,0001, mutant
siklig1 degerlerinin 107, latent periyodlari, patlama siireleri ve patlama sayilarinmn
sirastyla 10-20 dk, 25-35 dk ve 76-356 adet/hiicre oldugu bulunmustur. Fajlarin genis pH
araligina ve yiiksek sicakliga dayanikli olduklar1 da belirlenmistir. SEnt-fajlarin konak
bakterilerine kars1 20, 30 ve 37°C’de enfektif olduklari; inkiibasyon igleminin ilk 5
dakikasi igerisinde konakg1 hiicrelerine %94,4-99,8 oraninda adsorbe olduklar1 tespit

edilmistir.

Bu calismanin amaci S. Enteritidis’e karsi enfektif olan ve karakterize edilen 4 farkl
SEnt-bakteriyofajlarin 6zgiil konak hiicreleri iizerine tek tek ve kokteyl olarak enfektif
etkilerini tavuk gogiis eti ve tavuk derisinde belirleyerek bakteriyofajlarin tavuk

endiistrisinde biyokoruyucu olarak kullanim olanagini ortaya koymaktir.



BOLUM 11

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Tavuk Eti ve Mikrobiyolojik Kalitesi

Yeterli ve dengeli beslenmede hayvansal kaynakli proteinler ve esansiyel bilesenler cok
onem arz etmektedir. Hayvansal kaynakli proteinin elde edilmesindeki giicliigii
giderebilmek icin bu proteinleri kisa siirede iiretebilen hayvanlarin yetistirilmesi
gerekmektedir. Bu beklentiye en iyi cevap verebilecek iiretim bigimi kanatli etleri

tiretimidir (Ergezer, 2005).

Aves sinifinda bulunan kanath eti terimi, tavuk, hindi, kaz, 6rdek, bildircin, devekusu ve
benzeri evcil kanatli hayvanlarin karkaslarindan elde edilen insan tiiketimi i¢in uygun
tiim pargalar1 ifade etmektedir (Ergezer, 2005). Kanatli eti denince daha ¢ok etlik pilig eti
anlagilmasina karsin, bunun yani sira hindi, kaz, 6rdek, bildircin, siiliin ve diger bazi
kanatli hayvan etleri de bu terim igerisinde yer almaktadir. Kanatl etleri yiiksek kaliteli
protein igerdigi gibi biitiin esansiyel amino asitleri de icermesi ve kolay sindirilebilir
olmasi agisindan insan beslenmesinde onemli bir yere sahiptir. Bunlara ilaveten kanath
etleri B vitaminleri ve demir acisindan da iyi bir kaynak oldugu gibi yag iceriginin diigiik
ve nispeten ¢oklu doymamis yag asidi konsantrasyonunun yiiksek olmasi insan

beslenmesindeki 6nemini artirmaktadir (Botsoglou vd., 2003; Stadelman vd., 1988).

Yiiksek besin igeriginden dolay1 tavuk eti mikroorganizmalarin geligsmesi i¢in de ¢ok
uygun bir ortam olusturmaktadir. Tavuk etinin iiretimi, islenmesi, tasimasi ve dagitimi
sirasinda gida kaynaklt patojen ve bozulma etmeni mikroorganizmalar ile
kontaminasyonu istenmemesine karsin kagiilmazdir. Bu nedenle, patojen ve bozulma
etmeni mikroorganizmalarin bu tiriinlerdeki varlig: ireticiler, tiiketiciler ve halk sagligin
ilgilendiren yetkililer agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir. Tavuk karkaslarindaki
mikroorganizma diizeyinde; kesim ve isleme esnasindaki hijyen ve sanitasyon
uygulamalarinin, depolama siiresinin ve sicaklifinin da etkili oldugu bilinmektedir

(Alvarez-Astorga vd., 2002).



Epidemiyolojik ¢alismalar, tavuk etlerinin hala gida kaynakli enfeksiyon ve
intoksikasyonlarmin 6nemli nedenlerinden biri oldugunu gostermektedir. Saglikli
hayvanlardan elde edilen etlerin i¢ kisimlari steril olmasina karsin; kesim, ylizme,
parcalama ve muhafaza sirasinda etler kontaminasyona maruz kalabilmektedirler. Tavuk
eti de kesimhanelerde hem islenme hem de muhafaza asamalarinda; alet-ekipman,
yikama suyu, hava, ambalaj materyali, tasima, depolama ve personel kaynakli
kontaminasyonlara ugrayabilmektedir. Meydana gelen kontaminasyonlar mikrobiyel
yikiin artmasina, Yyetersiz sogutma, dondurma ve depolama kosullar1 ise
mikroorganizmalarin hizla ¢ogalarak hem {iriiniin raf Omriiniin kisalmasina ve
bozulmasina neden olabilmekte, hem de halk sagligimi tehdit edebilmektedir (Cason
1999; Mead, 2004; Sahin 2015; Tang vd., 2009).

Tavuk ve tavuk firiinlerinde en sik izole edilen patojen bakteriler Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Yersinia enterocolitica’dir (Mead, 2004;
Conner vd., 2001; Hargis vd., 2001; Uyttendaele vd., 1999).

Salmonella diinyada gida kaynakli mikrobiyal hastaliklardan sorumlu baglica patojen
bakteri olup insan ve hayvanlarda gida kaynakli hastaliklardan salmonellozise neden
olmaktadir. Salmonellozisin belirtileri arasinda mide bulantisi, kusma, karin kramplari,
ishal, ates ve bas agris1 bulunmaktadir. Insanlarda Salmonellozis belirtileri, bulasik gida
tiiketildikten 6 ile 48 saat sonra goriilmeye baglamakta olup organizma gastrointestinal
bolgeyi gecip epitel dokuda enflamasyona neden oldugu zaman ortaya ¢ikmaktadir.
Salmonella cinsi iginde 2700’den fazla serotip bulunmaktadir. Bunlar igerisinde S.
Enteritidis ve S. Typhimurium insanlarda salmonella salginlarina neden olan en 6nemli
serovarlardir (Cormican vd., 2002). Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde
salmonellozisten yilda yaklasik 600 kisinin hayatim1 kaybettigi ve 1,4 milyon kisinin
hastalandig1 belirtilmektedir. Salginin temel kaynaginin kanatli et iiriinleri ile yaprakl
yesil bitkiler ve domates oldugu belirtilmektedir (Mead vd., 1999; Wright vd., 2009;
Coffey vd., 2010).

Salmonella enterica enfeksiyonu 6nemli bir halk sagligi sorunu olup ABD'nde her yil
yaklagik 1 milyon gida kaynakli hastaliga neden oldugu, bunun 19.000'den fazla hastane

yatis ve en az 378 oliimle sonuglandigi tahmin edilmektedir. Diinya ¢apinda her yil



tahmini 93.8 milyon hastalik ve 155.000 6liim gerc¢eklesmektedir. Salmonella enterica
serovar Enteritidis, diinyada 6nemli bir gida kaynakli bakteriyel patojendir ve S.
Typhimurium'dan sonra Salmonella'nin ikinci 6nde gelen serovaridir. ABD'nde 25 yildan
daha fazla siiredir kontrol ve onleme tedbirlerinin siirdiiriilmesine karsin cok sayida
insanda hastaliga neden olmaya devam etmektedir. ABD'de Salmonella Enteritidis siklig1
% 5'ten % 20'ye ¢ikmustir. S. Enteritidis’in, salmonellozise neden olan {i¢ serovardan biri

oldugu ve bir yilda gerceklesen Salmonella salginlarinin %26-34'tinden sorumlu oldugu

bildirilmektedir (Braden, 2006; CDC, 2013; Majowicz vd., 2010; Wright vd., 2016).

2.2 Bakteriyofaj

Bakteri yiyen anlamina gelen bakteriyofajlar veya kisaca fajlar diinya tlizerinde en fazla
bulunan mikroorganizmalardir (103! parcacik) (Briissow ve Kutter, 2005). Fajlar, bakteri
viriisleridir ve diinyada bakterilerin bulundugu hemen hemen her ortamda bulunurlar
(Weinbauer, 2004; Brussow ve Hendrix, 2002). Deniz suyu, kanalizasyon, kirli sular,
termal sular, toprak, bitki, hayvan ve insan bagirsagi ile diskisi, gidalar ve gida isletmeleri
fajlarin bulundugu oOnemli kaynaklaridir (McGrath vd., 2007). Deniz suyu ve
kanalizasyonda 10°-107 pob/cm?, toprakta 107 pob/g, insan diskisinda 10°-107 pob/cm?®
diizeyinde bulunmaktadir (Sharp, 2001). Bakteriyofajlar, bakterileri spesifik olarak
enfekte eden ve bakterilerde gogalan viriisler olduklarindan insanlar, hayvanlar ve bitkiler
icin zararsizdirlar. Bakteriyofajlar, Archaea olarak bilinen tek hiicreli prokaryotik

organizmalari da enfekte ederler (Ackermann, 2007; Weinbauer, 2004).

2.3 Bakteriyofajlarin Tarihi ve Siniflandirilmasi

Fajlar ile ilgili ilk bilimsel tespitler, 1896 yilinda M. Ernest Hankin tarafindan
Hindistan’daki Ganj ve Jumma nehir sularinda Vibrio cholerae’y:r inhibe eden
bakteriyofaj kaynakli antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi ile baslamistir (Kutter,
1997). Fajlar, 1917 yilinda Kanadali mikrobiyolog Felix d’Herelle tarafindan dizanteri
etmeni bakteriyi 6ldiirebilen canli mikroorganizma olarak kesfedilmesinden itibaren hem
terap6tik hem de profilaktik ajan olarak kullanilmaya baglanmigtir. Ancak 1928 yilinda
genis antibakteriyel spektrumlu antibiyotiklerin kesfi ile bakteriyofajla ilgili yapilan
calismalar yavaslamistir. Felix d'Herelle “bakteriyofajlarin zorunlu hiicre i¢i paraziti”

olduklarini iddia etmistir (Harper ve Kutter, 2008). Giiniimiizde antibiyotige direngli
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patojen bakterilerin gelismesiyle birlikte faj uygulamalar1 yeniden ilgi odagi haline

gelmistir.

Emory Ellis ve arkadaslart “Tek Asamali Gelisme Kurvesi” adini verdikleri yontem ile
dogru ve istatistiksel olarak gecerli Olglimler yaparak bakteriyofajin bakteriye
penetrasyonunu ve bakteriyofaj partikiillerinin bakteri hiicresi i¢inde ¢ogalma ve gelisme
siirecini elektron mikroskobu ile semalastirmislardir (Pennazio, 2006). Sekil 2.1°de

fajlarin tarihgesi verilmistir.
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Sekil 2.1. Bakteriyofajlarin tarihgesi (O’Flaherty vd., 2009)

Bakteriyofajlarin siniflandirilmasinda morfolojik 6zellikler ile genomik materyalin yapisi
dikkate alinmaktadir. Bakteriyofaj genomu tek tip niikleik asit olup ya tek zincirli ya da
¢ift zincirli DNA veya RNA’dan olugsmaktadir. Morfolojik 6zelliklerinde ise kuyruklu
veya kuyruksuz, basli veya bassiz, zarli veya zarsiz gibi 6zellikleri dikkate alinmaktadir

(Sharp, 2001).

Fajlar, ilk kez ’Hérelle tarafindan bir¢ok irktan olusan tek bir faj grubu olarak
simiflandirilmigtir (d’Hérelle, 1918). 1948 yilinda Holmes morfoloji ve niikleik asit tipine

bagli olarak viriis siniflandirma sistemini gelistirmistir. Buna gore fajlar, bir alt-sinif, tek



bir aile ve Viriilans siifinin tek bir cinsi olarak siniflandirilmistir (Lwoff vd., 1962). 1967
yilinda Bradley, sahip olduklar1 niikleik asit tipine ve morfolojik yapilarina (bas ve
kuyruk 6zelliklerine) gore fajlart 6 tip (A-F) olarak gruplandirmistir. Bu siniflandirmada
kasilabilen kilifli, kuyruklu, cift iplikli linear DNA fajlar A tipi faj; uzun kuyruklu, kilifls,
cift iplikli linear DNA fajlar B tipi fajlar; kisa kuyruklu, kilifsiz, ¢ift iplikli linear DNA
fajlar C tipi fajlar; kuyruksuz, biiyiik kapsomerli, tek iplik¢i DNA fajlar D tipi fajlar;
kuyruksuz, kiiciik kapsomerli, tek iplikgi RNA fajlar E tipi fajlar; bassiz, ipliksi ya da
filamentoz, tek iplik¢i RNA fajlar ise F tipi fajlar olarak isimlendirilmistir (Sekil 2.1)
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Sekil 2.2. Bakteriyofajlarin Bradley siniflandirmasi (Bradley, 1967)

Ackermann (2003) tarafindan yapilan siniflandirmada fajlarin morfolojik 6zellikleri ile
birlikte niikleik asit yapilar1 dikkate alinmis ve buna gore fajlar, dort gruba ayrilmis ve 1
takim, 13 aile ve 31 cins olarak tanimlanmustir (Cizelge 2.1). Cizelge 2.1’de ”Ackermann
Siniflamas1” olarak adlandirilan siniflandirma modeli verilmistir (Ackermann, 2003;
Ackermann, 2007). Acckermann siniflandirilmasinda fajlar morfolojik yapilari esas
alinarak 4 grupta toplanmistir: Kuyruklu, polihedral, flament6z ve pleomorfik fajlar

(Regenmortel vd., 2000).

Bakteriyofajlarin %96’sin1 olusturan kuyruklu fajlar, niikleik asit olarak ¢ift sarmalli
DNA'ya, bu DNA’y1 saran kapside ve diiz goériiniimlii uzun veya kisa bir kuyruga
sahiptirler. Kuyruklu fajlarin DNA igerigi ve bilesimi, boyutlari, ince yapisi ve fizyolojisi
dikkate alindiginda ¢ok fazla g¢esitleri mevcuttur. Kuyruk ucunda altigen seklinde olan
taban levhasinda genellikle 6 adet diken ve/veya 6 adet kuyruk iplik¢igi yer alir.
Bakteriyofajlarda tutunma veya adsorbsiyon organeli olarak gorev yapan kuyruk kismu,
ayn1 zamanda genetik maddenin bakteriye tasinmasinda da bir kanal ya da koprii vazifesi

goriir (Ergtlli, 1982; Kinik vd., 2000; Ackermann, 2003). Kuyruklu fajlar, Myoviridae,



Siphoviridae ve Podoviridae olarak {ig aileye ayrilir. Kuyruklu fajlarin % 25'ini olusturan
Myoviridae'ler kasilabilir kuyruga, %61°ni olusturan Siphoviridae’lar, uzun kuyruga ve

%14’1inl olusturan Podoviridae kisa kuyruga sahiptirler (Ackermann, 2003).

Polihedral fajlar niikleik asit olarak DNA veya RNA igermektedirler. Bu grupta
Microviridae (ssDNA), Corticoviridae (dsDNA), Tectiviridae (dsDNA), Leviviridae
(sSRNA) ve Cystoviridae (dsRNA) yer almaktadir. DNA igeren pleomorfik fajlar
igerisinde ise Plasmaviridae (dsSDNA), Fuselloviridae (dsDNA) aileleri bulunmaktadir
(Ackermann, 2003).

Cizelge 2.1. Bakteriyofajlarin Ackermann siniflandirilmasi (Ackermann, 2003;
Ackermann, 2007)

Morfoloji Niikleik Asit Takim ve Cin| Ornek Ozellikleri
Familya S
Kuyruklu DNA, ds, L Caudovirales 15
Myoviridae 6 | T4 | Kontraktil kuyruk
Siphoviridae 6 A Uzun kuyruk
Podoviridae 3 | T7 | Kisakuyruk
Polihedral | DNA,ss, C Microviridae 4 |@X174| Lipit iceren kompleks
ds,C, T Corticoviridae 1| PM2 | kapsid
ds, L Tectiviridae 1 |PRD1 | Lipoprotein kapl
RNA, ss, L Leviviridae 2 | MS2 | kapsid
ds, L, S Cystoviridae 1 06
Filamentéz | DNA, ss, C Inoviridae 2 fd Lipit zarf
ds, Lds, L Lipothrixviridae | 1 | TTV1 | Uzun veya kisa
Rudiviridae 1 | SIRV | filament
TMV benzeri
Pleomorfik | DNA,ds, C, T Plasmaviridae 1| L2 | Zarf, lipid, kapsid yok
ds,C, T Fuselloviridae 1 | SSV1 | Limon formlu, kapsid
yok

C, dairesel; L, linear; S, segmentli; T, siiper helikal; 1, tek zincirli; 2, ¢ift zincirli.

2.4 Bakteriyofajlarin Genel Ozellikleri

Her biri sadece bir tiir veya birkag tiir bakteri veya archaea’y1 enfekte edebilen binlerce
faj ¢esidi vardir. Tiim viriisler gibi, fajlar da bir protein kapsidiyle ¢evrelenmis bir genetik
materyal (niikleik asit) ¢ekirdeginden olusan basit organizmalardir. Niikleik asit, ¢ift
iplikli veya tek iplikli DNA veya RNA olabilir. Fajin {i¢ temel yapisal formu vardir:
kuyruklu bir icosahedral (20-tarafli) bas, kuyruksuz bir icosahedral bas ve filamentli
form. Bir faj partikiilii temel olarak niikleik asit (%40°1) ve kapsit (%60°1) ad1 verilen
protein kilifindan olusur. Fajda niikleik asit olarak ya DNA ya da RNA vardir ve bu



niikleik asitler ¢ift veya tek sarmalli olabilmektedirler. Yapilan calismalar ile fajlarda

cogunlukla niikleik asit olarak DNA bulundugu tespit edilmistir (Ackermann, 2007).

Cok farkli sekil ve boyutta olan fajlarin biiyiikliikleri de 24-200 nm arasinda degisim
gosterir. En biiytlik faj, T4 faj1 olup yaklasik 200 nm uzunluga ve 80-100 nm genislige
sahiptir. Bir fajin agirlig 5x10° gramdir (Ackermann ve Kropinsk, 2007; Ackermann,
2007; Regenmortel vd., 2000).

Bas, boyun, kuyruk, taban ve taban uzantilar1 gibi kisimlardan meydana gelen fajlarin bas
kism1 yumak seklindedir ve bu kisimda niikleik asit molekiilii bulunur. Niikleik asit
molekiilii kapsit ad1 verilen protein kilifi ile sarilmistir. Birbirine benzer kapsomer adi
verilen alt birimlerden olusan kapsit prizma seklindedir (Ergiillii, 1982; Kilig, 2010).
Sekil 2.3’de kuyruklu bir bakteriyofajin 2 ve 3 boyutlu yapis1 verilmistir.

Bag

i¢ proteinler
Boyun
Kasilabilir kilif

Kuyruk tiipt

Kuyruk kismi

Uzun kuyruk
fibrilleri

Kisa fibriller ve
kuyruk tabam

Sekil 2.3. Kompleks bir bakteriyofajin yapisi

Enerji tiretebilecek higbir genetik bilgiye sahip olmayan fajlar yasamak ve ¢ogalmak icin
konak bakteriye ihtiyag duyan zorunlu bakteriyel parazitlerdir. Fajlarin rastgele bir
sekilde bakteriyi se¢medigi, genellikle yiiksek diizeyde konakegi-spesifik olmalari
nedeniyle sadece spesifik tiirleri veya hatta suslar1 enfekte edebildikleri yapilan
caligmalar ile desteklenmistir (Hyman ve Abedon, 2010; Rakhuba vd., 2010; Kim ve Ryu,
2011; 2013; Kim vd., 2013). Fajlarin konakg1 spesifikligi ise kuyruk kisminda yer alan

ve konake1 bakterilerin hiicre ¢eperinde bulunan protein, lipopolisakkarit, taykoik asitler,
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pili ve flagella gibi spesifik reseptorlere baglanan proteinlerinden kaynaklanmaktadir
(Rakhula vd., 2010). Bu spesifik baglanmaya bagli olarak fajlar konakg¢i disindaki
mikrobiyotaya higbir zarar vermeden sadece konak¢i bakterileri lize etmektedirler
(Meaden ve Koskella, 2013; Sulakvelidze vd., 2011). Ornegin, yapilan bir arastirmada
Salmonella'ya ozgii ST27, ST29 ve ST35 bakteriyofajlarin, tiim Salmonella
serovarlarinin hiicre yiizeyinde bulunan TolC reseptdrlerine spesifik olarak baglanirken
ayn1 bakteriyofajlarin diger Enterobacteriaceae tlirlerine karst herhangi bir aktivite
gostermedigi tespit edilmistir (Ricci ve Piddock, 2010). Ayrica daha az spesifik olmakla
birlikte bazi fajlarin, bir¢ok benzer bakteri tiiriinii enfekte edebildigi saptanmis olup bu
olgu, “yerel adaptasyon” olarak adlandirilmistir (Flores vd., 2011; Hyman ve Abedon,
2010; Koskella vd., 2011; Vos vd., 2009).

2.5 Bakteriyofajlarin Yasam Dongiileri

Fajlar, bir bakteriyi enfekte etmeden 6nce enfekte edecegi bakterinin hiicre duvarinda
bulunan reseptorlere baglanmalidir (Chatterjee ve Rothenberg, 2012). Bu baglanma
spesifitesi, fajin konak aralifini veya fajin enfekte edebilecegi konake1 tipini belirler.
Fajlar, konak¢1 bakteri i¢ine girdiginde tipik olarak litik (viriilant) veya lizojenik (1liman)
yasam dongiisi gosterir. Litik yasam dongiisiinde, fajlar daha fazla faj iiretmek igin
bakteri hiicre igine faj transdiiksiyonu ile girer, bakterinin ¢ogalma mekanizmasini
kullanir ve hizli konak 6liimiine (bakteriyel hiicre lizizine) yol agar (Wright vd., 2013).
Lizojenik yasam dongiisiinde ise faj bakteriyi parcalamaz, konakg1 hiicrenin kromozomu
ile birleserek bakterinin canliligini ve ¢ogalmasini olumsuz bir sekilde etkilemeden hiicre
icinde tutulu kalir. Bir fajin yasam dongiisiiniin ne olacagi, operatdr bolgesine baglanan
CRO ve CI proteinleri arasindaki Oncelikle iliskilendirilmektedir. Eger baglanma CI
proteini ile gergeklesirse lizojenik yasam dongiisii, CRO proteini ile gerceklesirse litik
yasam dongiisii olusmaktadir. Yani proteinlerden hangisi operatére Once baglanirsa,
kendi sentezine baglamakta ve diger proteinin sentezine engel olmaktadir (Hendrix, 2002;
Guttman vd., 2005). Ayrica ¢ok nadir rastlanmakla birlikte filamentli olarak adlandirilan
ticlincii bir yasam dongiisii de bulunmaktadir. Bu dongiide de diger iki dongiide oldugu
gibi bakteri kromozomunun ig¢ine faj transdiiksiyonu ile bakterinin ¢ogaltma
mekanizmas: kullanilir fakat filamentli sistemler hiicre 6liimii, siirekli faj tiretimi ve

fajlarin ¢evreye salinimi ile sonu¢lanmamaktadir (Yee et al., 2013).
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Litik ve lizojenik yasam dongiisiinde, fajin konak bakteriye tutunma ve DNA’sin1 enjekte
etme (penetrasyon) asamalar1 benzerdir (Sekil 2.3). Litik yasam dongiisii, adsorpsiyon,
penetrasyon, biyosentez, olgunlagma ve lizis evrelerinden olugmaktadir (Sekil 2.3).
Lizojenik yasam dongiisiinden ‘Latent Donem’ olarak adlandirilan siirecin baslamasi ile
ayrilan litik yasam dongiisiinde faj, bakteri hiicre duvarina tutunarak niikleik asidini
bakteri igerisine enjekte eder. Adsorbsiyonun (tutunmanin) ilk asamasinda bakteri ylizeyi
ile faj arasindaki etkilesim geri dontisiimliidiir. Fakat zamanla bu baglanma kuvvetlenerek
geri doniistimsiliz bir hal alir. Penetrasyon asamasinda kromozomunu konak hiicreye
enjekte eden faj, biyosentez asamasinda bakterinin metabolizmasinm1 kullanarak kendi
yapisal bilesenleri ile enzimlerini sentezler ve faja ait kromozomun ¢ogalmasini saglar.
Olgunlagma asamasinda, ayr1 ayr1 sentezlenen bu yapi taglar1 bir araya gelerek olgun faj
partikiillerini olustururlar. Hiicre igerisinde yeterince gelisen ve olgunlasan fajlar belirli
bir sayiya eristikten sonra bakteriyi parcalayarak serbest kalir ve yeni konak bakterilerini
enfekte edip yeni yasam dongiisiinii olustururlar (Sekil 2.3) (Hendrix, 2002; Hanlon,
2007; Sulakvelidze ve Kutter, 2005).

L\Faj DNA'sI

P(Qfajl\bak!en

Bakteri populasyonu
zamanla gogahr
Bakteri kromozomu
Arasira durgun profaj

etkin hale geger

Faj | /
=

b 't ve Litik evre
...,,.,,'{?ﬁ\l ”‘__ . = baglar %—) g E
f} 7"‘\' Litik devir Lisogenik devir

Bakteri bolindUkge
Konak bakten olur veya profaj da hicrelere

fajlar etrafa Litik devre Lisogenik devre,  progg; geger
yayilir \ baglangici baslangic: i /

Fajlar bakten iginde ¢cogalir Virus DNA 'si bakteri
kromozomuna entegre olur

Sekil 2.4. Bakteriyofajlarin yagam dongiisii

Lizojenik yasam dongiisiinde, fajlar, enfeksiyondan sonra bakteri kromozomuna entegre
olur ve profaj seklini alarak konak hiicrede bazen fenotipik degisimlere ve iistelik profaj
viriilant gen tasiyorsa bakteri patojenitesinin artmasina bile sebep olur (O’Brien vd.,
1984; Guttman vd., 2005). Lizojenik yasamda bakteri icinde faj ¢ogalmasi, bakterinin

canliligini, iiremesini ve ¢ogalmasini etkilemedigi i¢in bu tiir fajlar temperate ya da 1liml
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faj olarak adlandirilir. DNA's1 ile biitiinlesmis faja sahip bakteri lizojen bakteri, bu olay
lizojeni ve baglanan faj da profaj olarak tanimlanir. Diger bakteriler gibi cogalan ve hayati
fonksiyonlarini devam ettiren lizojenik bakterilerden iki yavru lizojenik bakteri olusur ve
bakteriyel 6liim sadece ¢evresel uyaricilar tarafindan baglatildiginda ortaya ¢ikar (Sekil
2.3). Bu ¢evresel uyaricilar asagida verilmistir (Acar Soykut ve Tunail 2009a; Hogg,
2005; Kilig, 2008);

a) Profaj igeren bakteri DNA’sinda hasara sebep olan islemler: Radyasyon, UV 15181,
reaktif oksijen radikalleri, antibiyotik 6zellikle mitomisin C antibiyotiginin diisiik
dozdaki uygulamasi

b) Profaj iceren bakterinin gelisme kosullarinda meydana gelen degisimler:
Inkiibasyon sicakliginin degismesi, gelisme ortaminda besin madde miktarinin

azalmasi

Bakteriyel enfeksiyonlarla miicadelede ve gida giivenliginde patojenik biyokontrol
yontemlerinde litik fajlarin kullanimi uygun olmakla birlikte lizojenik fajlarin kullanimi

uygun goriilmemistir (Prescott vd., 2005).

2.6 Gida Endiistrisinde Bakteriyofajlarin Biyokoruyucu Olarak Kullanmim
Olanaklar

Giiniimiizde teknolojinin ilerlemesine ve gida giivenirliligi ile ilgili yasalarin uygulamada
olmasina karsin gida kaynakli hastaliklar ve zehirlenmeler 6nemli bir problem teskil
etmektedir. Bu nedenle son 20 yilda hasat/kesim, sagim, isleme, depolama, paketleme,
asamalarinda gidalara bulasabilen bakteriyel patojenlere karsi gida iirlinlerinin iiretimden
tilketime kadar giivenilirliginin saglanmasi icin bakteriyofajlarin dogal antimikrobiyal
ajan olarak kullanim potansiyellerinin arastirilmasina hiz  verilmistir. Yapilan
arastirmalarla fajlarin dogada yaygin olarak bulunmalari, nispeten kolay kullanimlari,
giivenli olmalari, yiiksek spesifik antimikrobiyal aktivite gostermeleri, kendi kendine
replikasyon ve kendi kendini sinirlayan dogalar1 nedeniyle sentetik antimikrobiyallere
kars1 alternatif olarak kullanilabilecekleri gosterilmistir (Atterbury vd., 2005; Martinez
vd., 2008; Tabla vd., 2012; Bueno vd., 2012; Oliver vd., 2000). Ayrica bakteriyofajlarin
insan saghigmi etkilemeden, gidalarin kimyasal, fiziksel ve duyusal o6zelliklerinde

herhangi bir degisime ugratmadan gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni bakterilerin
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gelisimlerinin kontrol altina alinmasinda etkin olduklar tespit edilmistir (Greer, 2005;

Garcia vd., 2008; Coffey vd., 2010).

Bakteriyofajlar, ¢iftlik hayvanlarinda goriilen hastaliklarin dnlenmesi (faj terapisi), ¢ig
triinlerin ~ dekontaminasyonu, alet-ekipman ve  yiizeylerin  dezenfeksiyonu
(biyosanitasyon), hizli bozulan gidalarin raf dmriiniin uzatilmasi (biyokoruyucu) gibi gida
zincirinin her basamaginda uygulama alani1 da bulmustur. Ayrica bakteriyofajlar, gida
kontaminasyonunun bir gostergesi olan patojen ve/veya bozulma etmeni bakterilerin
gidalarda varliklariin tespitinde ve bakterilerin kKimliklendirilmesinde de kullanilma
potansiyeline sahiptirler (Garcia vd., 2008; EFSA, 2009).

T1ibbi olarak fajlarin biyokoruyucu olarak kullanimi1 sonucunda herhangi bir yan etkiye
neden olmadig1 spesifik arastirmalarla ortaya konulmus ve hatta yiiksek konsantrasyonda
oral yolla tiikketilmeleri durumunda bile insanlara ve hayvanlara toksik etkili olmadiklar1
belirlenmistir (Hanlon, 2007; Sulakvelidze ve Kutter, 2005). Fajlar gida giivenirliligini
saglamada miikemmel arag gibi goriinseler de tiim fajlarin patojenik bakterilerin
biyokontroliinde kullaniminin uygun oldugu anlami ¢ikarilmamalidir. Ciinkii lizojenik
fajlar konakgilarini 6ldiirmeden bakteriyel kromozoma tutulu kalir ve boylece enfekte
ettikleri bakteride fenotipik degisime ve hatta bazen konak hiicrenin patojenitesinde
artmaya neden olabilmektedirler (Hagens ve Loessner, 2010). Lizojenik doniisiimle
patojenitesi artan bakterilere 6rnek olarak Vibrio cholerae, E. coli, Clostridium botulinum
verilebilir. Kolera toksini CTX® fajinda bulunan ctxA ve ctxB genleri; shiga-benzeri
toksin (STX) lamda fajinda bulunan stx1 ve stx2 genleri; botulunim toksini Clostridial
fajlar tarafindan kodlanmaktadir (Waldor ve Mekalanos, 1996; O'Brien vd., 1984). Buna
ilaveten genellesmis transdiiksiyon yapabilen fajlarin basina, faj DNA’s1 yerine bakteri
DNA’sinin bir pargasinin girmesi ve paketlenmesidir. Bu sekilde olusan fajlar yine hedef
bakteriyi tanir, ona tutunur ve viral olmayan DNA’y1 alict bakteri kromozomuna
rekombine edebilir ve bakteriye yeni genler aktarabilir. Bakteriye entegre edilen gene
bagli olarak bu rekombinasyon islemi, aktarilan gen viriilansa neden olan bir iiriin
kodlayip patojen olmayan bakteriyi patojenik bir bakteriye doniistiirebilmektedir (Ikeda
ve Tomizawa, 1965). Bu bilgiler dogrultusunda gida endiistrisinde insan tiiketimine
yonelik gidaya uygulanacak bir bakteriyofajin secilebilmesi asagida belirtilen 6zellikleri

tagimasi gerekmektedir (Hagens ve Loessner, 2010).
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i) Litik ve GRAS statiisiinde olmalidir.

i) Enfekte ettigi konak hiicre aralif1 genis olmali, ancak patojen olmayan yararl
bakteriler iizerinde enfektif olmamalidir.

iii) Fajin tam genom dizisi bilinmeli ve faj transdiiksiyonla gen aktarma
mekanizmasina sahip olmamalidir.

iv) Alerjiye ve patojeniteye neden olan proteinleri kodlayan genlere sahip
olmamalidir.

v) Oral yolla direkt alimla ilgili yapilan caligmalarda herhangi bir yan etki
gbstermemis olmalidir.

vi) Faj-konakg1 etkilesiminin oldugu sicaklik araligi belirlenmelidir.

vii) Gida isleme kosullarina dayanikli ve ticari boyutta liretimi kolay olmalidir.

Kullanim1 onaylanan faj preparatlar1 asagida verilmistir (FDA, 2006; FDA, 2011; Gillies,
2017; USDA FSIS, 2018).

Listex™ P100
ListShield™ ILMP102 Listeria monocytogenes, L. innocua, L. spp.

EcoShield™
Finalys™ E. coli O157:H7

Armament™

Salmonellex™
SalmoFresh™ Salmonella spp.

SalmoPro®

Sekil 2.5. Faj preparatlari

2.7 Salmonella Enteritidis ve Bakteriyofajlar Aracihgi ile Kontrolii

Gida sektoriinde her gecen giin bilimsel ve teknolojik yonden ilerlemeler kaydedilse de
kontamine gidanin ve suyun neden oldugu ciddi halk saglig1 problemleri hala en 6nemli
giindem konusudur. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) verileri incelendiginde her yil
sanayilesmis iilkelerin niifusunun % 5-10’unun gida kaynakli hastaliklardan etkilendigi

goriilmektedir (CDC, 2013).
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Giiniimiizde gida kaynakli bakteriyel patojenler arasinda 6nemli bir yere sahip olan
Salmonella’ nin konakgis1 ve asil tasiyicist hayvanlardir ve bu bakteri insandan tavuga,
yilandan kaplumbagaya kadar ¢ok sayida farkli konakgiy1 etkileyebilir. Sa/monella nin
dogal yerlesim yeri insanlarin, vahsi Kuslarin, evcil hayvanlarin, kemiricilerin ve bir¢ok
hayvan tiirliniin gastrointestinal sistemi olmakla birlikte hijyenik kosullarin yeterli
olmadig1 bolgelerde ¢ogalmaksizin, uygun kosullar altinda suda haftalarca, toprakta
yillarca canli kalabilir ve bulas1 yolu ile hayvansal kokenli gidalardan insanlara, insandan

insana ve insandan hayvana gecebilirler (Bell ve Kyriakides, 2002; Cormican vd., 2002).

Salmonella serovarlar1 genellikle 2-5 mikron uzunlugunda, 0.5-1.5 mikron genisliginde
ve peritrikus flagellaya sahip hareketli, fakiiltatif anaerobik Gram-negatif ¢cubuk sekilli
bakterilerdir. Salmonellae, Enterobacteriaceae familyasina ait olup hem insanlar hem de
hayvanlar i¢in tibbi agidan 6nemli bir patojendir. Salmonella, iki tiirden ve alt1 alt tiirden
olusan, 2600'den fazla serovar igeren karmasik bir bakteri grubu olusturur. Salmonella
cinsi iginde yer alan iki tiir Salmonella enterica ve Salmonella bongori’dir. Bunlar i¢inde
en 6nemli tiir Salmonella enterica’dir. S. enterica, biyokimyasal ve genomik 6zelliklerine
bagli olarak enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae ve indica alt tiirlerine
ayrilabilir. Insan ve hayvanlarda enfeksiyon olusturan suslarin % 99°u S. enterica subsp.
enterica alt grubunda yer almaktadir (Brenner vd., 2000). Salmonellalarin ¢ogunlugu,
oksidaz negatif, katalaz pozitif ve hidrojen siilfit ireticidir. Salmonella'nin
tanimlanmasinda kullanilan diger biyokimyasal 6zellikler arasinda tek karbon kaynagi
olarak sitrat1 kullanmasi, lisini dekarboksile ve iireyi hidrolize etmesi yer almaktadir.
Salmonella enfeksiyonlarin baslica kaynagi evcil hayvanlar, ozellikle siiriingenler,
yeterince 1s1l islem uygulanmamis veya ¢ig et iiriinleri, deniz iiriinleri ve yumurta, meyve
veya sebzelerdir. Insanlarda gida kaynakli hastaliklara sebep olan en yaygin serovar
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis veya kisaca Salmonella
Enteritidis’dir (Bell ve Kyriakides, 2002; Cormican vd., 2002; Andino ve Hanning,
2015).

ABD'de Salmonella, en fazla sayida 6liime neden olan ve en yiiksek maliyet yiikiine sahip
gida kaynakli patojendir. 2010 yil1 i¢in salmonellozis ile iliskili yillik maliyetlerin 1,4
milyon vaka i¢in 2,71 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir. Son on yildaki en ytiksek
Salmonella salgin sayisi, ana rezervuar olarak kiimes hayvanlar1 ve kara hayvanlari ile

ilgilidir. Insan salmonellozisin % 70'inden fazlas1 kontamine tavuk, hindi veya yumurta
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tilketimine atfedilmistir (Batz vd., 2012; CDC, 2013; USDA, 2013). Salmonella enterica
serovarlarinin neden oldugu gida kaynakli hastalik tifoid olmayan salmonellozis veya
kisaca salmonelozis (gastroenterit, akut bagirsak enfeksiyonu) olarak ifade edilmektedir.
Tifoid olmayan salmonelozis vakalar1 gastroenterit veya bakteriyemi ile karakterize
edilir. Gida kaynakli salginlara neden olan S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Newport ve
S. Heidelberg'i dahil bircok serovarin rezervuari c¢iftlik hayvanlar1 oldugundan
salmonellozis fekal-oral yolla yayilmaktadir. Salmonellozise neden olan en onemli
serovarlardan birisi S. Enteritidis’tir. Salmonellozisin belirtileri mide bulantisi, kusma ve
ishaldir ve ayrica tipik olarak 7 giin siiren kendiliginden sinirlayic1 6zellige sahiptir.
Enfektif dozu 10°-10° hiicre sayis1 arasinda olmakla birlikte enfektif doz, gidanin
cesidine, bakterinin serotipine, tiiketicinin yasina ve fizyolojik sartlarina bagli olarak
degisiklik gosterebilir (Mead vd., 1999; Wright vd., 2009; Coffey vd., 2010). WHO nun
verilerine gore de son 30 yilda gida kaynakli insan hastaliklarinda Salmonella serotipleri

arasinda S. Enteritidis’in ¢arpici bir sekilde 6ne ¢iktig1 goriilmistiir (Schlundt, 2002).

Yapilan literatiir taramasi sonucunda Salmonella serovarlarinin fajlar vasitasiyla

biyokontrolii amaciyla in vivo ve in vitro ¢alismalarin yapildigi gozlenmistir.

Goode vd. (2003) yaptiklar1 bir ¢aligmada, viriilant bakteriyofajlar1 tavuk derisine ¢oklu
enfeksiyon degeri (MOI) 1 olacak sekilde uygulandiginda S. Enteritidis sayisinda
yaklasik 1 log’luk; MOI degeri 100-1000 olacak diizeyde uygulandiginda ise 48 saatlik
depolama siiresi i¢inde 2 log’luk azalmaya neden oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica
arastirmacilar tavuk derisine uygulanan bakteri diizeyi 2 log ve faj konsantrasyonu 10°
oldugunda Salmonella sayisinin tespit edilemeyecek seviyenin altina diistiigii ve 4°C’de

depolama siiresince de bakterinin tespit edilmedigini ifade etmislerdir.

S. Enteritidis ile 10° kob/g diizeyinde kontamine edilmis hindi karkaslar1 5,5x108 veya
10 pob diizeyinde PHL 4 faj ile muamele edildiginde, Salmonella sayisinin tespit
edilebilir diizeyin altina diistirdiigi bildirilmistir (Higgins vd., 2005). Fiorentin vd.,
(2005) tavuk derisine inokiile edilen Salmonella fajlarinin Salmonella sayisini dnemli
dlciide azaltigmi belirtmislerdir. Tavuklara 10 pob diizeyinde faj uygulandiginda
inokiile edilen Salmonella Enteritidis sayisini fekalde etkili bir sekilde (3,5 log) azalttig:
belirtilmistir. Baska bir ¢alismada S. Enteritidis ile enfekte edilen tavuklara 21 giin
boyunca 10° pob diizeyinde bakteriyofaj verildiginde bakterinin tavuk bagirsaginda
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kolonize olamadig1 ve bagirsakta bakteri gelisiminin olmadigi belirtilmistir (Lim vd.,
2012). Arastirmacilar faj terapisi ile tavuk etine gecen patojenik bakteri sayisinin kontrol

altina alinabilecegini ortaya koymuslardir.

Hungaro vd. (2013) yaptiklar1 bir ¢aligmada S. Enteritidis ile 10° kob/cm? diizeyinde
enfekte edilen tavuk derisi 10° pob/mL diizeyinde faj igeren solusyonda 30 dakika
bekletildiginde bakteri sayisinda 1 log’luk azalma oldugunu bildirmislerdir. Sodyum
dikloroisosiyanurat (200 ppm, 10 dk), perasetik asit (100 ppm, 10 dk) ve laktik asit (%2,
90 sn) uygulanan &rneklerde ise yaklasik 0,81 log kob/cm?lik azalma oldugunu
belirtmiglerdir. Ayrica aragtirmacilar fajla muamele edilen tavuk derisinde faja direncli S.
Enteritidis’lerin olusup olugsmadigini analiz etmek amaciyla, bu 6rneklerde Salmonella
gelisimi gozlenmis Petri plaklardan rastgele 30 koloni alinmis ve ¢aligmada kullanilan 5
farkl: faja kars1 test edilmistir. Analiz sonucunda, tiim S. Enteritidis izolatlarinin bes fajin

hepsine duyarli olduklar1 ve diren¢ kazanmadiklar1 bildirilmistir.

Gongalves vd. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, kanalizasyon suyundan izole
edilen litik bakteriyofajlardan olusan faj kokteyli 10" kob/mL diizeyinde oral olarak S.
Enteritidis verilen 45 giinliikk broyler tavuklara 1 saat sonra oral olarak verilmistir. Faj
uygulamasindan hemen sonra ve 30 dakika, 1, 3, 6 ve 12 saat sonra, tavuklar kesilmistir.
Kalin bagirsak ve tiriinler Salmonella'nin varligi i¢in analiz edilmistir. Faj terapisinden 3
saat sonra sirastyla Salmonella sayisinin kalin bagirsakta 10° kob/g ve tavuk etinde 10*
kob/g oldugu, terapiden 6 saat sonra kalin bagirsakta 10° kob/g iken, tavuk etinde
Salmonella sayisinin tespit edilebilir limitin altinda oldugu bulunmustur. Arastirmacilar
bakteriyofaj tedavisinin, tavuklarda kesim oOncesi Salmonella diizeyini diisiirmek

suretiyle karkas kontaminasyonunu azaltabilecegi sonucuna varmislardir.

Galarce vd. (2014), bakteriyofajlarin ¢ig ve fiime edilmis somon baligi etinde S.
Enteritidis lizerine etkinligini belirlemek amaciyla yaptiklar1 bir ¢calismada, drnekleri S.
Enteritidis ile kontamine ettikten sonra 5 farkli fajdan olusan faj kokteyli ile muamele
etmisler ve on giin boyunca 18°C ve 4°C'de inkiibe etmislerdir. 18°C ve 4°C’de muhafaza
edilen ¢ig somon eti 6rneklerin baslangic kontaminasyon diizeyinin sirastyla 2,9 ve 4,9
log kob/g; fiime somon eti drneklerinde ise 3,2 ve 4,2 log kob/g oldugu belirtilmistir.
Calisma sonucunda 18°C'de muhafaza edilen ¢ig somon 6rneklerde 0,75-3,19 log kob/g;
4°C'de bekletilen 6rneklerde 2,82-3,12 log kob/g diizeyinde Salmonella sayisinda azalma
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meydana geldigi belirlenmistir. Bakteriyofajlarin flime somonda etkinliklerinin diistik
oldugu, 18°C'de depolanan 6rneklerde 1,02-1,96 log kob/g, 4°C'deki 6rneklerde ise 0,50-
1,16 log kob/g diizeyinde bir diislis oldugu belirtilmistir. Fajlarin her iki depolama

sicakliginda somon balig1 etinde stabilitelerini koruduklar1 da ifade edilmistir.

Augustine ve Bhat (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada S. Enteritidis ile enfekte edilen
(10 kob/mL) tavuk eti drnekleri yiiksek (10° pob/mL) ve diisiik dozda (10* pob/mL)
bakteriye spesifik $SP-1and $SP-3 fajlarla muamele edildikten sonra 4, 28 ve 37°C’de 3
giin depolamislardir. Arastirma sonucunda 4°C’de 3 giin muhafaza edilen 6rneklerde
bakteriyofajlar yiiksek dozda tek tek uygulandiginda bakteri sayisinda 2,46 ve 2,1 log
kob/mL, diislik dozda uygulandiginda ise 0,98 ve 0,52 log kob/mL diizeyinde azalmaya
neden oldugunu bulmuslardir. Oda sicakliginda (25°C) muhafaza edilen Orneklerde
bakteriyofajlar yliksek dozda uygulandiginda 3,99 ve 3,46 log kob/mL, diisiik dozda
uygulanan orneklerde 2,51 ve 2,3 log kob/mL, 37°C’de muhafaza edilen 6rneklerde ise
yiiksek dozda uygulanan 6rneklerde 1,98 ve 2,38 log kob/mL, diisiik dozda bakteriyofaj
uygulanan 6rneklerde 1,52 ve 1,98 log kob/mL diizeyinde bakteri sayisinda bir diisiis
oldugu belirtilmistir. Fajlar kokteyl seklinde uygulandiginda enfektif etkinin arttig1 ve
37°C’de 3 giin muhafaza edilen 6rneklerde bakteri sayisinin 3,52 log kob/mL, 4°C ve oda
sicakliginda muhafaza edilen 6rneklerde ise tespit edilemeyecek seviyenin altina diistiigii

belirtilmistir.

Bao vd., (2015) tarafindan gergeklestirilen bir caligmada, S. Enteritis ATCC13076 ve
CVC(C2184 serovarlari ile 1x10* kob/ml diizeyinde tek tek ve kombine olarak kontamine
edilen tavuk gogiis eti ornekleri PA13076 and PC2184 fajlariyla 1x10% pob/mL
diizeyinde tek tek ve kokteyl olarak uygulanmis ve 4°C ile 25°C’de 5 saat inkiibasyon
islemine tabi tutulmuslardir. Arastirma sonucunda bakteriyofajlarin stabilitelerini ette
koruduklart ve inhibitér etkilerinin 4°C’ye gore 25°C’de daha iyi oldugu, 3 saatlik
depolama sonucunda bakteri sayisinda yaklasik 2-3 log’luk azalmaya neden olduklarini

bulmuslardir.

Farkli gidalarda (hindi eti, cikolatali siit, sosis, deniz mabhsiilleri, yumurta saris1 ve
Cheddar peyniri gibi) gergeklestirilen ¢alismalarda bakteriyofajlarin Salmonella sayisini
belirlenemeyecek seviyenin altina diisiirdiigii ortaya konmustur (Guenther vd., 2012;

Modi vd., 2001). Faj igermeyen kontrol 6rneklerinde ise Salmonella sayisinin arttig1 tespit
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edilmistir. Ye vd. (2009) tarafindan yapilan ve domateslerin tiretimi sirasinda Salmonella
Javiana iiremesini durdurmak i¢in Enterobacter asburiae JX1 ve 5 farkli litik bakteriyofaj
kombinasyonun kullanildig1 ¢alismada ise biyokontrol i¢in kullanilan bu faj karisimin
gelisim sirasinda etkili olmasina karsin hasat sonrasindaki uygulamalarda tek basina

Salmonella kontroliinde etkili olmadig1 sonucuna varilmistir.

Bigwood vd. (2008) tarafindan yapilan bir calismada, diisiik (<100 hiicre/cm?) ve yiiksek
(10* hiicre/cm?) diizeyde S. Typhimurium PT160 bulastirilmis, daha sonra diisiik (10) ve
yiiksek (10%) MOI diizeyinde S. Typhimurium P7 faji enfekte edilmis olan ¢ig ve pismis
sigir eti ornekleri 5°C ve 24°C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonunda Ornek tipine ve inkiibasyon derecesine bagli olarak Salmonella sayisinda
meydana gelen diisiisiin degiskenlik gosterdigi, yliksek faj ve S. Typhimurium uygulanan
et ornekleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, Salmonella sayisinda 5°C’de 2-3 log
kob/cm?, 24°C’de ise >5,9 log kob/cm? sevisinde bir azalma oldugunu tespit etmislerdir.

20



BOLUM I11

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Calismada gida maddesi olarak kullanilan tavuklar Nigde’deki marketten, bakteriyofajlar
ise Nigde Omer Halisdemir Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii'nden temin
edilmistir. Bu calismada, TUBITAK tarafindan desteklenen 2130035 numarali proje
kapsaminda tanimlanan Salmonella Enteritidis’i enfekte eden SEnt-P1, P2, P3 ve P4
kodlu fajlar kullanilmistir. Salmonella Enteritidis %20 gliserol igeren brain hearth
infusion (BHI) besiyerinde -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2 Metot

3.2.1 Faj orneklerinin hazirlanmasi

Faj ornekleri ve konak bakteri 1:100 oraninda nutritent broth besiyeri igerisine ilave
edildikten sonra gece boyunca ¢alkalamali inkiibatorde (100 devir/dk) 37°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra kiiltiir santrifiij edilmis (6000xg’de 15 dk) ve
filtrat sirasiyla 0,45 ve 0,22 pm gozenek capli steril membran filtrelerden gegirilmistir.
Faj drnekleri hemen kullanilacak ise 4°C’de, uzun siire kullanilmayacak ise %30 gliserol
igeren SM tamponu (50 mM Tris-Cl, pH 7,5, 99 mM NaCl, 8 mM MgS04, 0,01% jelatin)
icinde —80°C’de muhafaza edilmistir (Kocharunchitt vd., 2009). Faj sayisi ¢ift tabaka
plak agar yontemiyle belirlenmis ve sonuglar mililitredeki plak olusturma birimi

(pob/mL) seklinde belirtilmistir (Adams, 1959).

3.2.2 Tavuk derisi ve tavuk gogiis et 6rneklerinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan tavuk etleri Nigde’deki marketten temin edilmis ve aseptik
kosullarda Gida Miihendisligi Mikrobiyoloji laboratuvarina getirilmistir. Aseptik
kosullar altinda tavuk derisi ve tavuk gogiis kisimlart elde edilmistir. Tavuk derisi
yaklasik 4 cm? biiyiikliigiinde, tavuk gogiisii de yaklasik 5 gram agirliginda ve yiizey alani

4 cm? olacak sekilde kesilip steril polietilen stomacher posetlere konulmustur.
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3.2.3 Tavuk derisi ve tavuk gogiis et 6rneklerinin bakteriyofaj ve test bakterisi ile

inokiilasyonu

Steril kosullarda hazirlanan tavuk derisi ve tavuk gogiis et drneklerin ylizeylerine yaklagik
10 ve 10° kob/g diizeyinde olacak sekilde nalidiksik aside dayanikli S. Enteritidis MET-
S1-411 kiiltiirinden konulmus ve Salmonellanin et ve deri ylizeyine adsorbe olabilmeleri
icin 15-20 dk bekletilmistir. Her bir tavuk eti 6rnegi bakteriye spesifik SEnt-F1, F2, F3,
F4 ile tek tek ve kokteyl olarak 108-10° pob/g diizeyinde inokiile edildikten sonra
buzdolab1 sicakliginda (4°C) 8 giin ve oda sicakliginda (25°C) 4 giin depolanmiglardir.
Depolamanin belirli giinlerinde (4°C’de muhafaza edilen 6rneklerden depolamanin 0. ve
3.saatiile 1., 3., 5. ve 8. giinlerinde, 25°C’de bekletilen 6rneklerden 0. ve 3. saati ile , 1.,
2. ve 4. giinlerinde) ornekler alinip 20 mL fosfat tamponu ilave edilerek stomacher’da 2
dakika siireyle parcalanmistir. Diliisyonlar hazirlandiktan sonra bakteri ile faj sayimi

yapilmustir.

Bakteriyofajlarin buzdolabi kosullarindaki stabilitesi ile bu kosullarda meydana
gelebilecek kontaminasyonlara kars1 etkinligini ortaya koymak amactyla ayr1 bir deneme
plani olusturulmustur. Bu deneme planinda steril stomacher posetlerine konulan tavuk
gogiisii drneklerine (5 g) 10° pob/g diizeyinde bakteriyofaj 6rnekleri tek tek ve kokteyl
olarak ilave edilmistir. Bakteriyofaj igeren et 6rnekleri buzdolabinda muhafaza edilmistir.
Depolamanin 0., 1., 3., 5. ve 8. giinlerinde rastgele alinan tavuk gogiisii 6rneklerine
yaklasik 10% ve 10° kob/g diizeyinde S. Enteritidis ile inokiile edilip 3 saat bekletilmistir.
Bu islemin sonunda et orneklerine 20 mL fosfat tamponu eklenip stomacher ile 1 dk
homojenize edilmis ve diliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan bu diliisyonlardaki

Salmonella ile faj sayis1 belirlenmistir.

Denemelerde pozitif kontrol 6rnegi olarak sadece bakteri veya fajla inokiile edilen tavuk
derisi ve eti, negatif kontrol olarak bakteri ve fajla inokiile edilmemis et Ornekleri

kullanilmustir.
3.2.4 Salmonella Enteritidis sayim

Tavuk gogiisii ve tavuk derisi 6rneklerinde S. Enteritidis sayim1 35-37°C’de 24-48 saat

nalidiksik asit ilave (50 ppm) edilmis BHI agar kullanilarak yapilmaistir.
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3.2.5 Bakteriyofaj sayisinin belirlenmesi

Orneklerde faj sayismin belirlenmesinde ¢ift tabaka plak agar metodu kullanilmugtir.
Depolamanin belirli periyodlarinda alinan Orneklerden dillisyonlar hazirlanmis ve
diliisyonlardan alinan 100 pl’lik hacim, konak hiicre igeren (300 pL) 45-50°C’deki
nutrient yumusak agara ilave edilip karistirildiktan sonra katilasmis nutrient agar iceren
Petrilerin iizerine dokiilmiistiir. Ornekler 37°C’de 24-48 saat inkiibasyon islemine tabi

tutulduktan sonra plak sayimi yapilmistir (Adams, 1959).

3.2.6 Bakteriyofajla muamele edilen et ve deri orneklerinde faja dayamikh

Salmonella enteritidis suslarin olusup olusmadiginin belirlenmesi

Bakteriyofaj uygulanan et ve deri orneklerinde S. Enteritidis gelismesi durumunda
petrilerden rastgele yaklasik 50 tane (25 adet et ve 25 adet deri 6rneklerinden) koloni
almip BHI besiyerinde gelistirildikten sonra ¢aligmada kullanilan bakteriyofajlara karsi
test edilmistir.

3.2.7 Istatiksel degerlendirme

Uc tekerriirlii olarak gerceklestirilen arastirmada elde edilen verilerin istatistiksel
degerlendirilmesi SPSS (version 11.0; SPSS, Chicago, IL, USA) paket program ile
ANOVA varyans analizi kullanilarak yapilmistir.
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BOLUM IV

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Diisiik Dozda S. Enteritidis ile Kontamine Edilen Tavuk Gogiis Eti ve Tavuk
Derisinde SEnt-Fajlarimin Enfektif Etkileri

Tavuk gogiis eti ve tavuk derisinde SEnt-fajlarin konak bakterilerine karsi litik
aktivitelerini belirlemek amaciyla yapilan galismada, 10° ve 10° kob/g diizeyinde S.
Enteritidis MET-S1-411 ile kontamine edilen tavuk gdgiisii ve derisi 6rnekleri 10° pob/g
dozda SEnt-fajlari muamele edildikten sonra hem buzdolabi (4°C) hem de oda

sicakliginda (25°C) muhafaza edilmistir.

Calisma sonucunda yiiksek dozda (10° pob/g) SEnt-fajlar1 10° kob/g diizeyinde S.
Enteritidis MET-S1-411 ile inokiile edilmis tavuk gogiis eti ve tavuk derisi 6rneklerine
uygulandiginda buzdolabinda gerceklestirilen muhafaza kosullarinda depolamanin
birinci giliniinden itibaren 8 giinliikk depolama stiresince Salmonella sayisini tespit
edilebilir seviyenin altina (10 kob/g veya 1 log kob/g>) diislirdiigli bulunmustur (Cizelge
4.1 ve 4.2). Bakteriyofaj uygulanmayan kontrol 6rneklerinde S. Enteritidis sayisinin
diisiik diizeyde de olsa arttig1 belirlenmistir. Tavuk gdgiis kontrol 6rneginde depolamanin
5 ve 8’inci giliniinde, tavuk derisi kontrol 6rneginde ise depolamanin 8’inci giiniinde
meydana gelen artisgin istatiksel olarak dnemli (p<<0,05) oldugu saptanmistir (Cizelge 4.1
ve 4.2). Bakteriyofaj i¢eren drneklerin faj sayilarinda depolama siiresince de dnemli bir
degisimin olmadig1 (p>0,05) ve stabilitelerini koruduklar1 tespit edilmistir. Tiim
orneklerde faj sayisinin depolamanin 3’{incii saatinde biraz arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.1

ve 4.2).
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Cizelge 4.1. SEnt-fajlarmin (10° pob/g) 4°C’de tavuk gogiis etine 10° kob/g diizeyinde
inokiile edilen S. Enteritidis MET-S1-41 liizerine inhibitor etkisi

Ornekler Depolama Siiresi
0. saat 3. saat 1. gin 3. glin 5. giin 8. giin

SEnt-F1  3,45+0,10 1> 1> 1> 1> 1>
SEnt-F2  3,47+0,12 1> 1> 1> 1> 1>
SEnt-F3  3,48+0,15 1> 1> 1> 1> 1>
SEnt-F4  3,42+0,08 1> 1> 1> 1> 1>
Kokteyl  3,47+0,13 1> 1> 1> 1> 1>
SE* 3,46+0,11 3,49+0,14 3,78+0,10 4,09+0,16 4,34+0,15 4,59+0,19

SE*, sadece S. Enteritidis MET-S1-411 igeren 6rnek, kontrol 6rnegi

Cizelge 4.2. SEnt-fajlarinin (10° pob/g) 4°C’de tavuk derisine 10° kob/g diizeyinde
inokiile edilen S. Enteritidis MET-S1-411 iizerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi

Ornekler

0. saat 3. saat 1. giin 3. giin 5. gin 8. giin
SEnt-F1  3,36+0,12 1> 1> 1> 1> 1>
SEnt-F2  3,32+0,11 1> 1> 1> 1> 1>
SEnt-F3  3,32+0,15 1> 1> 1> 1> 1>
SEnt-F4  3,35+0,09 1> 1> 1> 1> 1>
Kokteyl  3,37+0,13 1> 1> 1> 1> 1>
SE* 3,45+0,18 3,56+0,16 3,73+0,12 4,96+0,18 4,19£023 4,38+0,21

SE*, sadece S. Enteritidis MET-S1-411 igeren 6rnek, kontrol 6rnegi
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Sekil 4.1. SEnt-fajlarmin (10° pob/g) 4°C’de 10° kob/g diizeyinde S. Enteritidis MET-
S1-411 ile inokiile edilen tavuk gogiis etinde stabilitesi
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Sekil 4.2. SEnt -fajlarmin (10° pob/g) 4°C’de 10° kob/g diizeyinde S. Enteritidis MET-
S1-411 inokiile edilen tavuk derisinde stabilitesi

Aym diizeyde Salmonella (10° kob/g) ve SEnt-faji iceren (10° pob/g), ancak oda
sicakliginda muhafaza edilen 6rnekler incelendiginde buzdolabi kosullarinda muhafaza
edilen o6rneklerde oldugu gibi kontrol hari¢ tiim faj uygulanan 6rneklerde Salmonella
sayisinin gerek tavuk gogiis eti gerekse tavuk derisi orneklerinde depolama siiresince
tespit edilebilir diizeyin altinda oldugu saptanmistir (p<0,05) (Cizelge 4.3 ve 4.4). Faj
uygulanmayan tavuk gogiis eti ve tavuk derisi kontrol orneklerinde ise depolama
siresince Salmonella sayisinin arttig1 (p<0,05), tavuk gégsii 6rneginde goriilen bakteri
sayisindaki artigin tavuk derisi 0rnegine gore biraz yliksek oldugu gozlenmistir (Cizelge
4.3 ve 4.4). SEnt faj1 ile muamele edilen tavuk eti ve tavuk derisi 6rneklerin faj igerikleri
incelendiginde, uygulamadan 3 saat sonra faj sayilarinin biraz artti§i ve depolama
stiresince SEnt-fajlarinin stabilitelerini koruduklar1 belirlenmistir. Dort giinliik depolama
sonunda istatiksel olarak dnemli olmasa da faj sayisinda az olsa bir azalmanin oldugu

goriilmiistiir (p>0,05) (Sekil 4.3 ve 4.4).

Higgins vd. (2005)’de yaptiklar1 bir arastirmada, 10° kob/g diizeyinde S. Enteritidis ile
kontamine edilmis hindi karkaslarma 5,5x10% ve 10 pob diizeyinde PHL 4 faji

uygulandiginda, Salmonella sayisinin tespit edilmeyecek diizeye diistiigiinii bulmuslardir.
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Cizelge 4.3. SEnt-fajlarmin (10° pob/g) 25°C’de tavuk gogiis etine 10° kob/g diizeyinde
inokiile edilen S. Enteritidis MET-S1-41 liizerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi

Ornekler
0. saat 3. saat 1. giin 2. giin 4. gin

SEnt-F1 3,18+0,11 1> 1> 1> 1>
SEnt-F2 3,13+0,14 1> 1> 1> 1>
SEnt-F3 3,23+0,19 1> 1> 1> 1>
SEnt-F4 3,16+0,17 1> 1> 1> 1>
Kokteyl 3,20+0,22 1> 1> 1> 1>
SE* 3,15+0,18 3,75+0,14 6,54+0,20 8,12+0,20 8,54+0,25

SE*, sadece S. Enteritidis MET-S1-411 igeren 6rnek, kontrol 6rnegi

Cizelge 4.4. SEnt-fajlarinin (10° pob/g) 25°C°de tavuk derisine 10 kob/g diizeyinde
inokiile edilen S. Enteritidis MET-S1-411 iizerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi

Ornekler
0. saat 3. saat 1. giin 2. glin 4. glin
SEnt-F1 3,51+0,11 1> 1> 1> 1>
SEnt-F2 3,57+0,16 1> 1> 1> 1>
SEnt-F3 3,55+0,17 1> 1> 1> 1>
SEnt-F4 3,51+0,19 1> 1> 1> 1>
Kokteyl 3,55+0,13 1> 1> 1> 1>
SE* 3,5240,12  3,95+0,13 5,550,225  6,54+0,28  7,30+0,25

SE*, sadece S. Enteritidis MET-S1-411 igeren 6rnek, kontrol 6rnegi
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Sekil 4.3. SEnt-fajlarmin (10° pob/g) 25°C’de 10° kob/g diizeyinde S. Enteritidis MET-
S1-411 ile inokiile edilen tavuk gogiis etinde stabilitesi
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Sekil 4.4. SEnt -fajlarmin (10° pob/g) 25°C’de 10° kob/g diizeyinde S. Enteritidis MET-
S1-411 inokiile edilen tavuk derisinde stabilitesi

4.2 Yiiksek Dozda S. Enteritidis ile Kontamine Edilen Tavuk Gégiis Eti ve Tavuk
Derisinde SEnt-Fajlarin Enfektif Etkileri

Bu amagla yiiksek (10° kob/g) diizeyde S. Enteritidis MET-S1-411 ile inokiile edilen
tavuk gogiis eti ve tavuk derisi 6rnekleri 10° pob/g diizeyinde SEnt-fajlari ile tek tek ve
kokteyl olarak muamele edildikten sonra 4 ve 25°C’de muhafaza edilerek fajlarin enfektif
etkileri incelenmistir. Buzdolab1 kosullarinda muhafaza edilen 6rnekler incelendiginde,
SEnt-fajlar1 kokteyl olarak uygulandiginda depolamanin 3’iincii saatinden itibaren 8
glinliilk depolama siiresince Salmonella sayisini tespit edilebilir seviyenin altina
diistirdiigli gozlenmistir (Cizelge 4.5). SEnt-F4 faj1 uygulanan tavuk gogis eti 6rneginde,
depolamanin 3 ve 24’iincii saatlerinde Salmonella sayisinin tespit edilebilir seviyenin
altinda oldugu, ancak depolama siiresinin uzamasiyla birlikte Salmonella sayisinin arttigi,
8 glinliik depolama sonucunda s6z konusu bakteri sayisinin 2,27+0,09 log kob/g’a ulastigi
tespit edilmistir. SEnt-F1, F2 ve F3 ile muamele edilen tavuk goglis ornekleri
incelendiginde depolamanin 3’ncii saatinde Salmonella sayisinda sirasiyla 4,64, 4,97 ve
4,40 log; depolamanin 1’inci giiniinde 4,53, 4,99 ve 5,29 log’luk azalmaya (p<0,05)
neden oldugu belirlenmistir. S6z konusu 6rneklerde depolama isleminin uzatilmasiyla
birlikte Salmonella sayisinin diisiik diizeyde de olsa arttigi belirlenmistir (p>0,05).
Depolama islemi sonunda SEnt-F1, F2 ve F3 fajlarini iceren tavuk gogiis 6rneklerinde
bakteri sayisinin sirasiyla 2,27, 2,83 ve 2,11 log kob/g oldugu saptanmistir (Cizelge 4.5).

Kontrol 6rneginde ise depolama siiresi boyunca Salmonella sayisinin diisiik diizeyde de
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olsa arttigt (p>0,05) ve depolama sonunda meydana gelen artisin 6nemli oldugu
bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.5). Ayni tavuk gogiis eti ornekleri SEnt-faj igerigi
acisindan irdelendiginde, faj sayilarinin tiim drneklerde depolamanin 3’ilincii ve 1’inci
glinlinde Onemsiz diizeyde arttigi (p>0,05), depolama siirecinde de Orneklerin faj

sayilarinda 6nemli bir degisimin olmadig1 gézlenmistir (p>0,05) (Sekil 4.5).

SEnt-fajlarmi 10° pob/g, S. Enteritidis MET-S1-411°yi 10° kob/g diizeyinde iceren ve
25°C’de muhafaza edilen tavuk gogiis et drnekleri irdelendiginde, depolamanin 3’iincii
saati ile 1’inci giiniinde SEnt-F1, F3, F4 ve kokteyl uygulanan et 6rneklerinde Salmonella
sayisinin tespit edilebilir seviyenin altinda oldugu (p<0,05), ancak depolama siiresinin
uzamastyla birlikte bakteri sayisinin arttig1 belirlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.6). SEnt-F2
faj1 ile muamele edilen tavuk eti Orneginde sadece depolamanin 3’ilincii saatinde
Salmonella sayisinin tespit edilebilir diizeyin altinda oldugu, bakteri sayisinin
depolamanin 1’inci giiniinden itibaren artmaya basladig1 gézlenmistir (Cizelge 4.6). Fajla
muamele edilmeyen kontrol 6rneginde S. Enteritidis sayisinin depolama islemi siiresince
arttigr gozlenmistir (Cizelge 4.6). Kontrol 6rneginde Salmonella sayisinin 4 giinliik
depolama iglemi siiresince 6,50 log’dan 9,48 log’a ¢iktig1 goriilmiistiir. Faj uygulanan et
ornekleri icermis olduklar1 faj sayisi agisindan degerlendirildiginde, tiim 6rneklerde
depolamanin 3’iincii saati ile 1’inci giinlinde faj sayisinin biraz arttig1 (p<0,05), depolama
stirecinde de tiim tavuk eti Orneklerinde faj sayisinda istatiksel olarak Onemli bir

degisimin olmadigi bulunmustur (p>0,05) (Sekil 4.6).

Cizelge 4.5. SEnt-fajlarmin (10° pob/g) 4°C’de tavuk gogiis etine 108 kob/g diizeyinde
inokiile edilen S. Enteritidis MET-S1-411 tizerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi (giin)

Ornekler
0. saat 3. saat 1. gin 3. giin 5. giin 8. giin

SEnt-F1 6,44+0,19 1,80+0,09 1,47+0,16 1,90+0,10 2,10+0,09 2,27+0,09
SEnt-F2 6,51+£0,27 2,11+0,14 1,98+0,21 2,35+0,09 2,60+0,14 2,83+0,14
SEnt-F3 6,44+0,23 1,45+0,12 1,15+£0,15 1,64+0,14 1,89+0,12 2,11£0,12
SEnt-F4 6,41+0,17 1> 1> 1,11£0,12  1,42+0,08 1,68+0,08
Kokteyl 6,57+£0,25 1> 1> 1> 1> 1>
SE* 6,49+0,31 6,48+0,27 6,96+0,27 7,17+0,28 7,30+0,24 7,54+0,21

SE*, sadece S. Enteritidis MET-S1-411 igeren 6rnek, kontrol 6rnegi
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Sekil 4.5. SEnt-fajlarmin (10° pob/g) 4°C’de 10° kob/g diizeyinde S. Enteritidis MET-
S1-411 inokiile edilen tavuk g6giis etinde stabilitesi

Cizelge 4.6. SEnt-fajlarmin (10° pob/g) 25°C’de tavuk gogiis etine 108 kob/g diizeyinde
inokiile edilen S. Enteritidis MET-S1-4 liizerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi (giin)

Ornekler
3. saat 1. glin 2. glin 4. glin
SEnt-F1 6,29+0,15 1> 1> 1,32+0,07 2,12+0,14
SEnt-F2 6,42+0,12 1> 1,08+0,06 1,44+0,10 2,21+0,15
SEnt-F3 6,31+0,19 1> 1> 1,26+0,06 1,98+0,11
SEnt-F4 6,39+0,22 1> 1> 1,1740,08 1,74+0,09
Kokteyl 6,44+0,13 1> 1> 1,05+0,05 1,62+0,12
SE* 6,50+£0,25  6,63+0,24  8,57+0,28 9,28+0,31 9,48+0,35

SE*, sadece S. Enteritidis MET-S1-411 igeren 6rnek, kontrol 6rnegi
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Sekil 4.6. SEnt-fajlarmin (10° pob/g) 25°C’de tavuk gogiis etine 108 kob/g diizeyinde
inokile edilen S. Enteritidis MET-S1-41 1uzerine inhibitor etkisi

SEnt-faj1 10° pob/g, S. Enteritidis say1s1 10° kob/g olan ve 4°C’de muhafaza edilen tavuk
derisi Ornekleri incelendiginde, tavuk gogiis eti orneginde oldugu gibi SEnt-fajlar
kokteyl olarak uygulandiginda tavuk derisi Orneklerinde Salmonella sayisini
depolamanin 3’iincii saatinde ve depolama islemi siiresince tespit edilebilir seviyenin
alta diislirdligi bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.7). SEnt-F4 faj1 ile muamele edilen
tavuk derisi 0rneginde depolamanin 3’{incii saatinden 3’iincii giiniine kadar Salmonela
sayisinin tespit edilebilir seviyenin altina oldugu ve bundan sonraki depolama siirelerinde
bakteri sayisinda istatiksel olarak Onemli olmasa da bir artis oldugu goézlenmistir
(p>0,05). SEnt-F1, F2 ve F3 fajlarinin depolamanin 3’{incii saatinde 4,11, 4,24 ve 5,00
log’luk; 1’inci gilinlinde ise 4,92, 4,46 ve 5,28 log’luk azalmaya neden oldugu
belirlenmistir (p<0,05). Depolama isleminin 3’iincii giiniinden sonra séz konusu
orneklerde Salmonella sayisinin biraz arttifi tespit edilmistir (p>0,05). Depolama
isleminin sonunda Salmonella sayisinda en fazla artisin sirasiyla SEnt-F2, F1, F3 ve F4
orneginde oldugu saptanmustir (Cizelge 4.7). Faj icermeyen kontrol 6rneginde ise 4°C’de
gerceklestirilen depolama islemi siiresince Salmonella sayisinin arttigr (p>0,05) ve
depolama isleminin 8’inci giiniinde gbzlenen artisin 6nemli oldugu goriilmiistiir (p<<0,05)
(Cizelge 4.7). Kontrol 6rneginde ise Salmonella sayisinin depolama siiresince arttigi, 6,38
log kob/g’den 7,31 log kob/g’ye ulastig1 gdzlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.7). S6z konusu

orneklerde SEnt-faj sayisinin depolamanin 3’lincli saati ile 1’inci gilinlinde arttigi
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(p<0,05), daha sonra 6rneklerin faj sayisinda 6nemli bir degisimin olmadig1 goriilmiistiir

(p>0,05) (Sekil 4.7).

Cizelge 4.7. SEnt-fajlarmin (10° pob/g) 4°C’de tavuk derisine 108 kob/g diizeyinde

inokiile edilen S. Enteritidis MET-S1-41 liizerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi

Ornekler
0. saat 3. saat 1. glin 3. giin 5. glin 8. glin
SEnt-F1 6,43+0,10 2,32+0,12 1,51+0,18 1,90+0,12 2,10+0,11 2,26+0,14
SEnt-F2 6,37+0,21 2,13+0,11 1,91+0,17 2,19+0,10 2,49+0,20 2,76+0,19
SEnt-F3 6,39+0,14 1,39+0,15 1,11+0,13 1,55+0,10 1,80+0,13 2,05+0,13
SEnt-F4 6,42+0,13 1> 1> 1> 1,15+£0,07 1,45+0,11
Kokteyl 6,40+0,16 1> 1> 1> 1> 1>
SE* 6,38+0,18 6,41+0,19 6,65+0,18 6,88+0,23 7,11+0,20 7,31+0,22
SE*, sadece S. Enteritidis MET-S1-411 igeren 6rnek, kontrol 6rnegi
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Sekil 4.7. SEnt-fajlarmin (10° pob/g) 4°C’de 10° kob/g diizeyinde S. Enteritidis MET-
S1-411 inokiile edilen tavuk derisinde stabilitesi

SEnt-fajlar1 10° pob/g diizeyinde S. Enteritidis MET-S1-411 ile 10° kob/g seviyesinde
kontamine edilen tavuk derisine uygulandiginda 25°C’de depolamanin 3’iincii saatinde
ve D’inci giiniinde SEnt-F3, F4 ve kokteyl fajlarinin konak hiicre sayisini tespit
edilemeyecek seviyeye digiirdiigii (p<0,05) saptanmustir. SEnt-F1 ve F2 fajlarinin ise
depolamanin 3’{incii saatinde 4,47 ve 4,40 log’luk (p<0,05), 1’inci giiniinde ise 4,65 ve
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4,53 log’luk azalmaya (p<0,05) neden oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.8). Depolama
sliresinin uzamasiyla birlikte S. Enteritidis sayisinin tiim 6rneklerde arttigi, ancak artis
oraninin en diisiik kokteyl 6rneginde oldugu ve bunu sirasiyla SEnt-F4, F3, F2 ve F1
orneklerinin takip ettigi bulunmustur. Kontrol tavuk derisi 6rneginde ise S. Enteritidis
sayisinin depolamanin 3’ilincii saatine kadar diisiik diizeyde arttig1, depolama siiresinin
uzamasityla birlikte Salmonella sayisinin 6nemli diizeyde arttig1 saptanmistir (p<0,05)
(Cizelge 4.8). Faj uygulanan tavuk derisi 6rneklerinde faj sayisinin depolamanin 3’lincii
saatinde ve 1’inci giliniinde biraz arttig1, depolama siirecinde de 6rneklerin faj sayilarinda

cok diistik diizeyde bir azalma oldugu gozlenmistir (p>0,05) (Sekil 4.8).

Yapilan bir ¢alismada, tavuk derisine litik bakteriyofajlar ile S. Enteritidis ayn1 oranda
(MOI=1) uygulandiginda S. Enteritidis sayisinda yaklagik 1 log’luk; ilave edilen faj oram
bakteri oranindan 100-1000 kat (MOI=100-1000) oldugunda ise Salmonella sayisinin gok
hizli bir sekilde azaldigr bulunmustur (Goode vd., 2003). Bizim sonucumuza benzer
sekilde, arastirmacilar tavuk derisine kontamine edilen bakteri diizeyi diisiik (2 log),
katilan faj konsantrasyonu yiiksek (10° pob) oldugunda Salmonella sayisinin
depolamanin bagindan sonuna kadar tespit edilebilir diizeyin altinda oldugu ifade

edilmistir (Goode vd., 2003).

Hungaro vd. (2013) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, tavuk derisine ilave edilen
S. Enteritidis 10° kob/cm?, faj miktar1 10° pob/mL diizeyinde oldugunda 30 dakika sonra

bakteri sayisinda 1 log’luk azalma oldugunu belirtmislerdir.

Baska bir calismada S. Enteritidis ile 102 kob/mL enfekte edilen tavuk eti 6rnekleri ¢SP-
1 ve ¢SP-3 fajlari ile tek tek ve kokteyl olarak 10° pob/mL ve 10* pob/mL diizeyinde
uygulanmis ve 4, 25 ve 37°C’de 3 gilin muhafaza edilmistir (Augustine ve Bhat 2015).
Calisma sonucunda arastirmacilar, 4°C’de 3 giin depolama sonunda yiiksek dozda tek
baslarina faj uygulanan 6rneklerde Salmonella sayisinda sirasiyla 2,46 ve 2,1 log kob/mL,
diisiik dozda uygulanan 6rneklerde 0,98 ve 0,52 log kob/mL diizeyinde azalmaya neden
oldugunu bulmuslardir. 25°C’de muhafaza edilen yiiksek dozda faj iceren orneklerde
3,99 ve 3,46 log, diisiik dozda iceren orneklerde ise 2,51 ve 2,30 log’luk azalma oldugu
rapor edilmistir. 37°C’de muhafaza edilen, yiiksek dozda faj uygulanan 6rneklerde 1,98
ve 2,38 log, diisiik dozda bakteriyofaj iceren 6rneklerde ise Salmonella sayisinda 1,52 ve

1,98 log’luk azalma oldugu belirtilmistir. Fajlar kokteyl seklinde uygulandiginda enfektif
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etkinin arttig1, 37°C’de muhafaza edilen 6rneklerde bakteri sayisinin 3,52 log kob/mL,
4°C ve oda sicakliginda muhafaza edilen drneklerde ise tespit edilemeyecek seviyenin
altina diistiigiinii ifade etmislerdir. Benzer sekilde bu g¢alismada da SEnt-fajlarinin
inhibitor etkilerinin kokteyl olarak kullanildiklarinda viriilant etkilerinin arttig1

bulunmustur.

Cizelge 4.8. SEnt-fajlarmin (10° pob/g) 25°C’de tavuk derisine 10° kob/g diizeyinde
inokiile edilen S. Enteritidis MET-S1-41 liizerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi (giin)

Ornekler " . .
0 3. saat 1. giin 2. giin 4. giin
SEnt-F1 6,32+0,11 1,75+0,11 1,47+0,13 1,99+0,09 2,61+0,10
SEnt-F2 6,22+0,14 1,92+0,18 1,69+0,14 2,16+0,11 2,75%+0,12
SEnt-F3 6,25+0,20 1> 1> 1,49+0,12  2,08+0,14
SEnt-F4 6,34+0,19 1> 1> 1,27+0,13 1,97+0,11
Kokteyl 6,27+0,21 1> 1> 1,07+0,08 1,55+0,09
SE* 6,234+0,15 6,83+0,17 7,22+0,20 8,86+0,29 9,04+0,31
SE*, sadece S. Enteritidis MET-S1-411 igeren &rnek, kontrol 6rnegi
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Sekil 4.8. SEnt-fajlarmin (10° pob/g) 25°C’de tavuk derisine 108 kob/g diizeyinde
inokiile edilen S. Enteritidis MET-S1-41 liizerine inhibitor etkisi

Bao vd. (2015), S. Enteritidis ATCC13076 ve CVCC2184 serovarlariyla 1x10* kob/mL
seviyesinde kontamine edilen tavuk gogus eti érnekleri PA13076 ve PC2184 fajlar ile
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1x108 pob/mL diizeyinde muamele edildiginde 25°C’de 3 saatlik depolama islemi
sonunda bakteri sayisinda yaklasik 2-3 log’luk azalmaya neden oldugunu ve fajlarin
enfektif etkilerinin 4°C’ye gore 25°C’de daha iyi oldugunu ifade etmislerdir. Bu sonuca
benzer sekilde SEnt-fajlarinin da konak hiicrelerine karsi virtilant etkilerinin 4°C’ye gore

25°C’de daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Hindi eti, siit, sosis, balik, yumurta saris1 ve Cheddar peyniri gibi ¢esitli gidalarda
gerceklestirilen g¢alismalarda bakteriyofajlarin Salmonella sayisini belirlenemeyecek
seviyenin altina diisiirdiigli Guenther vd. (2012) ve Modi vd. (2001) tarafindan
bildirilmistir.

10* hiicre/cm? seviyesinde S. Typhimurium ile kontamine edilen et érnekleri P7 faj1 ile
10* pob seviyesinde muamele edildiginde Salmonella sayisinda 5°C’de 2-3 log, 24°C’de
ise >5,9 log’luk bir azalma oldugu ifade edilmistir (Bigwood vd., 2008).

4.3 S. Enteritidis ile Kontaminasyondan Once Tavuk Etine Uygulanan SEnt-
Fajlarimin Litik Aktivitesi

SEnt-fajlarinin tavuk go6giis etinde buzdolabi kosullarinda stabilitesini ve et drneklerine
depolama iglemi sirasinda olabilecek S. Enteritidis kontaminasyona kars1 aktivitelerini
belirlemek amaciyla, et 5rnekleri 10° pob/g diizeyinde fajlar ile tek tek ve kokteyl halinde
muamele edilmis ve buzdolabinda muhafaza edilmislerdir. Depolamanin 0, 1, 3, 5 ve 8
giinlerinde rastgele alinan tavuk gogiis et drnekleri yaklasik 10° ve 10° kob/g diizeyinde
S. Enteritidis MET-S1-411 ile kontamine edilip 3 saat bekletildikten sonra bakteri ve faj
sayimi yapilmistir. Arastirma sonucunda SEnt-fajlarinin (10° pob/g) tavuk gogiis
orneklerinde buzdolabi sicakliginda stabilitelerini koruduklar1 ve Salmonella hiicrelerine
kars1 oldukca enfektif olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.9). Sekil 4.9 incelendiginde,
istatiksel olarak 6nemli olmasa da depolama siiresinin uzamasi ile birlikte faj sayilarinda
diisik diizeyde de olsa bir azalmanin oldugu goriilmektedir (p>0,05). Faj
konsantrasyonun yiiksek (10° pob/g), bakteri seviyesinin diisiik (10% kob/g) oldugu et
orneklerinde inhibitér etkinin yliksek oldugu, 8 giinliik depolama siiresince Salmonella
sayisinin tespit edilemeyecek seviyenin altina diistiigii belirlenmistir (p<0,05) (Cizelge
4.9). Faj konsantrasyonu 10° pob/g olan et 6rneklerine 108 kob/g diizeyinde Salmonella

ilave edildiginde, faj kokteyli uygulanan et 6rneklerinde tiim depolama siiresince, SEnt-
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F4 6rneginde depolamanin 3’iincii ve SEnt-F3 6rneginde depolamanin 1’inci giiniine
kadar Salmonella sayisinin tespit edilebilir limitin altinda oldugu belirlenmistir (p<0,05).
Belirtilen depolama siirelerinin istiine ¢ikildiginda Salmonella sayisinda diisiik diizeyde
de olsa bir artig oldugu gozlenmistir (p>0,05) (Cizelge 4.10). SEnt-F1 ve F2 6rnekleri
depolamanin 0. giiniinde sirastyla 4,98 ile 4,57 log’luk, depolamanin 8’inci giiniinde ise
4,13 ile 3,37 log’luk azalmaya neden oldugu bulunmustur. Depolamanin 8’inci giiniinde
Sen-F1, F2, F3, F4 ve kokteyl 6rneklerinde Salmonella seviyesinin 2,15, 2,53, 1,77, 1,34
ve 1> log kob/g oldugu gozlenmistir. Elde edilen verilerden de anlagilacagi iizere SEnt-
fajlar1 kokteyl halinde uygulandiginda depolama sirasinda olabilecek Salmonela
kontaminasyonunu ¢ok etkili bir sekilde dnlenebilecegi ortaya konmustur. Dolayisiyla
SEnt-fajlar kokteyl olarak uygulandiklarinda sinerjit bir etkinin olustugu sdylenebilinir.
Fajlar enfektif etki agisindan karsilastirildiginda en yiiksek inhibitor etkiyi SEnt-F4
fajinin gosterdigi ve bunu SEnt-F3, F1 ve F2’nin takip ettigi goriilmektedir (Cizelge
4.10).

5
0
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LL 1

8,6 |

85

8,4 T T T

0 1 3 5 8
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Sekil 4.9. Tavuk gogsii etine yiiksek dozda (10° pob/g) uygulanan SEnt-fajlarmin
4°C’de depolama siirecinde stabiliteleri
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Cizelge 4.9. Yiiksek dozda SEnt-fajlarinim (10° pob/g) 4°C’de depolama siirecinde
tavuk gogiis etine sonradan kontamine olan diisiik dozda (10° kob/g) S. Enteritidis’in
gelisimi iizerine etkisi

Depolama Siiresi (giin)

Ornekler
3. saat 1. giin 3. glin 5. glin 8. glin

SEnt-F2 1> 1> 1> 1> 1>
SEnt-F4 1> 1> 1> 1> 1>
SEnt-F3 1> 1> 1> 1> 1>
SEnt-F1 1> 1> 1> 1> 1>
Kokteyl 1> 1> 1> 1> 1>
SE* 3,04+0,09  3,11+0,12 3,23+£0,20  3,46+0,22 3,35+0,17

SE*, sadece S. Enteritidis MET-S1-411 igeren 6rnek, kontrol 6rnegi

Cizelge 4.10. Yiiksek dozda SEnt-fajlarmin (10° pob/g) 4°C’de depolama siirecinde
tavuk gogiis etine sonradan kontamine olan yiiksek dozda (10® kob/g) S. Enteritidis’in
gelisimi iizerine etkisi

Depolama Siiresi (giin)

Ornekler
3. saat 1. glin 3. giin 5. giin 8. giin

SEnt-F1 1,37+0,13 1,42+0,10  1,65+0,18  1,84+0,15 2,15+0,17
SEnt-F2 1,78+0,18 1,86+0,20  2,08+0,11  2,22+0,17 2,53+0,19
SEnt-F3 1> 1> 1,19+0,06  1,41+0,10 1,77+0,15
SEnt-F4 1> 1> 1> 1,18+0,07 1,34+0,11
Kokteyl 1> 1> 1> 1> 1>
SE* 6,35+0,21 6,25+0,18  6,22+0,21  6,17+0,23 6,28+0,26

SE*, sadece S. Enteritidis MET-S1-411 igeren 6rnek, kontrol 6rnegi

4.4 Bakteriyofajla Muamele Edilen Et Orneklerinde Faja Dayamkh S. Enteritidis

Suslarin Olusup Olusmadiginin Belirlenmesi

Bakteriyofaj uygulanan et ve deri drneklerinde ekim sonucunda Petri kutularinda gelisen
bakteri kolonilerinden rastgele 50 tane alinmis ve yeniden kendi bakteriyofajlarina kars1
test edilmistir. Analiz sonucunda alinan kolonilerin kendi bakteriyofajlarina kars1 duyarh
olduklar1 ve dolayisiyla bakteriyofajlarina kars1 bir diren¢ kazanmadiklar1 tespit
edilmistir. Benzer sonu¢ Hungaro vd. (2013) tarafindan da ortaya konmustur. Hungaro
vd. (2013), 5 farkli fajdan olusan faj kokteyli ve S. Enteritidis ile muamele edilen tavuk
derisinde faja direncgli S. Enteritidis’lerin olusup olusmadigini analiz etmek amaciyla,

bakteri gelisimi gozlenmis Petri plaklardan rastgele 30 koloni almislar ve fajlara kars1 test
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edilmistir. Sonugta, tiim S. Enteritidis izolatlarinin fajlara duyarli olduklar1 rapor

edilmistir.
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BOLUM V

SONUCLAR

Bu tez ¢aligmasinda 4 farkli SEnt-fajlarinin kendi konak hiicreleri olan S. Enteritidis

MET-S1-411¢ kars1 inhibitor etkileri hem tavuk g6giis eti hem de tavuk derisinde 4 ve

25°C’de depolama kosullarinda belirlenmistir. Arastirma sonucunda elde edilen bulgular

asagida ozetlenmistir.

4°C ve 25°C’de muhafaza edilen 102 kob/g S. Enteritidis ve 10° pob/g faj iceren
tavuk gogiis eti ve tavuk derisi 0rneklerinde SEnt-fajlan tek tek ve kokteyl
seklinde uygulandiklarinda Salmonella sayisini depolamanin 3’ilincii saatinden
itibaren depolama siiresince tespit edilemeyecek seviyenin altina diistirdigi
saptanmistir (p<0,01). SEnt-fajlarinin tavuk go6giis et ve tavuk derisi 6rneklerinde
depolama iglemi sirasinda sayilarinda diisiik diizeyde bir azalma olmasina karsin
stabilitelerini koruduklar1 (p>0,05) belirlenmistir. SEnt-faji uygulanmayan
kontrol 6rneklerinde ise S. Enteritidis sayisinin 4 ve 25°C’de depolama islemi
siiresince arttigl, ancak bu artisin 25°C’de muhafaza edilen ornekte daha fazla
oldugu gozlenmistir.

Faj konsantrasyonu 10° pob/g, S. Enteritidis seviyesi 10° kob/g olan ve 4°C’de
muhafaza edilen tavuk eti 6rnekleri incelendiginde, SEnt-fajlar1 kokteyl olarak
uygulandiginda depolamanin 3’{incii saatinden itibaren depolama siiresince
Salmonella sayisini belirlenebilir limitin altina diisiirdiigii belirlenmistir. SEnt-F1,
F2, F3 ve F4 fajlarin depolamanin 1’inci giiniinde Salmonella sayisinda sirasiyla
4,53, 4,99, 5,29 ve 6,41 log’luk azalmaya neden oldugu bulunmustur (p<0,05).
Depolama siiresinin uzamastyla birlikte s6z konusu 6rneklerde bakteri sayisinin
arttig1 saptanmistir.

4°C’de muhafaza edilen tavuk derisi Orneklerinde de fajlar kokteyl olarak
uygulandiginda Salmonella sayisini depolamanin baslangicindan sonuna kadar
tespit edilebilir seviyenin altina diisiirdiigii belirlenmistir (p<0,05). SEnt-F1, F2,
F3 ve F4 fajlarinin depolamanin 1’inci giiniinde sirasiyla 4,11, 4,24, 5,28 ve 6,42
log’luk azalmaya neden oldugu bulunmustur (p<0,05). Depolamanin 3’{incii
giinlinden itibaren 6rneklerin bakteri sayisinda diislik diizeyde de olsa bir artig
oldugu gozlenmistir (p>0,05).

Faj icermeyen tavuk gogiis ve tavuk derisi kontrol 6rneklerinde 4°C’de muhafaza
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islemi esnasinda Salmonella sayisinin biraz arttig1 goriilmistiir (p>0,05).

e SEnt-fajlar1 ile muamele edilen tavuk gogiis ve tavuk derisi 6rneklerinde fajlarin
4°C’de depolamanin baglangicinda sayilarinda bir artis oldugu ve depolama
islemi siiresince stabilitelerini koruduklar1 saptanmistir (p>0,05).

e Ayni konsantrasyonda faj (10° pob/g) ve S. Enteritidis (10° kob/g) iceren 25°C’de
muhafaza edilen tavuk gogiis 6rnekleri irdelendiginde, SEnt-F1, F3, F4 ve kokteyl
uygulanan et 6rneklerinde depolamanin 3’{incii saati ile 1’inci giiniinde, SEnt-F2
orneginde ise sadece 3’iincii saatinde Salmonella sayisinin tespit edilebilir
seviyenin altinda oldugu (p<0,05), ancak depolama siiresinin uzamastyla birlikte
bakteri say1isinin arttig1 goriilmiistiir (p<0,05).

e 25°C’de inkiibe edilen tavuk derisi drneklerinde depolamanin 1’inci giliniinde
SEnt-F1, F2, F3, F4 ve kokteyl fajlarinin S. Enteritidis sayisinda 4,63, 4,53, 6,25,
6,34 ve 6,27 log’luk azalmaya neden oldugu (p<0,05), depolama siiresinin
uzamastyla birlikte Salmonella sayisinin tiim 6rneklerde arttig1 belirlenmistir.

e SEnt-faji uygulanmayan tavuk gogiis eti ve tavuk derisi kontrol 6rneklerinde
hiicre sayisinin 4 giinliik depolama siiresince arttig1 (p<0,05), ancak tavuk gogiis
orneginde artigin biraz daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Faj iceren 6rneklerde
faj sayisinin muhafazasin 3 ve 24’iincii saatlerinde biraz arttig1, depolama islemi
siiresince stabilitelerini koruduklar1 belirlenmistir.

e Buzdolabi kosullarinda depolama esnasinda olabilecek S. Enteritidis
kontaminasyonuna kars1 SEnt-fajlarimin etkinliklerini belirlemek amaciyla
yapilan c¢alisgma sonucunda, SEnt-fajlar1 inokiile edilen tavuk gogiis eti
orneklerinde fajlarin 8 giinlik depolama islemi siiresince stabilitelerini
koruduklart; 3,04-3,35 log kob/g diizeyinde S. Enteritidis bulastiginda bakteri
sayisini belirlenemeyecek seviyenin altina distirdiigii; 6,17-6,35 log kob/g
diizeyinde S. Enteritidis ile kontamine oldugunda ¢ok etkili bir sekilde bakteri
sayisint azalttig1 belirlenmistir.

e SEnt-fajlar ile muamele edilen tavuk eti ve tavuk derisi drneklerinden izole edilen
50 adet S. Enteritidis MET-S1-411 serovarlarinin kendi fajlarina karsi direng
kazanmadiklar1 belirlenmistir.

Bu tez projesinde, SEnt-F1, F2, F3 ve F4 fajlarinin tavuk gogiis eti ve tavuk derisi
orneklerinde buzdolabi ve oda sicakliginda gerceklestirilen depolama kosullarinda

stabilitelerini koruduklar1 ve ¢ok etkili bir sekilde S. Enteritidis’in gelisimini 6nledikleri
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belirlenmistir. S6z konusu fajlar kokteyl halinde kullanildiginda enfektif etkinin ¢ok fazla
arttigr belirlenmistir. Sonu¢ olarak SEnt-fajlar1 gida kaynakli patojen bakteri S.
Enteritidis’e kars1 tek tek ve kokteyl halinde kanatl et endiistrisinde biyokoruyucu ajan

olarak kullanma potansiyeline sahip olduklar1 belirlenmistir.
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