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OZET

GIDA KAYNAKLI PATOJEN BAKTERILERIN BiYOKONTROLUNDE
FAJ TERAPI VE FITOTERAPININ BIRLIKTE KULLANIMI

EMINE KUBRA TAYYARCAN
Yuksek Lisans, Gida Muhendisligi Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. ismail Hakki Boyaci

Haziran 2017, 124 Sayfa

Gunumuzde patojen bakterilerin gittikce artan antibiyotik direnci sebebiyle
enfeksiyonlarin onune gecilmesi zor bir hal almasi arastirmacilari antibiyotiklere
alternatif tedaviler bulmaya yonlendirmistir. Bu alternatifler arasinda bakterileri
spesifik olarak enfekte eden bakteriyofajlarin kullanildigi faj terapi ile bitki kaynakli
biyoaktif bilesenlerin kullanildi§i fitoterapi 6ne c¢ikmaktadir. Tez calismasi
kapsaminda, bu iki alternatif yontem birbiriyle iligkilendirilerek faj terapiye farkl bir
yaklasim getirilmesi amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda gesitli kaynaklardan faj
izolasyonu yapllarak fajlarin patojen bakteriler Gzerindeki aktivitesi tayin edilmistir.
Paralel sekilde nar kabugu, Uzim c¢ekirdegi, ayva ve c¢orek otundan fenolik
maddelerin ekstraksiyonu gergeklestirilerek bunlarin patojen bakteriler Gzerindeki
antimikrobiyal aktivitesi saptanmistir. Daha sonra en etkili faj ve fenolikler
saptanarak ekstrakte edilen fenolik bilesenlerin fajlarin aktivitesi Gzerine etkisi hem
kati hem sivi besiyeri ortaminda incelenmistir. Yapilan calismalar sonucunda

yalnizca ¢orek otunun faj aktivitesi Gzerinde olumlu etki gésterdigi, nar kabugu ve



uzim c¢ekirdeginin ise faj aktivitesi Uzerinde olumsuz etkileri oldugu saptanmistir.
Buna ek olarak fajlar ve fenolikler ile faj-fenolik karigimlari, fizyolojik ortamlarda
gordukleri zarari minimize edebilmek amaciyla puskurtmeli kurutma yontemi
kullanilarak biyopolimer matrikslerde mikroenkapsule edilmis ve mikrokapsullerin
mide ortami ile safra tuzu varligindaki stabiliteleri in vitro olarak kontrol edilmigtir.
Mikroenkapstulasyon c¢alismalarinin sonucunda bu ydntemin &zellikle fajlarin
fizyolojik kosullardaki stabilitesini belirgin sekilde artirdigi ve simile edilen fizyolojik
kosullarda iki saat ve Ustlu inkiibasyon sonucunda bile canlihigini gok yuksek sekilde

korudugu gozlenmistir.

Anahtar  kelimeler:  Bakteriyofaj,  Patojen,  Antimikrobiyal bilesenler,

Mikroenkapsulasyon, Sinerjizm, Faj Terapi



ABSTRACT

BIOCONTROL OF FOODBORNE PATHOGENIC BACTERIA BY
USING THE COMBINATION OF PHAGE THERAPY AND
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Master of Science, Food Engineering Department

Supervisor: Prof. Dr. ismail Hakki Boyaci

June 2017, 124 Pages

Nowadays, the antibiotié”" resistance in pathogenic bacteria is rapidly increasing,
which makes it difficult to prevent and treat bacterial infections. This led researchers
to seek alternative treatment methods for antibiotics. Among these alternatives
phage therapy using bacteriophages specifically infecting bacteria and phytotherapy
using plant-derived bioactive components become prominent. Within the scope of
the thesis study, it was aimed to bring a different approach to phage therapy by
associating these two alternative methods. For this purpose phage isolation was
performed from various sources and the activity of phages on pathogenic bacteria
was determined afterwards. In parallel, extraction of phenolic compounds from
pomegranate peels, grape seeds, quince and black cumin seeds was carried out
-and antimicrobial activity of phendlic compounds on pathogenic bacteria was
determined. Later, the most effective phage and phenolics were detected and the
effect of phenolic extracts on phage activity was examined in both solid and liquid

media. As a result of the studies, it has been found that only the black cumin extract



seed extracts were found to inhibit phage activity. In addition, phages, phenolics,
and phage-phenolic mixtures were microencapsulated in biopolymer matrices using
spray dryer to minimize damage of physiological environment. The stability of the
obtained microcapsules in simulated gastric fluid and bile salt presence was
controlled in vitro. As a result of microencapsulation studies, it has been observed
that this method significantly increased the stability of phages in physiological
conditions and the phages maintain their viability at high titers even after two hours

and more incubation in simulated gastric fluid and bile salts.

Key  Words: Bacteriophage, Pathogen,  Antimicrobial ~ components,

Microencapsulation, Synergism, Phage Therapy
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1. GIRIS
Son yuzyillda doktorlar ve veteriner hekimler patojen bakterilerin yol actigi
hastaliklari tedavi etmek icin ¢cogunlukla antibiyotikleri tercih etmektedir. Fakat
antibiyotiklerin klinik, hayvansal ve tarimsal alandaki yaygin ve bilingsiz kullanimi
sonrasinda bakterilerin antibiyotik direnci gelistirmesi, antibiyotiklerin gittikge daha
az etkili olmasina sebep olmustur [1]. Antibiyotiklerin giderek daha ¢ok risk teskil

etmesi nedeniyle bu kimyasallara alternatif yollar aranmaya baslanmistir.

Bakterileri dogal ve spesifik olarak enfekte eden virlslerden olan bakteriyofajlarin
antibiyotiklerin yerini almasi ve insanlarda, hayvanlarda veya tarimsal 6neme sahip
bitkilerde bakteri enfeksiyonlarinin kontrol edilmesine yardimci olmasi 6ne ¢ikan
alternatiflerden biri olmus ve “faj terapi” kavrami 6nem kazanmistir [2].
Bakteriyofajlar prokaryotik 6zellikte, tim ortamlarda son derece yaygin bir sekilde
bulunan virusler olup en etkili dogal antibakteriyal ajan olduklari digunulmektedir
[3]. Fajlar, d’Herrele tarafindan kesfedilip c¢esitli ¢ocuk dizanterisi vakalarinda
kullanildigindan beri insanlarda bakteriyel enfeksiyonlar igin Onerilen bir tedavi
yontemi olmustur [4]. Bakteriyel virUslerin kesfini duyuran ilk calismalarin hemen
ardindan, fajlarin terapotik kullanimi Bati'da hizla yayilmis ve ¢ok cesitli
enfeksiyonlar, fajlar kullanilarak basariyla tedavi edilmisti. Memeli ve bitki
hicrelerini degil, yalnizca bakteriyi hedef alan bu virlsler, Birlesik Devletler'de pek
cok ilag firmasi tarafindan Uretilerek satisa cikarilmistir [5]. Fakat 1940 ve
1950’lerde antibiyotiklerde seri Uretime gecilmesi ve bunlarin giderek yayiimasi ile
faj terapi neredeyse tamamen unutulmustur. Buna ragmen Sovyetler Birligi, Polonya
ve Cek Cumhuriyeti'nde fajlarin gelistiriimesi ve faj terapi calismalari duraklama
gOstermemis, yillar boyu guvenli ve etkili bir tedavi yontemi olarak kullanilimistir.
GuUnumuzde, bu tip antimikrobiyal ilaglarin seri Uretimi Rusya ve Gurcistan'da
devam etmektedir. Bu suregte antibiyotiklerin yaygin ve bilingsiz kullanimi sonucu
bakterilerde geligsen antibiyotik direnci her yas ve sosyoekonomik statuden insan igin
ciddi bir tehlike dogurmustur [6]. GlinUmuzde antibiyotiklerin basarisi azalirken
arastirmacilar onlara alternatif gelistirme amaciyla rotalarini antibiyotik 6ncesi
déneme cevirmigler ve buradan da fajlara (faj terapi) bir yonelis baslamistir [7], [8].
insanlardaki, hayvanlardaki ve tarim Uriinlerindeki bakteriyel enfeksiyonlarla
savasmak Uzere pek ¢ok faj uygulamasi onerilmistir [9], [10]. Hayvan modelleri ve

insanlarda gorilen enfeksiyonlarda pek c¢ok kontrolli c¢alisma yuratiimas ve
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bunlarda fajlarin in vivo antibakteriyel terapi potansiyelini ortaya koyan basarih

sonuglar elde edilmistir [11].

Benzer sekilde, son yillarda antibiyotiklere alternatif olabilecegi dusunulen cesitli
fitokimyasallarin  antimikrobiyal potansiyeli ¢ok sayida bilimsel raporda
vurgulanmistir [12], [13]. Her ne kadar fitoterapi olarak bilinen bu bitkisel kur yontemi
insanligin asina oldugu en eski terapilerden biriyse de, biyoaktif molekillerin
terapotik guglerinin bilimsel olarak da ortaya konmasi onlarin geleneksel tiptaki
kullanimini dogrulamistir. Siklikla incelenmis olan Gzim gekirdekleri (Vitis vinifera)
ve cay yapraklar (Camellia sinensis) gibi ornekler basta olmak Uzere, pek ¢ok
calismada bitkisel kaynaklarin hayli yiksek miktarlarda biyoaktif bilesen igcerdigi
ortaya konmustur. Bu biyolojik materyaller saglik agisindan dnemli biyomolekuller

icin ekonomik bir kaynak 6zelligi gostermektedir [14].

Tez calismasi kapsaminda faj terapi ve fitoterapi iligkilendirilerek bakterilerin
antibiyotiklere karsi gelistirdigi direngten kaynaklanan dezavantaji elimine etmek
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, antimikrobiyal potansiyeli artiracak bir
sinerjistik etkinin arastiriimasi hedeflenmis ve galisma kapsaminda izole edilen fajlar
ile bitkisel kaynaklardan ekstrakte edilen fenolik bilesenler arasindaki etkilesim
incelenmistir. Buna ek olarak, daha sonraki uygulamalarda bakterilerin, 6zellikle de
direncli suslarin, daha genis bir yelpazede kontrol edilebilmesi amaciyla faj
kokteyllerinin  hazirlanmasi igin konakgl bakteri ve faj koleksiyonlarinin
zenginlestiriimesi de hedeflenmistir. Bu hedefler dogrultusunda, calisma
kapsaminda farklh kaynaklardan fajlar izole edilerek saflastiriimis ve
zenginlestirilmistir. Paralel sekilde nar kabuklari, Gzim ¢ekirdekleri, ayva ve ¢orek
otu kullanilarak fenolik maddelerin ekstraksiyonu gercgeklestiriimistir. Bu asamayi
takiben hem fajlarin, hem de fenolik maddelerin patojen bakteriler Gzerindeki etkileri
incelenmistir. Fajlarin ve fenolik bilesenlerin mikroenkapsulasyonu, gelistirilen
preparatlarin fizyolojik sivilarin zorlu kosullarindaki (midenin asidik ortami, enzimler
ve safra tuzlar gibi) stabilitesinin artinimasina olanak saglamaktadir [15]-[17].
Mikroenkapsulasyon, kati, sivi ya da gaz halindeki maddeleri kontrollt oranlarda ve
Ozel sartlar altinda igeriklerini serbest birakan minyatur kapsullerde paketleyen bir
teknoloji olarak tanimlanir [18], [19]. Bu c¢alsma kapsaminda da,

mikroenkapsulasyon ile faj ve polifenollerin, hedef bakterilerin inhibisyonunu
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gerceklestirecekleri in vivo ortamda gorecekleri zararin minimize edilmesi
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda biyopolimer matriksleri kullanilarak,
puskartmeli kurutucu yardimiyla bakteriyofajlarin ve polifenollerin
mikroenkapsulasyonu gergeklestiriimis ve bu yapilarin hedef bakteriler Uzerindeki
aktiviteleri saptanmistir. Ardindan hem kati ortamda, hem de sivi besiyeri ortaminda
kurgulanan denemeler ile fenolik bilesenlerin fajlarin aktivitesi Uzerindeki etkisi
incelenmigtir. Pozitif etki gorulen karsilastirmalarda bir sonraki adima gegilerek faj
ve fenolikler optimum oldugu saptanan kosullarda karigtirilarak bir arada
mikroenkapsule edilmistir. Son adim olaraksa mikroenkapsule edilmis 6rneklerin
farkh fiziko-kimyasal kosullara (sicaklk, pH, safra tuzlari, proteazlar) karsi direncleri

kontrol edilerek in vivo denemeler icin elverislilikleri saptanmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Patojen Bakteriler

2.1.1. Gida Kaynakli Patojen Bakteriler, Bulagi Kaynaklari ve Sebep Olduklar
Hastaliklar

Gidalar sadece insanlar i¢in degil bazi mikroorganizmalar icin de yagsam kaynagidir.
Dolayisiyla patojen bakterilerin bulundugu gidalarin tuketilmesi, gida kaynakli
enfeksiyon ve intoksikasyonlara neden olmaktadir. Gidanin, Gzerinde ¢ogalmis olan
bakteriler ile viicuda alinimi gida kaynakli enfeksiyonlar olarak tanimlanmaktadir.
Gida kaynakl intoksikasyonlar ise, bu bakterilerin Urettigi toksinlerin vicuda
alinmasi ile ortaya ¢ikmaktadir [20]. Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Bacillus,
Salmonella, Camplylobacter, Shigella, Staphylococcus, Streptococcus, Clostridium,
Coxiella, Listeria, Enterobacter, Vibrio, Enterococcus, Yersinia cinsi bakterilerin bazi
turleri gida kaynakh enfeksiyonlara ve intoksikasyonlara neden olan bakteriler
arasindadir [21]-[24].

Gida ile birlikte vicuda alinan bakteri sayisi ve/veya toksin miktari cok dnemlidir.
Ancak insanlarin tukettigi diger gidalar ve bagisiklik sistemlerinin gugli olup
olmamasi hastaliktan ne derece etkileneceklerinin belirleyen diger bir faktérdur.
Gida kaynakli rahatsizliklarda diger hastaliklarda oldugu gibi hamileler, cocuklar ve

yaslilar bayuk risk grubunu olusturmaktadir [25].

Genel olarak bakildiginda gida kaynakli enfeksiyon ve ya intoksikasyona maruz
kalindiginda bulanti, kusma, bas agrisi, bag donmesi, bogaz ve burunda yanma,
ishal, bitkinlik, bogazda agri, ates, lenf dugumlerinde 6dem, migde agrisi, ishal, kanl
veya mukoid ishal solunum zorlugu, kanli gayta, gastroenterititis, refleks kaybi,
solunum felci gibi hangi bakterinin ve/veya toksinin etkin olduguna gére degisen
belirtiler gorilmektedir [24], [26].

Daha 6nce de belirtildigi gibi mikroorganizmalar, yasam ve fonksiyonlarini devam
ettirebilmek igin gidaya gereksinim duyarlar. Bir gidada bulunabilecek
mikroorganizmalar, o gidanin tirine, yetistigi ya da bulundugu cografik bélgeye
gore buyuk cesitlilik gostermektedir. Bu bitkinin ya da hayvanin tasidigi dogal
mikrofloradir. Buna ek olarak hava, toprak, su, kanalizasyon atiklari, insanlar,
ekipmanlar gibi farkh faktorler nedeniyle de gidalarin tasidigi mikroorganizmalar

cesitlenmekte ve miktarlari artmaktadir [27].
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Bazi patojen bakterilerin bulasi kaynaklarini ayri ayri incelemek gerekirse;

Staphylococcus aureus bulasisinin en sikhkla karsilasildiyi gidalar arasinda
tiketime hazir gidalar (ready-to-eat) yer almaktadir. Ayrica et Grunleri, tavuk,
sambon, salam, sut ve sut drunleri, pastacilikta kullanilan kremalar ve dondurmalar
da S. aureus kontaminasyonun olabilecegdi gidalardir. Gida kaynakli intoksikasyona
neden oldugu bilinen Clostridium botulinum riski ile kargl karsiya kalinmasina en
blyUk neden konservelerdir. Bunun yaninda sebzeler, jambon, fermente ya da tltsu
yoluyla Uretilen baliklar, salamura et Urlnleri bu bakteri tarafindan uretilen toksine
maruz kalinmasina neden olabilmektedir. insanlar icin ©6nemli derecede
patojeniteye sahip olan Listeria turl, Listeria monocytogenes’tir. Bu bakterinin
siklikla karsilasildigl gidalar ise taze ve yumusak peynirler, kanatli etleri, ¢ig kirmizi
et Urdnleri, jambon, sosis, salam gibi gidalardir. Bir diger ylksek patojeniteye sahip
bakteri Salmonelladir. Bulagisinin en yuksek oldugu gidalar ¢ig tavuk ve
yumurtadir. Ayrica sut ve sut Urunleri, deniz Urunleri, salatalar, ¢ig et arunleri, yari
pisiriimis tiketime hazir gidalar ve gocuk mamalari da Salmonella kontaminasyonu
riski tagimaktadir. Fekal kontaminasyonun indikatoru olarak bilinen Escherichia
coli’nin patojenik karakterde olmayan suslari oldugu gibi farkl virtlens faktorlere
sahip suslari da bulunmaktadir. E. coli’'nin dogal ortami sicak kanl hayvanlarin
bagirsaklaridir. Dolayisiyla digki ile kontamine olmug tum gidalar, bu bakteriyi
tasiyabilmektedir. Salatalarin, yeteri kadar 1sil igslem gérmemis ya da pisirildikten
sonra tekrar isitilmayan gidalarin tuketilmesi sonucu, bu bakterinin neden oldugu
enfeksiyon gorulmektedir. Bunlarin disinda Vibrio, deniz sularinda ve deniz
artnlerinde; Yersinia, domuz eti ve Urinlerinde, sutte; Campylobacter, blyuk ve
kliguk bas hayvanlarda, tavuklarda, meyve ve sebzelerde; Shigella, kanalizasyon
suyu ile kontamine olan gidalarda, c¢ig kiyma ve istiridyede siklikla ortaya
ctkmaktadir [20], [21], [24], [25], [28]-[31].

2.1.2. Gidalardaki Patojenlerin Kontroli

Gidalarin bozulmasina ve gida kaynakli hastaliklara neden olabilecek bakteriler s6z
konusu oldugunda hedef, bu bakterilerin sayilarini en aza indirmek yahut
gidalardaki varliklarini tamamen yok etmektir. Bu hedefleri gergeklestirmek igin tek

tek veya kombinasyon halinde uygulanabilen ydntemlerin  temeli;
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mikroorganizmalarin gidalara erisimini kontrol etme, gidalarda bulunan
mikroorganizmalari fiziksel olarak uzaklastirma, gidalardaki sporlarin ¢imlenmesi ve
mikroorganizmalarin Gremesini 6nleme/azaltma ile gidalardaki mikrobiyal hicreleri

ve sporlari dldurme geklinde 6zetlenmektedir [27].
Bu denetim ve koruma yontemleri 10 ana baglik altinda incelenebilir:

Erisimin Kontroll (Temizlik ve Sanitasyon): Hayvansal ve bitkisel gidalara pek ¢ok
kaynaktan mikroorganizma bulasisi olmaktadir. Mikroorganizmalarin  bu
kaynaklardan gidaya ulasmasini tamamen engellemek mumkin olmasa da,
baslangi¢ yukinu azaltmak ve mikrobiyal bozulma ile saglik riskini en aza indirmek
icin gidaya erisimlerini kontrol etmek mumkundur [27]. Sanitasyonun temel amaci,
mikroorganizmalarin gidaya erisimini prosesin her asamasi igin minimize
edebilmektedir. Uygun sekilde gergeklestirilen sanitasyon, islenmis gidadaki
mikroorganizma yukunu istenen seviyelere ¢cekmeye yardimci oldugu gibi, son
artndn raf dGmranidn uzamasina da katki saglamaktadir [32]. Sanitasyonun dnemli
asamalarindan biri isletme tasarimi olup; bu asama vyeterli aydinlatma,
havalandirma ve son urun ile ¢ig Granun islendigi alanlarin birbirinden ayriimasi, atik
sistemi gibi 6nemli noktalarda yapilan kontrolleri kapsamaktadir. Igletmede
kullanilan suyun, buzun, salamura ve kurleme solusyonlarinin kalitesi ve icerigi de
kontrol edilmekte, boylece proses esnasinda ¢apraz kontaminasyon riski en aza
indirilmektedir. Gida igletmelerinde puskurtmeli kurutma gibi bazi proses
asamalarinda gidayla direkt olarak temasta bulunan yuksek hacimlerde hava
kullaniimaktadir. Bu havanin filtrasyon gibi yontemlerle temizlenmis olmasi bu
kaynaktan gelebilecek kontaminasyonu minimize etmektedir. Ayni sekilde
personelin egitimli olmasi ve isletme igerisindeki ekipmanlarin kolay temizlenebilen
ve kontaminasyon riskini artirmayan yapi ve Ozellikte secilmesi de bu agsamada
alinan 6nlemler arasindadir. Gida igsleme ekipmaninin sanitasyonu igin gesitli fiziksel
ve kimyasal yontemler kullaniimaktadir. Bu ekipmanlarin sanitasyonunda kullanilan
fiziksel ajanlar sicak su, buhar, sicak hava ve UV isinlamayi igerir. Fakat esas
yaygin olarak kullanilanlar kimyasal dezenfektanlardir. Gida isletmelerinde siklikla
kullanilan dezenfektanlara ornek olarak klor bazli dezenfektanlar, iyodoforlar,

kuaterner amonyum bilesikler ve hidrojen peroksit verilebilir [33].
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Fiziksel Eliminasyonla Kontrol: Mikroorganizmalar kati ve sivi gidalardan cesitli
yontemlerle fiziksel olarak uzaklastirilabilir. Genel olarak, bu yontemler mikrobiyal
yukU azaltarak sonraki adimlarin daha etkili hale gelmesine yardimci olurlar. Bu
yontem genelde ¢ig gidalarda proses Oncesi asamada kullanilirlar. Fiziksel
eliminasyonda kullanilan yontemler arasinda santrifujleme (sut, meyve sulari,
suruplar), filtrasyon (alkolsiz i¢cecekler, bira, sarap, su ve puskurtmeli kurutma gibi
proseslerde kullanilan hava), kesme (sebze ve meyvelerdeki hasarli kisimlarin

kesilmesi) ve yikama sayilabilir [27].

Isil  islem ile Kontrol: Gidalardaki 1sil islem uygulamalarinin amaci
mikroorganizmalarin (kdf, maya, bakteri ve bakteriyofajlar da dahil olmak Uzere
virusler) vejetatif hicrelerini ve sporlarini yok etmektir. Sterilizasyon gibi ¢ok etkili
bir 1sil islemle gidadaki tum mikroorganizmalari yok etmek mimkun olsa da pek ¢ok
gidaya yalnizca belirli bazi patojenleri ve bozulma etmeni mikroorganizmalari yok
edecek sekilde isil islem uygulanmaktadir. Gidalara uygulanan isil igslemler ayrica
istenmeyen enzimlerin eliminasyonuna da yardimci olmaktadir. Mikroorganizmalari
yok etmek igin uygulanilan sicaklik ve 1sitma suresi baz alindiginda isil islemler iki
ana gruba ayrilabilir. Bunlarin ilki dusuk sicaklik uygulamalari ya da pastorizasyon
olup, bu uygulamalarda kullanilan sicaklik 100°C’nin altindadir. Pastérizasyonun
temel hedefi patojenlerin tim vejetatif hicrelerini ve gogu zaman bozulmaya neden
olabilen ¢ok sayida mikroorganizmayi (maya, kuf, bakteri ve viris) yok etmektir.
Sicaklik ve zaman, hem mikrobiyolojik hedefleri kargilamak hem de GrinUn kalitesini
dusurebilecek termal hasari en aza indirmek icin optimum kosullarda ayarlanir.
Sutln pastoérizasyonunda dusuk sicaklik uzun stre (LTLT; Low Temperature Long
Time) ve yuksek sicaklik-kisa sure (HTST; High Temperature Short Time) olmak
uzere iki temel norm yaygin sekilde kullaniimaktadir. Dusuk sicaklik-uzun sure
uygulamasi 62,8°C’de 30 dakika boyunca gergeklestirilirken, yiksek sicaklik-kisa
sure uygulamasi 71,7°C’de 15 saniye sureyle gergeklestiriimektedir. Bazi gidalari
Isitmak igin sicak su veya nemli i1s1 (6rneg@in et Urunleri i¢in) kullanimina ilaveten,
kurutulmus yumurta aklari ve kurutulmus hindistancevizi gibi diger Grtnler kuru 1si
ile pastorize edilmektedir. Bu UrUnlerde de, Uranun o&zelligine gore cesitli
pastorizasyon normlari kullaniimaktadir. Gidalara uygulanan isil islemlerde bir diger
temel uygulama yuksek sicaklik uygulamasidir. Bu uygulamalarda gidalar 100°C

uzerindeki sicakliklara isitilmaktadir. Cogu urtin, normal depolama kosullari altinda

19



iceriginde gogalabilecek mikroorganizmalari yok etmek icin ticari olarak “steril”
olacak sekilde islem gorlr. Asiditesi dusuk (pH>4.6) gidalar yuksek sicakhk
degerlerinde islem gorurken yuksek asiditeye(pH<4.6) sahip gidalar, asitligin
getirdigi koruyucu 6zellik nedeniyle daha dusuk sicakliklarda iglem gormektedirler.
Ticari sterilite, bir gidayi ¢ok yuksek sicakliklarda kisa bir sure 1sitarak da elde edilir.
Bu igslem ultra yuksek sicakhk (UHT) islemi olarak belirlenmistir. Stt, 150°C'de 2-3

saniye iglem gorerek oda sicakliginda saklanabilir hale getirilmektedir. [34], [35].

Dusuk Sicaklik ile Kontrol: Gidalari dusuk sicakliklara maruz birakarak koruma
yonteminde temel amag mikroorganizmalarin Gremesini 6nlemek veya azaltmaktir.
Duasguk sicaklik, mikrobiyal enzimlerin, oOzellikle 1siya dayanikli proteazlarin ve
lipazlarin katalitik aktivitesini azaltmakta veya engellemektedir. DisUk sicakliklarda
sporlarin gimlenmesi de azalmaktadir. Gidalar, raf dmrinU uzatmak igin dusuk
sicakliklarda farkli yollarla depolanmaktadir. Cogu taze meyve ve sebze, metabolik
hizlarini disirmek i¢in 10-20°C veya daha dusuk sicakliklarda tutulmaktadir. Kolay
bozulabilen Urlnler genellikle 7°C'nin altinda distk sicaklkta, genellikle diger
koruma yontemleri de kullanilarak depolanir. Gidalari korumak amaciyla uygulanan
duguk sicaklikla kontrol yontemlerinden biri buzda sogutmadir. Bu yodntem
yiyeceklerin buz tzerinde tutuldugu perakende magazalarda kullanilir. Buzla temas
eden yluzeyin sicakhgi 0-1°C'ye kadar dusebilmektedir. Taze balik, deniz Grlnleri,
etler, kesilmis meyveler, sebze salatalari ve hazir yemek ¢esitleri gibi bazi gidalarda
bu yontem uygulanmaktadir. Bir diger yontem ise sogutma olup, bozulabilen Urinler
icin 4,4°C ve altindaki sicakliklar istenen sogutma sicakhigi olarak kabul
edilmektedir. Ticari gida isletmelerinde bozulabilen gidalarin sogutulmasi icin (taze
et ve balik gibi) yaklasik 1°C’ye kadar dusen sicakliklar kullanilabilmektedir. Cig ve
islenmis bitki ve hayvan kokenli gidalar ile tiketime hazir gidalar artik siklikla
sogutma yontemiyle korunmaktadir. Bu gidalardan bazilarinin 60 gun veya daha
fazla depolama dmriine sahip olmasi beklenmektedir. Gidalari korumada kullanilan
dusuk sicaklik uygulamalarindan biri de dondurma olup ev tipi dondurucularda
kullanilan minimum sicaklik -20°C'dir. Bu sicaklik bir gidanin igindeki serbest suyun
¢ogunun donmus halde kalacagdi bir sicakliktir. Donma igin kuru buz (-78°C) ve sivi
azot (-196°C) da kullanilabilir. Donmanin ardindan gidalarin sicakligi yaklasik -20
ile -30°C civarinda kalmaktadir. Gidalarin ttiriine bagh olarak dondurulmus gidalar

aylarca hatta bir yildan daha uzun bir sure bile depolanabilmektedir. Hammadde
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(sebze, meyve), et, balik, islenmis UrGnler ve pismis Urunler dondurma yontemi ile
korunabilmektedir [27], [34], [36].

Azaltilmig Su Aktivitesi ile Kontrol: Gidalarin su aktivitesi degeri (aw) icerdikleri
serbest su seviyesi ile dogru orantilidir. Mikroorganizma gelisimi, su aktivitesindeki
hafif bir azalmayla bile olumsuz yonde etkilenebilmekte; bu da gidalardaki bozulma
etmeni olan bakterilerin Gremesini geciktirmek ve 6nlemek icin kullaniimaktadir.
Kullanilan yoéntemlerin temelinde bu serbest suyun uzaklastirimasi ya da
mikroorganizmalar tarafindan kullanilamayacak sekilde baglanmasi yatmaktadir.
Dusuk aw degerlerinde mikrobiyal hicreler canlihidr kaybedebilmekte ya da zaman
icinde zarar gormektedir. Bununla birlikte, bu sadece patojenlerden gelen gidanin
guvenligini saglamak icin kullanilamaz. Tek bagina kullanilan etkili bir koruma
yontemi olmasa da, gidalarin raf Gmrunu uzatabilmek amaciyla diger yontemlerle
kombine halde kullanilabilmektedir [27], [37].

Duslik pH ve Organik Asitler ile Kontrol: Gidalari koruma amaciyla zayif organik
asitler kullanmanin baglica amaci, gidanin pH degerini mikrobiyal buyimeyi kontrol
etmek i¢in azaltmaktir. Minimum buydme pH'sindan daha duasuk bir pH; enerji
uretimi, enzimatik aktivite, besin maddelerinin taginmasi gibi faktorleri etkileyerek
mikrobiyal buyumeyi onlemektedir. Bunun yaninda mikroorganizmalar dusuk pH
derecelerinde hasar gormekte ya da o6lmektedirler. Gidalarda kullanimina izin
verilen asetik asit, propiyonik asit, laktik asit, sitrik asit ve sorbik asit gibi organik
asitler gidalardaki mikrobiyal Gremeyi kontrol etmek igin kullaniimaktadir [27], [38],
[39].

Modifiye Atmosfer ile Kontrol: Modifiye atmosfer uygulamalarinin amaci, gida
icindeki istenmeyen mikroorganizmalarin buylimesini kontrol etmek veya
azaltmaktir. Bu teknik ayrica taze gidalarin enzimatik aktivitelerini geciktirmeye de
yardimci olur. Vakum ambalajlama yapilmis veya % 100 COz, % 100 Nz veya COq-
N2 karigimi ile muamele edilen Urtnlerdeki aeroblarin (kufler, mayalar ve aerobik
bakteriler) buyimesi engellenir. Bununla birlikte, bu kosullar altinda anaerobik ve
faklltatif anaerobik bakterilerin Gremelerini kontrol etmek igin baska teknikler
kullanilmasi gerekmektedir. Modifiye atmosfer ambalajlama uygulamalarindan biri
“Kontrolli Atmosfer Paketleme” olup bu ydntemde, bir depolama tesisindeki

atmosfer degistirilir ve gaz seviyeleri surekli olarak izlenir, gerekirse ayarlanir.
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Meyve ve sebzeleri taze tutmak i¢in uzun vadeli depolamada kullanilir. Bir diger
yontem “Modifiye Atmosfer Paketleme”dir. Bu yodntem, Kontrolli Atmosfer
Paketleme’nin tersine, depolama stresinin tamami boyunca gaz ortaminin kontrol
edilmesini gerektirmez. Bu yontemde, gidalar ambalaj malzemesi igerisine alinir,
hava paketten c¢ikarilir ve daha sonra belirli bir gaz veya gaz kombinasyonu
uygulanir ve paket hermetik olarak kapatilir. Vakum Ambalajlama gidalarda
kullanilan bir diger yontem olup, bu ydontemde havanin paketten ¢ikarilmasi ve daha

sonra paketin hava gecgirmez gekilde kapatilmasi esastir [27], [40], [41].

Antimikrobiyal Koruyucular ile Kontrol: Antimikrobiyal kimyasallar gidalarda
istenmeyen mikroorganizmalari oldurmek ya da uremelerini kisitlamak amaciyla
nispeten dusuk dozlarda kullaniimaktadirlar. Farkh mikroorganizmalar Gzerinde
gosterdikleri etkiye gore gesitlilik gosterebilmektedirler. Bunlarin bir kismi pek gok
mikroorganizmay etkileyebilirken bir kismi daha dar bir spektrumda ve daha
spesifik etki gosterebilmektedir. Spesifik gruplara karsi etkilerinin 6zgulligine bagh
olarak germisit (her gesidi oldurlr), fungisit, bakterisit, sporisit ve virisitler olarak
gruplandirilirlar. Gidalarda kullanilabilen antimikrobiyal koruculara o6rnek olarak
nitrit, sulfur dioksit ve sdulfitler, hidrojen peroksit, etilen ve propilen oksit, asitler,
parabenler, diasetil, karbondioksit, kitozan, lizozim, gliserol monolaurat, tetrasiklin

ve cesitli baharatlar verilebilir [27].

Isinlama ile Kontrol: Gidalarda isinlanma ile koruma yontemlerinin kullaniima sebebi
iyonizasyonun gidanin igerdigi mikroorganizmalar Uzerindeki yok edici gucudur.
Kullanilan yénteme bagli olarak kifler, mayalar, bakteri hlicreleri, sporlar ve virtsler
batinuyle ya da kismen yok edilebilir. Bunlara ek olarak i1sinlama ile gidalarda
bulunan kurt, bocek ve larvalar da yok edilir. Ayni sekilde patates ve sodan gibi bazi
artnlerdeki filizienmenin de dnune gegilebilir. Fakat 1sinlama toksin ve enzimler
uzerinde etki gdéstermemektedir. Sicaklik iceren bir uygulama olmadigindan isinin
gidanin ozellikleri Gzerindeki negatif etkileri bu yontemde ortaya ¢ikmamaktadir.
Buna karsin 1ginlama, yuksek dozajlarda uygulandiginda lipidlerin oksidasyonu ile
proteinlerin denatirasyonuna neden olabilmektedir. Isinlama guvenli bir yontem
olmasina karsin, genel tuketici kanisi nedeniyle ¢cok yaygin kullanilamamaktadir
[27], [42].
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Gidalarin korunmasi ve gida kaynakli patojenlerin kontrolinde kullanilan ve 10 ana
baslik altinda incelenen bu klasik yontemlerin diginda yenilikgi yontemler de ortaya
cikmakta ve basariyla uygulanmaktadir. Bu yontemlere ohmik ve induktif 1sitma,
darbeli elektrik alan, yuksek basing iglemi, salinimli manyetik alan, ultrason ve

darbeli x-Ray uygulamalari érnek olarak verilebilir [27].

2.1.3. Patojenlerin Antibiyotik Direnci ve Yarattigi Riskler

Antimikrobiyal diren¢ bir mikroorganizmanin (bakteri, mantar, viris veya parazit)
baglangicta duyarli oldugu bir ilaca artik tepki vermemesi durumunda geligir. Bu
durumda o hastaligin standart tedavileri artik ise yaramamaktadir. Ayni zamanda
enfeksiyonlar kontrol edilmesi zor ve hatta imkansiz bir hal alirken, baskalarina
enfeksiyon yayilmasi riski de artar. Bu risklerin artmasiyla ekonomik kayiplarin da
artmasi kaginilmazdir. Ginimuizde antimikrobiyal direng, halk saghg icin giderek
daha ciddi bir tehdit halini almaktadir [43]

Bakterilerin gelistirdigi antibiyotik direncine cesitli faktorler sebep olabilmektedir.
Antibiyotik direncinin gelisimindeki genetik faktorler o bakteri igin karakteristik bir
ozellik olabilir ve bu durumda direng kendiliginden gelismis olup mikroorganizmanin
biyolojisine baglidir. Ornegin, E. coli vankomisine kendiliginden direnclidir [44].
Sonradan edinilmis diren¢ ise dis genlerin plazmidlerle (konjugasyon veya
transformasyon), transpozonlarla (konjugasyon), integronlar ve bakteriyofajlarla
(transduksiyon) edinimi, hlcresel genlerin mutasyonu ve bu mekanizmalarin
kombinasyonu yoluyla olusmaktadir [44]-[46]. Genetik diren¢g mekanizmalarinda en
onemli faktorlerden biri yatay gen transferidir. Bir bakteriden digerine direng
genlerinin aktarimi, yatay gen transferi olarak adlandirilir [47]. Bir bakteride direng
geninin aktariminin temel mekanizmalari plazmid aktarimi, viral iletim yoluyla

aktarim ve serbest DNA transferidir.
Genler Ug ana yolla aktarilabilir [46], [48], [49] :

1. Transduksiyon (bakteriyofajlar ve integronlar yoluyla),
2. Konjugasyon (plazmidler ve konjugatif transpozonlar yoluyla)
3. Transformasyon (kromozomal DNA ve plazmidlerin bir kromozom igine dahil

edilmesiyle)
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Bakterilerin ilaclara direng gelistirmesinde biyokimyasal mekanizmalar da rol
oynayabilmektedir. Onemli biyokimyasal diren¢g mekanizmalarindan biri antibiyotik
inaktivasyonu ya da modifikasyonudur. Antibiyotiklere etki ederek onlarin
inaktivasyonuna yol acan ¢ ana enzim vardir. Bunlar B-laktamazlar,

aminoglikozidaz modifiye eden enzimler ve kloramfenikol asetiltransferazlardir [44].

Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (Centers for
Disease Control and Prevention, CDC) ilaglara direncli 18 patojeni listeleyerek
bunlari Acil, Ciddi ve Endise Verici tehditler olarak kategorize etmistir. Acil sinifina
alinan ug¢ tehditten ilki Clostridium difficile kaynakli olup bu enfeksiyonlarin élumcul
ishallere yol acabildigi ve c¢ogunlukla yakin zamanda medikal tedavi almis ve
antibiyotik kullanmis kisilerde ortaya c¢iktigi belirtiimistir. Yilda C. difficile kaynakli
250 bin enfeksiyon goruldugu, ve yaklasik 14 bin 6lum yasandigi bildirilmistir.
Carbapenem-Direncli Enterobacteriaceae (CDE) ise bu listede ikinci sirada yer
almaktadir. Bu enfeksiyonlar iyilestiriimesi zor ya da iyilestiriiemez enfeksiyonlar
arasinda yer almakta olup CDE neredeyse gunimuizde kullanilan antbiyotiklerin
tamamina diren¢ gostermektedir. Sunulan istatistiklere gore yilda CDE kaynakl
yaklagik 9 bin enfeksiyon gorunmekle birlikte, bunlardan 600 kadari olimle
sonucglanmaktadir. Acil tehditler sinifinda Gg¢lncu sirada ise Neisseria gonorrhoeae
kaynakli enfeksiyonlar bulunmaktadir. N. gonorrhea cinsel yolla bulasan bir hastalik
olan belsodukluguna sebep olmakta ve yilda yaklasik olarak 246 bin antibiyotik
direncli belsoguklugu enfeksiyonu gorulmektedir. Ciddi tehditler sinifinda ise g¢oklu
ilag direncli Acinetobacter, ila¢ direncli Campylobacter, flukonazol direngli Candida,
genigletiimis spektrumlu Enterobacteriaceae, vankomisin direncgli Enterococcus,
¢oklu ila¢g direngli Pseudomonas aeruginosa, ilaca direngli tifoid-olmayan
Salmonella, ilaca direncli Salmonella serotype Typhi, ilaca direngli Shigella, metisilin
direngli Staphylococcus aureus, ilag direngli Streptococcus pneumoniae ve ilag
direncgli tiberklloz yer almaktadir. Son sinif olan “Endise Verici” tehditlerde ise
vankomisin direnc¢li Staphylococcus aureus, eritromisin direngli Grup A

Streptococcus ve klindamisin direncli Grup B Streptococcus bulunmaktadir [50].

Bakterilerin antibiyotik direncinin yarattigi dezavantajlarin 6ntine ge¢mek igin
yapilan tum calismalara karsin gunumuzde antibiyotik direnci hala hayati 6nem
tasiyan bir sorun halindedir. Bu da arastirmacilari antibiyotiklere alternatif tedavi

yontemleri bulmaya itmektedir.
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2.2. Fajlar
2.2.1. Fajlar ve Genel Ozellikleri

Bakteriyofajlar, kisaca faj olarak da adlandirilan sadece prokaryotik hucreleri
enfekte eden viruslerdir [51]. Diger virusler gibi fajlar da ancak etkili olduklari
konakg! hlcreleri bulduklarinda aktif hale gelmektedirler. Dolayisiyla tek baslarina
yasamlarini surdurebilecek hucre yapisina ve organellere sahip degildirler. Protein
yapisinda kapside, yine protein yapisinda kontraktil olan yada olmayan uzun ya da
kisa kuyruga sahiptirler. Bazilari ise polihedral, filamentéz veya pleomorfik
yapidadirlar. Kimisi lineer veya dairesel tek yada cift zincir DNA’ya sahipken kimisi
de ayni ozelliklerde RNA’'ya sahiptirler. Ayrica iclerinde lipid yapi tasiyanlarda
bulunmaktadir [52].

Fajlar, deniz sulari da dahil gevremizde en ¢ok bulunan bakterilere etkili parazitler
olarak bilinmektedirler ve sayilarinin 103°-1032 civarinda oldugu tahmin edilmektedir.

Ayrica konakgilar olan bakterilerden de 10 kat fazla olduklari tespit edilmistir [53].

2.2.2. Fajlarin Kesfi ve Siniflandiriimalari

Viruslerin varligina dair ilk caligma 1892 yilinda Dimitri Iwanowski adli bilim adamina
aittir [52]. Bakterilere etkili virislerin varligi ise 1915 ve 1917 yillarinda sirasiyla
Frederick W. Twort ve Felix d’Herelle tarafindan ortaya konmustur [54]. Pek ¢ok
kitapta ya da makalede, fajlar ile ilgili ilk bilginin bu arastirmacilara ait oldugu
belirtiimis olsa da fajlarin litik aktivitesine dair ilk bulgunun, 1896 yaptigi calisma ile
Ernest Hankin’e ait oldugu belirtiimektedir [55].

Elektron mikroskobunda elde edilen gelismeler sayesinde, 1930’lu yillarda fajlar,
incelenmeye baslanmis fakat basit bir siniflandirma kriteri bulunamadigindan
basarili olunamamigtir [56]. Ancak daha sonra Avustralyali bir aragtirmaci 1937’ de
fajlarin bayuklUklerinin farkh olabildigini ve farkl fajlarin farkh kimyasallara direncli
olup olmadigini ortaya koymustur [57]. 1943 yilinda Ruska, fajlarin morfolojik olarak
cesitlilik gosterdigini, 1948 yilinda ise Holmes, Virales takimi icinde tek bir aile
(Phagaceae) ve tek bir cins (Phagus) iginde yer alabileceklerini belirtmistir. Bu
sekilde siniflanmis 46 faj tlrd icin konakgi spektrumu, plak ve partiktl bayuklugu,
ure ve sicakliga direnglilik kriterleri temel alinmistir [58]. 1960’ yillarda ise virdsin

yapisal 6zelliklerinin (kapsid sekline, zarfi olup olmamasina ve kapsomer sayisi) ve
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tasidiklari nukleik asitin baz alindigi bir siniflama sitemi geligtirilmistir. Ancak bu
sistem terkedilmistir. 1965 yilinda viruslerin isimlendirilmesi igin bir komite kurulmus
ve A Provisional Committee on Nomenclature of Viruses (PCNV) olarak
adlandinimigtir. Daha sonra bu komitenin adi Uluslararasi Viris Taksonomi
Komitesi (International Committee of Taxonomy of Viruses, ICTV) olarak
degistirilmistir. Bu komitenin 1971 yilinda ilk yayinladigi rapor ile alti cins faj (T-grup
fajlar, 1, lipid iceren faj PM2, f X grup, filamentéz faj, RNA iceren faj grubu)
tanimlanmistir [57], [58]. Bradley adli arastirmaci ise, sadece fajlarin morfolojik
yapisini ve tasidiklari nukleik asiti baz alarak basit bir siniflama yapmis ve fajlari
A’dan F’ e kadar 6 gruba ayirmistir (Sekil 2.1.). Bu siniflamaya gore fajlar, A.
kasilabilen kuyruga, B. uzun kasilmayan kuyruga, C. kisa kuyruga sahip, D. kubik

DNA iceren, E. kibik RNA igceren ve F. filamentdz fajlar olarak birbirinden ayriimistir

0000C

Sekil 2.1. temelinde T4 (A), A (B), PM2(C), ®X174(D), MS2(E) ve fd(F) fajlari
(Bradley tarafindan yapilan siniflamadan uyarlanmistir [59].)

Sadece fajlarin degil tim virUslerin siniflandirilabilmeleri igin olusturulmus olan
ICTV, galigilan tim virtslerin tasidigi 6zellikleri belirlemektedir. Bu 6zellikleri dikkate

alarak “Polythetical Species Definition” na goére siniflandirmaya caligsmaktadir.
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ICTV, “Polythetical Species Definition” yani tum oOzellikleri degil de ¢ogu 6zellikleri
ortak, tasinabilir kriter seti hazirlamaktadir ve GenBank (NCBI)'da yer alan genom
dizilimlerini ve proteinleri kullanmaktadir. Fajlar s6z konusu oldugunda en onemli
Ozelliklerin nukleik asit dogasi, morfolojik yapi, fizikokimyasal Ozellikler ve tim
genomik sekansin belirlenmesi oldugu anlasiimaktadir. Dolayisiyla bu siniflama
sistemi ile bir faj, belirlenmis 0Ozelliklerden tamamini veya bir kismini tasiyarak
tanimlanabilmektedir [57], [60]-[62].

Daha o6nce de bahsedildigi gibi fajlarin siniflandirma ¢alismalarina elektron
mikroskobu ile baglanmigtir. Diger alanlarda oldugu gibi elektron mikroskobunda da
kaydedilen tim teknolojik gelismeler, fajlarin siniflandiriimasinda buglne
gelinmesini saglamistir [61]. 1959-1990 yillari arasinda 3400 [63], 1990 ile 2000’li
yillari arasinda 5100 faj [64] tanimlanmis, 2007 yilinda ise bu sayi 5500’e ulagsmistir
[65] ve calismalar devam etmektedir [61]. 2012 yili itibariyle toplamda morfolojik
olarak tanimi yapilmis prokaryotlara etkili 6300 viris bulunmaktadir. Bunlardan
yaklasik % 96.3’U kuyruklu fajlara ait olup geri kalan % 3.7’lik kismi sadece 230 adet
olan polihedral, filamentdz veya pleomorfik yapida olan fajlar olusturmaktadir.
Kuyruklu fajlarin yer aldigi ailelerden biri olan Siphoviridae familyasi da en blyuk
aileyi olusturmaktadir. Sonug¢ olarak buglne kadar tanimlanmis bakterilere ve
arkelere etkili virGslerin tamami 12 sinif, 3 takim ve 65 familya icinde yer almaktadir.
Sadece bakteriyofajlar dustnuldiginde ise Siphoviridae, Myoviridae, Padoviridae
familyalarini bunyesinde barindiran Caudovirales takimi ve ayrica 7 familya

icerisinde yer almaktadir [61].

2.2.3. Fajlarin Yagam Dongiileri

Fajlarin bulunduklar ortamda etkili olduklari konakgilari olmadigi zaman aktivite
gOstermeleri ve ¢gogalmalari mimkun degildir. CUnkl diger mikroorganizmalar gibi
yasamlarini surdurebilecek gerekli metabolizmaya sahip degildirler. Fajlarin
ortamda etkili olduklari konakg! ile karsilasmalari durumunda takip ettikleri iki tip
yasam dongusu vardir. Bunlar, litik ve lizogenik yagsam dongusuddur. Litik yasam
dongusu ile varliklarini devam ettiren fajlara virtlent faj, lizogenik yagsam déngusu

ile varliklarini devam ettirenlere de temperent faj denilmektedir. E. coli’ye etkili olan
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T4 ve A fajlarinin, sirasiyla litik ve lizogenik karakterdeki fajlarin model ornekleri
oldugu bilinmektedir [60].

Littk Yasam Dongusu: Fajin sectigi litik yasam dongusu 5 ana agsamadan

olusmaktadir:

1. Fajin bakteri ylizeyine adsorbsiyonu
Faj DNA’sinin bakteri sitoplazmasina injeksiyonu
Faja ait genom ve proteinlerin sentezlenmesi

Faj bilesenlerinin montaji ve genomik materyalin kapsid igine paketlenmesi

o b~ 0N

Olgun fajlarin ortama salinmasi

Bakteri ylzeyinde bulunan polisakkaritler, pili ve flagella gibi bilesenler fajin
baglanmasi igin gerekli reseptorlerdir. Faj ylizeyindeki bilesenlerin bu reseptorler ile
bulusmasi sonucu baglanma geri donusumsuz bir sekilde gergeklesmektedir. Daha
sonra kuyruklu fajlarda kuyruk plaginin indukledigi bir mekanizma ile faj DNA’sI
bakteri icine aktariimaktadir. Faj DNA’sinin hicre igine aktarimi tamamlandiktan
sonra bakteriye ait DNA ve RNA polimerazlarini kullanarak kendine ait DNA
replikasyonunu ve protein sentezini gergeklestirmektedir. Sonrasinda faj tarafindan
kodlanan protez enzimleri ile yapisal proteinlerin konformasyon degisimleri
saglanmaktadir. Konformasyonel degisime ugrayarak olusturulan kapsid igcinde
replikasyonu tamamlanmig DNA  paketlenmekte ve kuyruk kapside
birlestiriimektedir. Fajlarin montaj islemleri tamamlandiktan sonra faj tarafindan
sentezlenmis olan lisin, holin gibi hidrolazlar hicre duvarinin pargalanmasini

dolayisiyla olgun fajlarin ortama salinmasini saglamaktadir [54], [60], [66].

Lizogenik yasam donglUsu: Bu yasam donguslnu secen fajlarda da dongu, litik
fajlarda oldugu gibi ilk olarak adsorbsiyon ve genomik materyalin hicre igine
aktariimasiyla baglamaktadir. Sonrasinda ise hem fajin replikasyon modulinde
bulunan proteinlerin hem de hticre iginin fizyolojik durumunun etkisiyle fajin ilk gen
artnd, faj genlerinin Uretilmesini baskilayan represoér proteinini indikler ve bu da faj
sentezi icin gerekli olan diger bilegenlerin sentezinin durdurmaktadir. Dolayisiyla
faja ait DNA hucre iginde sirkuler formda plazmid gibi kalmakta ya da konakgi
genomuna dahil olmaktadir. Bakteri genomuna dahil olan faj genomuna profa;j
denilmektedir. Bundan sonraki asamada bakteri normal yagsam periyoduna devam
etmekte, faj DNA’sI da bakteri DNA’sinin bir pargasi olarak gogalmaktadir [54]. Bu
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sure¢ profaji indukleyebilecek mutajenik ajanlar, sicaklik degisimi gibi faktorlerin

devreye girmesine kadar devam etmektedir [60].

2.2.4. Faj Terapinin Tarihi ve Guncel Uygulamalari
Faj terapinin tarihi dért ana déneme bdllnebilir: erken donem, elestirel stiphecilik
doénemi, terk etme dénemi, yakin ilgi ve yeniden degerlendirme dénemi. Faj terapiye

karsi degigen tutumlar, hem bilimsel hem de kulturel etkilerin yansimasidir [67].

Faj terapinin tarihi, fajlarin kesfinden hemen sonra baslamaktadir. Fajlarin
kesfedilmesinin ardindan bakteriyofajlar terapoétik olarak ilk kez d'Herelle tarafindan
dizanteri tedavisinde kullaniimistir. Hazirlanan fajlar 12 yasindaki bir cocuga
uygulanmadan once guvenligini dogrulamak amaciyla d’Herelle, Hutinel ve bazi
hastane calisanlarina uygulanmig, fajlarin hastaya uygulanmasinin ardindansa
dizanteri belirtileri kesilmis ve hasta birkag gun igcinde tamamen iyilesmistir [68]. Bu
konuda vyayinlanan ilk calisma ise 1921'de Staphylococcus kaynakli cilt
hastaliklarinin tedavisinde fajlari kullanan Richard Bruynoghe ve Joseph Maisin

tarafindan yapilmigtir [5].

Gittikce yayginlasan faj terapi arastirmalarinin yani sira, bu ilk donemde ticari faj
preparatlari da Uretiimeye baslanmistir. Oswaldo Cruz Enstitist (Rio de Janeiro,
Brezilya) 1924 yilinda Latin Amerika Ulkelerinde dizanteri ile micadele etmek igin
bakteriyofaj uretimine baslamistir [69], [70]. Buna ek olarak 1940'larda, Eli Lilly
Company (Indianapolis, IN) Staphylococci, Streptococci, Escherichia coli gibi
patojenlere karsi hazirlanan preparatlar da dahil olmak Uzere insanlarda kullaniimak
uzere gesitli faj GrGnleri Gretmis ve bu Urlnler ¢ok sayida enfeksiyonu tedavi etmek
icin kullanilmigtir [5], [68].

Monroe Eaton ve Stanhope Bayne-Jones 1934'te faj tedavisi Uzerine yapilmis
bildirimleri inceleyerek ayrintili bir derleme yayinlamis ve faj terapiye pek ¢ok elestiri
getirmistir [71]. Bu raporun bir devami niteliginde olan ikinci bir rapor Albert Krueger
ve Jane Scribner tarafindan yayinlanmis ve bu raporda da faj terapiye olumsuz bir
yaklagim getirilmistir [72]. Hem faj terapinin etkinligine stpheyle yaklasan bu gibi
calismalarin, hem de 2. Dinya Savasi ve takip eden dénemde antibiyotiklerin Uretim
kolayligi, nispeten genig etki yelpazesi ve preparat stabilitesi gibi avantajlarinin

etkisiyle Bat’'da antibiyotik kullanimi hizla artarken faj terapi ve ticari faj tretimi
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popularitesini kaybetmigtir. Bununla birlikte Sovyetler Birligi'nde fajlar kullaniimaya
devam edilmistir [67].

Faj terapi uygulamalariyla ilgili detayl bilginin blyidk kismi Eliava Institute of
Bacteriophages, Microbiology and Virology (Tiflis, Gurcistan) ile Hirszfeld Institute
of Immunology and Experimental Therapy (Wroclaw, Polonya) merkezlerinden
edinilmistir. Gurcistan, faj terapinin standart tip uygulamalarinin bir pargasi oldugu
ve fajlarin hastanelerde rutin olarak kullanildigi tek yerdir. Eliava Enstittsu, fajla ilgili
temel arastirmalarda buyuk adimlar atmig, faj terapi igin faj kokteylleri ile prostat ve
sistik fibroz gibi hastaliklar igin yeni ilaglar gelistirmistir. Ayrica, bolgesel sularda
kolera ve enterik patojenlerin izlenmesi ve sarbon ile brusellozun hizli tespiti de dahil
olmak Uzere cevresel ve potansiyel biyoterdrizm sorunlariyla da ugrasmaktadirlar
[73]. Gunumuzde Eliava tarafindan kurulan Eliava BioPreparations Ltd. tarafindan
ticari fajlar Uretilmekte olup Gurcisan disinda Azerbaycan gibi baska Ulkelere de
satiimaya baglanmistir. Bir bagka sirket, Eliava Diagnostics, gunde genellikle
antibiyotik tedavilerinden fayda gbérememis ortalama 50-60 hastayl tedavi
etmektedir. Eliava, 2010 yilinda yurtici ve yurtdisindan gelen hastalara hizmet veren
Eliava Faj Terapi Merkezi'nin de acgilmasiyla faaliyetlerini blyitmistiir. Ote yandan
isbirlikgi projeler ile Batih arastirmacilarla da faj preparatlarinin gelistiriimesi ve
uygulanmasina iligkin bilgilerini paylagsmaktadirlar. 1995-2010 doneminde, 50'den
fazla igbirligine dayal uluslararasi proje gercgeklestirilmis ve bunlar bir takim dnemli

yayinlarla sonuglanmistir [68], [73]-[78].

Hirszfeld Enstitlisu ise 1952'de kurumus ve faj terapi arastirmalarina aktif sekilde
dahil olarak terapdtik fajlari enfeksiyonlarin tedavisinde kullanmistir. Enstitinin
bakteriyofaj laboratuvari, septisemi, furonkdloz ve akciger ile idrar yolu
enfeksiyonlari gibi hastaliklarin tedavisine yonelik fajlarin gelistiriimesinde ve
uretilmesinde 6nemli bir arag islevi gérmustir. Codu durumda, fajlar geleneksel

antibiyotik tedavisine direngli bakterilere karsi kullaniimigtir [5], [79].

1980'lerde Smith ve Huggins'in calismasi ile faj terapi ingilizce literatiir tarafindan
yeniden kesfedilmigtir. Bu durum Sovyetler ve Polonya'nin yapmis oldugu
calismalara erigsimin artmasiyla 1990'll yillarda hiz kazamistir. 2000'li yillardan
baslamak Uzere, genetik ve yaygin ekoloji temelli faj arastirmalarinin populerlik
kazanmasiyla bu alanda yapilan ¢alismalar hem nicelik hem de nitelik agisindan
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zenginlesirken, faj terapi gunumuzde hala etkin sekilde devam eden ¢aligmalari ile

arastirmacilar igin ilgi ¢ekici bir konu halini almistir [80], [81].

Son yillarda faj terapinin tekrar gindeme gelmesiyle fajlarin ticari olarak Uretimi de
diinya gapinda yayginlasmaya baslamistir. Insandaki faj terapinin yani sira bu
artnler ciftliklerde, gida Urlnleri ve ekipmanlarinda, veterinerlik gibi farkl alanlarda
da kullaniimaktadir. Ticari preparatlar Greten firmalara 6rnek olarak EBI Food Safety
(Wageningen, Hollanda) verilebilir. Bu firmada gida guvenligi temelli faj kokteylleri
uretiimekte olup bunlar Listeria’'ya karsi kullaniimaktadir. Biochimpharm (Tiflis,
Gurcistan) dizanteri, dispepsi, kolit ve enterokolit gibi hastaliklarin tedavisi igin
kullanilan, sivi ya da tablet formunda olabilen cesitli faj karisimlari tGretmektedir.
Benzer sekilde, Omnilytics (Salt Lake City, Utah) domates ve biber bitkilerinde
zararh bakterileri dnleyen ve kontrol eden, dogal, glvenli ve etkili bir tedavi yontemi
uzerinde galismaktadir. Biophage Pharma Inc. (Montreal, Kanada) ¢evresel terapi
ve teshis, antibakteriyel direng¢ sorunlarina yénelik faj Grtinleri ve biyoterdrizme karsi

silah gelistirme gibi konularda arastirma-gelistirme ¢alismalari yarttmektedir [82].

Gunumuzde faj terapi, insan sagliginda oldugu kadar gida endustrisinde de 6nemli
bir yaklasim olarak goérulmektedir. Fajlarin gida guvenligi amaciyla kullanimina,
hayvanlardaki mikrobiyal ylUklu azaltan faj terapi uygulamalari 6rnek gosterilebilir.
Bunun disinda fajlar proses esnasinda gidalardaki mikrobiyal yUku azaltmada,
gidanin temas ettigi ylzey ve ekipmanlarin sanitasyonunda ve son urdnlerin
depolama  suUresince  patojenlerin kontaminasyonundan korunmasinda
kullanilabilmektedir [83]. Benzer sekilde son zamanlarda fajlarin ve faj litik
proteinlerinin gida endustrisinde sorun yaratan biyofilmlerin eliminasyonu igin

yapilan galismalarda basarili sonuglar elde edilmistir [84].

2.2.5. Faj Terapinin Olumlu ve Olumsuz Yonleri

Antibiyotige direngli tlrler ve bunlara bagli enfeksiyonlarin giderek artmasiyla faj
terapinin yeniden gundeme gelmesi, bu konudaki soru isaretleri ve tartismalari da
beraberinde getirmistir. Fajlarin, antibiyotige direngli turler Gzerinde de etkili
olabilme, dogal floraya antibiyotige oranla ¢ok daha az zarar verme, bakterilerin

direng gelistirmesi olasiliginin daha dusuk olmasi gibi avantajlarinin yani sira insan
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saghgina etki, seri tretim zorlugu, konakgi skalasi, vicuttan atilma suresi gibi bazi

konularda gesitli sorgulamalar ve kaygilar bulunmaktadir.

Fajlarin terapotik ajanlar olarak kullanilma potansiyeli, en bagta insan sagligina ne
tip etkileri olabilece@i sorusunu gundeme getirmektedir. Esasinda fajlarin insanlar
uzerindeki etkisinin ilk olarak kendilerini kesfeden d’Herelle tarafindan, bugin kabul
gorecek bir ydontemle olmasa da, arastirildigi séylenebilir [85]. d’Herelle, hazirladigi
faj preparatlarinin gtivenligini, kendisi, ailesi ve is arkadaslari Uzerinde denemis ve
higbir denek hastalik belirtisi gostermemistir [86]. Faj terapi ¢cok uzun yillar boyunca
insanlar Uzerinde denenmis olmasina ragmen, insan vicudunda belirgin ve onemli
bir olumsuz etki yarattigina dair bir veri yoktur [82]. Kaldi ki fajlar, insan agiz
florasindan diskisina kadar pek ¢ok ortamda dogal olarak bulunmakta, bunun yani
sira sehir igme sularinda, gidalarda ve hatta asilarda bile faj varligina
rastlanabilmektedir [87]—[89]. Fajlarin glvenligi Uzerinde genis kapsamli pek ¢ok
calisma yapilmistir. Ornegin, Delmont Laboratories Inc. (ABD) tarafindan uretilmig
olan Staphage Lysate adh urin yuksek titrede faj icermesine ve insanlar Uzerinde
12 yili askin suredir kullanilmasina kargin, yalnizca mindr yan etkiler gézlenmigtir
[90]. Bruttin ve Brussow tarafindan (2005) gonudlli deneklerle yapilan gift-kor
calismada ise, T4 fajinin oral yolla aliminin higbir hastalik belirtisi olusturmadigi
belirtiimistir [91]. Bunlara ek olarak FDA, Agustos 2016 itibariyle Intralytix
Incorporated (ABD) tarafindan Uretilen LMP-102 adli faj preparatinin tiketime hazir
et ve kimes hayvani Urunlerinde Listeria monocytogenes’e karsi antimikrobiyal ajan
olarak kullanilmasina izin verdigini duyurmustur. EBI Food Safety (Wageningen,
Hollanda) isimli sirket, gida patojenleri igin faj Grlnleri gelistirmekte ve satisa
ctkarmaktadir. Bu sirketin drunleri USDA ve FDA tarafindan GRAS (Generally
Recognised As Safe, Genellikle Guvenli Kabul Edilir) sinifina dahil edilmistir. (1B)
Tdm bu gelismeler, faj terapinin insan kullanimi igin guvenli kabul edildigini
gostermektedir. Ancak yine de, fajlarin bazi virllans faktorleri ya da toksin genleri
tasiyabildigi bilinmektedir [92]. Broudy ve Fischetti'nin yaptigi ¢alismada (2003),
lizogenik fajlarin toksin kodlayan genleri bakteriler arasinda transfer edebildigi ve bu
durumun da patojenisite ile sonuglanabilecegi ortaya konmustur [93] fakat zaten faj
terapi igin lizogenik fajlar degil, litik 6zellikte fajlar tercih edilmektedir. Fajlarin tim
genom dizilimi ile ilgili bilgi sahibi olunmasi, faj terapinin olasi komplikasyonlarinin

onune gecmede yardimci olacaktir [92].
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Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotikler ile fajlar
kargilastirildiginda, fajlarin antibiyotiklere goére pek ¢ok dstin yénli oldugu
gérilmektedir. Ornedin bazi antibiyotikler bakterileri 6ldirmektense yalnizca
uremelerini durdurmakta, buna karsin fajlar hedef bakterileri 6ldirmede son derece
etkin bir islev gormektedirler. Antibiyotiklerin en dnemli dezavantajlaridan biri de,
yalnizca hastalik etmeni olan bakteriyi degil, vicudun dogal florasinda bulunan,
hatta yararli etkileri olan bakterileri de éldlirmeleridir. Buna karsin fajlar son derece
secici olup, yalnizca spesifik patojenleri yok etmektedirler. Ayni sekilde antibiyotik
kullanimi ¢esitli alerjiler, ikincil enfeksiyonlar gibi guglu yan etkiler gosterirken, faj
terapi uygulamalarinda yalnizca minor yan etkilerden s6z edilmektedir. Ayrica
bakterilerin faja direng mekanizmasi gelistirme potansiyeli, antibiyotige direncli hale
gelme potansiyelinden daha dusuktur [90]. Hatta bakteri faja diren¢ kazansa bile,
direng geligtirirken gegcirdigi yapisal degisimler, patojenin etkinligini ve virllens
Ozelligini azaltabilmektedir [92]. Fajlarin kanalizasyon sularindan atik sulara pek ¢ok
ortamda yaygin olarak bulunabilmeleri nedeniyle kolay bir sekilde izole
edilebilmeleri de avantajlar arasinda sayilabilir. Fajlar, formulasyon gelistiriimesi
acisindan c¢ok yonlu olabilirler, 6rnedin belirli antibiyotiklerle kombine edilip
kullanilmaya elveriglidirler. Ayni zamanda uygulama sekilleri de c¢ok yonlu
olabilmektedir; sivi, krem, katt madde emdirilmis formdaki uygulamalara
rastlanabilmektedir. Faj iceren Urunlerin Gretimindeki izolasyon ve saflastirma gibi
asamalarin nispeten ekonomik oldugu belirtimekte ve teknolojideki gelismelere

paralel olarak bu asamalarin ¢ok daha ucuza maledilebilecegdi 6ngorilmektedir [94].

Tum bu avantajlarin yaninda, fajlarin dogasindan, faj biyolojisi ile faj-konakgi
etkilesimlerinin hentz butinuyle anlasilamamis olmasindan ve in vivo ortamlarin
fajlar Uzerindeki etkisinden kaynaklanan bazi dezavantajlar ile uygulama

kisittamalari ve zorluklari bulunmaktadir [94].

ilk olarak, tum fajlarin ideal terapétikler olmadigini géz éniinde bulundurmak
gerekmektedir. Daha once de bahsedildigi gibi, faj terapide kullanacak fajlarin
zorunlu litik olmasi, bakterisine ulagsma ve onu enfekte edebilme potansiyelinin
yuksek olmasi, belirli depolama kosullarinda ve vucut ortaminda stabil kalabilmesi,
pek cok etkinlik ve guvenlik testinden gecgebilmis olmasi gereklidir [94]. Fajlarin
sinirh bir konakgi araligina sahip olmasi da onlarin verimli ve etkili bir sekilde

kullanilabilmesi konusunda soru igaretleri yaratmaktadir. Fajlarin konakgilar
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yalnizca birkag sus, birkag tur ya da nadir olarak birka¢ cins olabilmekte [95], bu
durum da uygulamada bazi kisitlamalara yol agmaktadir. Bu probleme ¢6zim
olaraksa “faj kokteylleri” denilen ve iginde birden c¢ok faj iceren Urlnler
sunulmaktadir. Boylece farkl cins ve turlere etkili olan fajlar bir arada kullanilarak
daha yaygin etki elde edilebilmektedir. Fakat UrUnlere dahil olan faj sayisinin
artmasi beraberinde Uretime ve kontrole dayali bazi zorluklari getirmektedir. Modern
biyoteknoloji ve biyomihendisligin yardimi ile fajlarin konakgi skalasinin cgesitli
modifikasyonlar yapilarak genisletilebilecegi, ve boylece mumkun olan en az sayida
faj ile en yaygin etkinin elde edilebilecegi distiniilmektedir [96]. Ornegin Scholl ve
arkadaslari (2005), yaptiklari calismada E. coli K1 susunun kapsulunin T7 fajina
karg! bir bariyer gorevi gordugunu kesfetmis ve T7 fajini modifiye ederek K1'in
kapsulinu degrade eden bir endosialaz salgilamasini saglamislardir. Boylece T7

faji E.coli K1 susunu enfekte edebilmistir [97].

Faj terapiyle ilgili tartisilan konulardan biri de bakterilerin fajlara karsi gelistirdigi
direnctir. Bakteriler, faj adsorpsiyonunu bloklama, faj genomunun enjeksiyonunu
inhibe etme, restriksiyon-modifikasyon gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla faj direnci
gelistirebilmektedir [98]. Bu mekanizmalarin bazen faj direnciyle birlikte bakterinin
genel aktivitesinde azalmaya ya da bakterinin virtlentliginde ciddi bir dususe yol
acabildigi belirtiimistir [99]. Faj direnciyle ilgili nemli hususlardan biri de, in vitro ve
in vivo denemelerdeki sonuglarin birbiriyle uyumlu olmamasidir [96]. Ornegin
Caparelli ve arkadaslari, yaptigi galismada S. aureus A170 susunun fajlarla in vitro
etkilesimi sonucu direng gelistiren suslar tespit edebilmisken, fajlarla tedavi edilen
farelerde higbir direngli sus izole edememislerdir [100]. Bazi arastirmacilara gore,
bakterilerin faj direnci gelistirme orani, antibiyotiklere gelistirme oranina gore 10 kat
daha azdir [101]. Faj terapinin bu dezavantajina ¢6zim olarak arastirmacilarin
sundugu oneriler arasinda faj miksleri kullanmak, fajlari diger antibiyotik gibi diger
antimikrobiyal ajanlarla kombine halde kullanmak ve faj diren¢ mekanizmalarini

hedef alan muhendislik galismalarina odaklanmak bulunmaktadir [5], [98].

Fajlarin antijenik olmalari sebebiyle retikiloendotelyal sistem tarafindan elimine
edilmeleri ve vucutta 6zellikle kan dolagsimiyla tagsinamamalari bu alandaki major
problemlerden biridir [96]. Bunun bir sonucu olarak, yapilan ¢alismalarin ¢cogu yara
enfeksiyonlari ya da gastrointestinal enfeksiyonlar gibi sistemik olmayan

hastaliklarin tedavisine odaklanmigtir [5]. Bu sorunun ¢6zUmu igin denenmis
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calismalardan birinde seri pasaj teknigi kullanilarak, viicuda uygulanmasi akabinde
uzun slre dolagsimda kalabilen faj varyantlari secilmis ve bu yéntem fajlarin kapsid
proteinlerinde gerceklesen mutasyon ile RES’ten kagabilmesine olanak saglamistir
[102]. Fakat bu yontemin pratik olmadigi ve daha ileri calismalarin yurutulmesi
gerektigi dustunulmektedir [103]. Bunlar disinda, polimer kullanimi gibi ilag taginma
teknolojileri de bu soruna getirilen alternatif ¢ézimler arasindadir. Bu yontemi
kullanan c¢alismalarin birinde fajlarin polietilen glikol ile konjuge halde uygulanmasi
immudn reaksiyonlarini azaltmig olsa da, notralize edilmelerini tamamen

engelleyememigtir [104].

Fajlarin litik aktivitesi esnasinda bakteriyi ani bir sekilde par¢calamasi ile endotoksin
gibi vicutta inflamatuvar reaksiyon olusturabilecek etmenlerin hicre digina salinma
ihtimali de faj terapinin in vivo uygulamalarina yonelik soru isaretlerinden biridir. Bu
durumun gerceklesme riskini en aza indirebilmek amaciyla fajlarin replikatif olmayan
ya da hucreyi lize etmeyenlerinin secilmesi ya da fajlarin bu dogrultuda hareket

edecek sekilde modifiye edilmesi dnerilmektedir [96].

Faj terapiyle ilgili tartisilagelen diger konulara érnek olarak faj preparatlarinin safligi,
vucut igerisindeki dusuk stabiliteleri, etki mekanizmalarinin hala butanayle
¢b6zimlenememis olmasi, faj terapi konusunda Ozellikle ge¢cmis yillarda yapilan
calismalarin bilimsel acidan yetersizligi (plasebo kontrolleri dahil edilmeden
yapilmig olmasi gibi) verilebilir [5]. TUm bu konularda elestiriler oldugu kadar ¢6zim
Onerileri de bulunmakta, ve faj terapinin iyilestiriimesine yonelik ¢alismalar hem in

vitro hem de in vivo olarak aktif bir sekilde devam etmektedir.

2.2.6. Faj Terapi ve Sinerjizm Galigmalan

Gunumuzde faj terapinin giderek daha fazla 6nem kazanmasiyla birlikte, faj
terapinin eksik yonlerini giderme ve etkinligini artirma caligmalari da glindeme
gelmistir. Bu baglamda éne ¢ikan yaklagsimlardan biri de faj terapi ile siner;jistik etki
gOsterebilecek ydntemlerin birlikte denenmesidir. Literatirde mevcut olan
calismalar faj-antibiyotik sinerjizmini incelemistir. Bu calismalarin birinde cesitli
konsantrasyonlarda gentamisin, seftriakson, siprofloksasin ve polimiksin, P.
aeruginosa'ya spesifik bakteriyofajlarla birlikte kullanilarak antimikrobiyal etkinlik

belirlenmistir. Yapilan denemelerde, bakteryofajlarin seftriakson ile kombine halde
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kullanilmasinin genel olarak bakteriyel Uremeyi azalttigi gézlenmistir. Butinuyle
sinerjistik olarak tanimlanabilecek etkinin ise ¢alismada kullanilan bir Siphoviridae
faji icin 300 dakika inkibasyondan sonra goéruldigu belirtiimistir [105]. Bir bagka
calismada antibiyotiklerle birlikte fajlarin Staphylococcus aureus'a kargi sinerijistik
antimikrobiyal etkisi degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore faj ve antibiyotik
arasindaki sinerjizmin, sefoksitin, kloramfenikol ve polimiksin varliginda SA11 faji ile
muamele edilen S. aureus KACC 13236 susunda daha belirgin oldugunu ve
uygulanan kombine tedavi ile hiicrelerin tamamina yakininin zarar gordugunu ya da
oldagund belirtmiglerdir [106]. Nouraldin ve arkadaslarinin galismasinda ise P.
aeruginosa izolatlarinin planktonik ve biyofilm formlari icin faj-antibiyotik
kombinasyonu degerlendirilmigtir. Elde edilen bulgular 1giginda, planktonik durumda
amikasin-faj kombinasyonu ile meropenem-faj kombinasyonunun sinerjistik etki
gosterdigini belirtmislerdir. Buna ek olarak amikasin-faj kombinasyonunun da
biyofilm Uzerinde ¢ok gug¢lu bir inhibe edici etkisi oldugu bildiriimistir [107]. Benzer
sekilde bir baska calismada faj terapi-antibiyotik sinerjizminin P. aeruginosa
endokardit enfeksiyonu Gzerindeki etkisi incelenmistir. Yapilan in vitro denemelerde
faj tedavisi ile kolonilerde 6 saatte 7 log’luk bir azalma saptanmig fakat faja direngli
mutantlarin 24 saat sonra tekrar ortaya c¢iktigi belirlenmistir. Bu durum fajin
siprofloksasin ile kombine edilmesiyle énlenmistir. In vivo denemelerde ise tek doz
faj tedauvisi ile 6 saatte 2.5 log birimlik vejetasyonun élduruldagu, buna karsilik faj-
siprofloksasin kombinasyonlari ile 6 saatte 6 log biriminden daha fazla
vejetasyonun oldurtldagu ve siganlarin % 64 oraninda basariyla tedavi edildigi
bildiriimistir [108]. Comeau ve arkadaslarinin calismasinda ise inhibe edici olmayan
konsantrasyonlarda kullanilan 3-laktam ve kinolon antibiyotiklerinin konakgi bakteri
hicresinden virtlent faj Uretimini uyardigini ve bodylece daha ¢ok fajin ortaya
cikmasini stimule ettigi belirtiimistir [109]. Tim bu ¢alismalar antibiyotiklerin fajlar ile
birlikte kullaniminin faj terapinin ileriye dénuk uygulamalari i¢in dnemli bir potansiyel
tasidigini géstermektedir. Boylelikle hem fajlarin mevcut etkisi artirilabilecek hem

de bakteri direnci gibi dezavantajlar giderilebilecektir.

2.3. Fenolikler
2.3.1. Fenolik Bilegenler ve Yapilari

Bitkisel kokenli gidalarin neredeyse tamaminda bulunan fenolik bilesenler, aromatik

halka Uzerinde bir aromatik grup ile bir veya daha fazla hidroksil grubu bulunduran
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¢ok genis bir molekul yelpazesi igerirler. Tanimlanmis olan fenolik bilegenlerin sayisi
8000’i asmaktadir [110].

Bitkilerin metabolizmasinin birincil ve ikincil metabolizma olarak ikiye ayrilmis
oldugu bilinmektedir. Canlilar igin ortak olan ve hucrelerin bakimi igin esas olan
maddeler (lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve nukleik asitler) birincil metabolizma
kaynakhdir. Ote yandan, gesitli biyosentetik mekanizmalardan kaynaklanan ve
belirli organizmalar ile sinirlandirilan bilesenler, ikincil metabolizmmanin sonucudur
Fenolik bilesikler, bitkilerdeki ve en yaygin ikincil metabolizma Grunlerindendir [111],
[112].

Polifenoller genelde glikozitler olarak bulunurlar, karbonhidratlar hidroksil veya
aromatik karbon parcgalarina baghdir. Glukoz en yaygin konjugat iken galaktoz,
ramnoz, ksiloz, arabinoz ve glukuronik veya galakturonik asitler de bulunmaktadir.
Ayrica, bazi polifenollerde karboksilik asitler, aminler ve lipitler gibi konjugatlar da
bulunmustur [113], [114].

Fenolikler, cesitli klinik arastirmalarda gozlenen insan sagligina olumlu etkilerinen
oturd 90'h yillardan beri dGnemli ve populer bir arastirma konusu haline gelmistir Bu
saglik yararlari genellikle anti-inflamasyon, anti-proliferasyon ve anti-enfeksiyon gibi
etkilerine baghdir [113], [115]. En ¢ok 6ne c¢ikan etkilerinden biri antioksidan
aktiviteleri olup, oksidasyon sonucu ortaya ¢ikan serbest radikal hasari, gunluk gida
maddelerinde bulunan dogal antioksidan bilesiklerin, yani polifenollerin etkisiyle
kismen sinirlandirilabilmekedrir. Bazi siniflarin  spesifik 6zellikleri diginda,
antioksidan kapasitelerinde iki temel 6zellik bulunmaktadir. Bunlardan ilki proteinler
veya iyonlar ile etkilesimleriyken digeri radikal temizleme aktiviteleridir. Polifenollerin
antioksidan etkisi farkh sekillerde ortaya c¢ikabilmektedir. Bunlara ornek olarak
fenoliklerin pro-oksidan proteinlerle molekller kompleks olusturma, potansiyel
olarak pro-oksidan metal iyonlarinin (Fe3*, AI**, Cu?*) selatlama veya reaktif oksijen
turlerini dogrudan yakalama gibi etkileri verilebilir [18], [116].

Fenolik bilegikler, taze ve igslenmig bitkisel gidalarin duyu ve beslenme kalitesiyle
yakindan iliskilidir. Polifenoloksidaz ile katalize edilen fenolik bilesiklerin enzimatik
esmerlegsme reaksiyonu, istenmeyen renk ve lezzet olusumu ve besin maddeleri
kaybi nedeniyle meyve ve sebze iglenmesi igin hayati Gheme sahiptir. Meyvelerdeki
enzimatik esmerlesme reaksiyonu genelde fenolik igerigin ve polifenoloksidaz
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aktivitesi ile dogrudan iligkilendiriimektedir [117]. Fenolik bilesikler ayni zamanda
meyve ve sebzelerin kendilerine 6zgu tatlarinin olusumunda da rol sahibidirler. Tatli
kalkonlar ve bazi flavonoidlerden aci ve buruk tanen bilesiklerine kadar degisen

cesitli aromalar fenolik bilesenlerle iligkilendirilebilmektedir [110].

Bugune kadar, bitkilerdeki bu binlerce polifenol bilesigi karakterize edilmis ve cesitli
siniflara ayrilmistir. Bu siniflarin her birinde temel kimyasal iskelet etrafindaki
oksidasyon, hidroksilasyon, metilasyon ya da glikozilasyonlar derecesi ile diger

molekullere olan baglantilar temel alinmigtir [18].

Fenolik bilesenler flavonoidler, tanenler, kalkonlar ve kumarinler ve fenolik asitler

olmak Uzere 4 ana sinifa ayrilabilir.

Flavonoidler: Flavonoidler, difenil propan (Cs-Cs-Ce) iskeletine sahip olan polifenolik
bilesiklerdir. hidroksilasyon derecesine ve heterosiklik piron halkasindaki C2-Cs gift
baginin varligina gore 13 sinifa ayrilmaktadirlar. Bu siniflardan en 6nemlileri
flavonoller (kuersetin, kaempferol), flavanoller (katesin, epikatesin, gallokatesin,
epigallokatesin), flavonlar (nobiletin, tangeritin, luteolin), izoflavonlar (daidzein,
genistein), antosiyanidinler (peonidin, delfinidin, petunidin) ve flavanonlar
(hesperidin, naringenin)dir. Bu siniflar igcinde, bu bilesiklerin halka sisteminin
hidrojenasyon hidroksilasyon derecesine gore ¢ok sayida yapisal varyasyonlari
bulunmaktadir. Flavonoidler ayrica sulfatlanmis ve metillenmis tirevler halinde,
monosakkaritler ve disakkaritlerle konjuge durumda ya da oligosakaritler, lipidler,
aminler, karboksilik asitler ve organik asitler ile kompleksler halindede
bulunabilmektedirler. Flavonoidler beslenmemizdeki en yaygin polifenollerdir.
Flavonoller elmada, cilekte, soganda, brokolide, domateste, yesil cayda, kirmizi
sarapta bulunurlar. Flavonlara ise kerevizde, yesil zeytin ve tath biberde
rastlanmaktadir. Flavonoller elma ve erik gibi meyvelerin yani sira yesil ve siyah
cayda, kirmizi sarapta ve uzim suyunda bulunmaktadir. Flavanonlarin rastlandigi
gidalara ise portakal, limon gibi meyveler 6rnek verilebilir. Antosiyaninler siyah
Uzimde, kirmizi sarap ve Uzim suyunda bulunurlar. izoflavonlara ise soya

fasulyesinde ve nohutta rastlanabilmektedir. [111], [118]-[120].
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Sekil 2.2. Flavonoidlerin ana siniflarinin kimyasal yapilari

Tanenler: "Tanen", ¢ozeltiden jelatini cokeltme yetenegine sahip bir grup polimerik
fenolik madde igin genel bir isimdir ve bu 6zellik de burukluk olarak bilinmektedir.
Tanenlerin molekuler agirliklari 500 ila 3000 (87) arasinda degdismekte ve kabuk,
odun, yaprak, meyve ve kokler olmak Uzere neredeyse bitkilerin buttin bolumlerinde
bulunmaktadir (192). Hidrolize edilebilir ve kondense tanenler olmak tzere iki gruba
ayrilirlar. Hidrolize olabilen tanenler gallik asit temellidir, genellikle D-glukozla ¢oklu
esterler halindedirler. Kondense tanenler ise flavonoid monomerlerden turetilmistir
[121]-[123].
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Sekil 2.3. Kondense tanenlere bir 6rnek (proantosiyanidin)

Kalkonlar ve kumarinler: Kalkonlar flavonoidlerin biyosentezindeki ara trunlerdir.
Floretin ve floridzin elmalarda, kalkonaringenin domateste ve arbutin armutta
bulunan kalkonlara érnektir. Cileklerde, ¢ay, kahve ve kirmizi sarapta da kalkon
bilesiklerine rastlanabilmektedir [111], [118]. Kumarinler, diger fenilpropanoidler
gibi, o-kumarik asitin yan zincirinin siklizasyonu ile sinnamik asitten bitki tarevlerinin
ikincil metabolitlerinin bir sinifini olustururlar. Bu maddeler dogada, umbeliferon,
eskuletin ve skopoletin gibi glikozitler seklinde daha yaygindir ve agirlikh olarak

zeytinyadl, yulaf ve baharatlarda bulunurlar [111], [124].
i

Kalkonlar Kumarinler

0

Sekil 2.4. Kalkon ve kumarinlerin genel yapilari
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Fenolik asitler: Hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinnamik asitler gidalarda bol
miktarda bulunurlar ve insan beslenmesindeki fenolik bilesiklerin yaklasik tgte birini
olusturabilirler. Bu bilesikler ester halde bulunur ve bu esterler ¢dzunebilir formda
vakuollerde birikebilirken ¢6ziinmez formda olup hicre duvari bilegeni de olabilirler.
En sik goriulen hidroksisinamik asitler kafeik ve ferulik asittir. Kafeik asit elma, erik
ve Uzum gibi birgok meyvede bulunur. Ferulik asit ester baglari vasitasiyla hucre
ceperinin hemisellulozuna baglanir ve bugday kepegi gibi besin kaynaklar iginde
bulunur. Hidroksinnamik asit tlrevleri neredeyse her bitkide bulunur. Bunlara
klorojenik asit ve curcumin érnek gosterilebilir. Klorojenik asit bircok meyve ve sebze
ile kahvede bulunmakla birlikte 6zellikle elma ve armutlarda esmerlesmeye neden
olan enzimatik oksidasyonun anahtar substratidir. Curcumin, zerdegal ve hardalin
baslica sari pigmentidir. Gidalarda koruyucu olarak ve ilaglar ile kozmetik Grinlerde

sari renk maddesi olarak yaygin sekilde kullanilir [125].

R1 0 R1

: PP
- HO
HO
R3
R4 R3
R4
Benzoik asit Sinamik asit

Sekil 2.5. Benzoik ve sinamik asitlerin genel yapilari

2.3.2. Fenolik Bilesenlerin Ekstrakte Edildigi Bitkisel Kaynaklar

Polifenoller bitkilerin icerigindeki en yaygin bilesenlerin basinda gelmektedirler.
Polifenolik bilesiklerin genis bir yelpazede biyolojik aktiviteleri oldugu bildirilmistir;
bunlarin birgogu geleneksel antioksidan etkileri ile ilgilidir; ancak bu konuda artan
bilimsel ¢calismalar fenolik bilesenlerin birgok hastaligin dnlenmesindeki potansiyel
etkinligini vurgulamigtir [126]. Fenolik bilegiklerin ekstraksiyonu igin ¢ok cesitli

bitkisel kaynaklar kullaniimaktadir. Bunlara Ornek olarak mango, elma, muz,
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portakal, limon, yesil ve siyah ¢ay, GUzum yapraklari, dut, manolya ve kara biber gibi
dogal kaynaklar verilebilir [126], [127].

Tez calismasi kapsaminda ise nar kabugu, uzum cekirdegi, ayva ve ¢orek otu ile

cahigiimigtir.

Nar (Punica granatum) kuguk ¢ekirdeklerden ve meyve govdesini olusturan yuzlerce
tanecikten olusmus dinya ¢apinda tlketilen lezzetli bir meyvedir [128]. Nar meyvesi
Punicaceae familyasina aittir ve Gliney Dodu Asya, Akdeniz, Amerika gibi sicak
iklim bolgelerinde yetistiriimektedir. Nar birgcok ulkede yerel sifacilar tarafindan
bitkisel ilaglarda yaygin olarak kullaniimaktadir [129]. Nar kabuklari meyvenin
toplam agirhginin % 26-30 kadarini olusturur ve flavonoidlerden (antosiyaninler,
katesinler ve diger kompleks flavonoidler) tanenlere (punikalin, pedunkulagin, gallik
ve ellagik asit) pek ¢ok fenolik bilesen icermektedir [130], [131]. Nar meyveleri ve
kabugu yuksek bir antimikrobiyal ve antioksidan potansiyele sahiptir. Oksiiriik, kolon
ve karaciger kanseri, mide JUlseri, kardiyovaskuler hastaliklar ve sindirim

bozukluklari gibi ciddi hastaliklara karsi etkileri kabul gérmustar [128].

Sekil 2.6.Nar (Punica granatum)

Uzim (Vitis vinifera) ¢ok yillik, agagsi bir asma olup boyu 35 m uzunluga kadar
ulagabilmektedir. Yapraklarinin genigligi yaklasik 5-23 cm arasindayken renkleri
genellikle soluk yesil, tath kokuludur. Meyvesi yumusak ve etli olup oval veya
oblong, elipsoid ya da kure seklinde olabilmektedir. Meyveler yesil, sari, kirmizi veya
morumsu-siyah renkte, buylk, uzun kiUmeler halinde bulunurlar. Tohumlar
meyvenin i¢inde 2-3 adet bunulabilecegi gibi, bazen hi¢ bulunmaya da bilirler [132].

Uzimdeki ekstrakte edilebilir fenoliklerin yalnizca % 10’luk bir kismi meyvede
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bulunmakta, kabukta bu oran % 28-35 arasinda degisirken gekirdekte % 60-70’i
bulmaktadir. Cekirdekten izole edilen fenoliklerin basinda katesin, epikatesin ve
prosiyanidinler gelmeketedir [133]-[135]. Uziim cekirdegi ile yapilan calismalar
onun antioksidan, antikaryojenik, antimikrobiyal ve antiviral, antidiyabetik ozellikleri
oldugunu dogrularken kalp ve karaciger sagligi icin de onemli bir dogal kaynak
oldugu ortaya konmustur [132], [136], [137].

Sekil 2.7. Uziim (Vitis vinifera) ve Gzim gekirdekleri

Ayva (Cydonia oblonga) Rosaceae familyasina ait 5-8 m yuksekliginde kuguk bir
bitkidir. Meyvesi parlak sari renklerde olup, 7-12 cm uzunluk ve 6-9 cm geniglige
sahiptir. Kekremsi bir tadi ve karakteristik bir aromasi olan bu meyve cok sayida
tohuma sahiptir [138]. Ayvada malik asit, indirgen sekerler, tanninler, C vitamini,
pektin, mineraller, sodyum, kalsiyum ve fosfor gibi elementler bulunmaktadir [139].
Yapilan ¢ok sayida galisma sayesinde, ayvanin énemli bir antioksidan kaynagi
oldugu ortaya cikmistir [140]. Bu 06zelligine ek olarak antimikrobiyal aktivite

acisindan da 6nem arz ettigi belirtilmigtir [140].

Sekil 2.8. Ayva (Cydonia oblonga)
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Corek otu (Nigella sativa) Ranunculaceae familyasina ait yillik gicekli bir bitkidir.
Ciceklerinde 5-10 yapragi vardir ve genellikle sari, beyaz, pembe, agik mavi veya
acik mor renktedir. Bitkinin meyveleri buyuktur ve ¢ok sayidaki tohumu kapsul igcinde
olgunlagmaktadir. Siyah renkli tohumlar diuz, dikdortgen ve agisal, huni seklinde
olabilmektedir. Corek otunun bilegiminde doymus ve doymamis yag asitleri,
alkaloidler, vitamin ve mineral elementleri ile esansiyel aminoasitler bulunmaktadir.
Corek otunun bakteriler, virsler, funguslar ve parazitleri de icermek Uzere pek ¢ok
patojene karsi antimikrobiyal etkisi oldugu dogrulanmistir. Ornegin Hanafy ve
arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada ¢orek otu ekstraktinin hem Gram negatif
(E. coli ve P. aeruginosa) hem gram pozitif (S. aureus) bakteriler ile patojen

mayalardan Candida albicans Uzerinde etkisi oldugu gorulmustar [141]-[143].

Sekil 2.9. Corek otu tohumlari (a) ve 6gutilmus halleri (b)

2.3.3. Fenolik Bilesenlerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Bitkilerde sifa arama fikrinin tarihi antik ¢caglara kadar uzanmaktadir. Tium kitalardaki
insanlar tarih 6ncesi ¢aglardan beri yerli bitkileri kullanmislardir. Bugunku Irak'ta 60
bin yil 6nce yasayan Neandertallerin, hatmi ¢icegi gibi bitkiler kullandigina dair
kanitlar vardir. Bu bitkiler tum dunyada geleneksel tipta hala yaygin olarak
kullaniimaktadir [144]-[146].

insan beslenmesinde meyveler ve sebzeler fenolik bilesiklerin temel kaynaklaridir.
Fenolik bilesikler, 6zellikle antioksidan aktiviteleri nedeniyle pek ¢ok olumlu etkiyle
iligkilendirilmistir [147], [148]. Hastaliklarin dnlenmesinde antioksidan etkileriyle bitki
polifenolleri oksidatif hasara kargi koruma saglayabilmektedir [147]. Ayrica fenolik
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asitler ve flavonoidler gibi fenolik bilesenler, metabolik sendrom riskini ve tip 2
diyabetle ilgili komplikasyonlari azaltarak sagliga katki saglamaktadirlar. Yapilan
pek ¢cok calisma, fenolik bilesenlerin antienflamatuar, antioksidan ve antiproliferatif
ve yaslanma karsiti etkisini ortaya koymustur [126]. Bunlara ek olarak fenolik
bilesenlerin, 6zellikle LDL (Low Density Lipoprotein, Dugtk Yogunluklu Lipoprotein)
oksidasyonunu engelleme yoluyla kardiyovaskiler hastaliklari dnlemede etkili
oldugu ortaya ¢ikmistir. Benzer sekilde ksantin oksidaz aktivitesini inhibe ederek ve
superoksit olusumunu azaltarak tumaor kaynakh hastaliklar Gzerinde de olumlu etki

gostermektedirler [149].

Fenolik bilesenlerin tim bu olumlu etkilerinin yaninda, éne ¢ikan bir baska 6zellikleri
de antimikrobiyal aktiviteye sahip olmalaridir. Bitkisel kaynaklardan elde edilen
antimikrobiyal etkili fitokimyasallar arasinda fenolikler 6nemli bir yer tutmaktadir.
Antimikrobiyal etkisi oldugu ortaya ¢ikmig fenolik bilegenler arasinda fenolik asitler,
kinonlar, flavon, flavonoid ve flavonoller, kumarinler ile tanenler yer almaktadir [146].
Fenoliklerin antimikrobiyal aktiviteleri Uzerinde literatirde c¢ok sayida calisma

bulunmaktadir.

Hufford ve arkadaslarinin yaptigi galismada, mor ¢ayir yoncasinin (Petalostemum
purpureum) etanol ekstraktlari, bakterilere ve mantarlara kargi antimikrobiyal etkinlik
gOstermistir [150]. Jones ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada ise korunga
bitkisinin yapraklari kullanilarak elde edile tanenlerin, Butyrivibrio fibrisolvens A38
ve Streptococcus bovis 45S1'de bliyume ve proteaz aktivitesini inhibe ettigi, ancak
Prevotella ruminicola B14 veya Ruminobacter amylophilus WP225 Uizerinde ¢ok az
etkiye sahip oldugu bildirilmistir [151]. Pierson Ve Reddy’nin yaptigi calismada
hallik, p-hidroksibenzoik asit ve ilgili fenoliklerin Clostridium botulinum tip A ve B’nin
uremesini ve toksin uretimini geciktirdigi ya da kismen inhibe ettigi bulunmustur
[152]. Bir bagka c¢alismada Scrophularia frutescens ve S. sambucifolia
(Scrophulariaceae) turlerinin fenolik bilesenlerinin gram-pozitif bakterilere, dzellikle
de Bacillus sp.’e kargi aktivite gosterdigi bildirilmistir [153]. Benzer sekilde sizma
zeytin yaginda bulunan fenolik bilesenlerin Helicobacter pylori, Eschericia coli,
Clostridium perfringens, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Salmonella enterica, Enterococcus faecium ve Candida.albicans
gibi mikroorganizmalar Uzerinde etkili oldugu bilinmektedir [154]. Fenolik bilegenler

ayrica antikaryojenik aktivite de gostermekte olup, Streptococcus mutans'a karsi
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etkileri in vitro galismalarin yani sira in vivo galismalarla da ortaya konmustur. Bu
konudaki literatiriin analizi, polifenollerin karyojenik streptokoklar Uzerindeki
antibakteriyel etkisini dogrulamaktadir. Bu etki dogrudan S. mutans Uzerinde
gorulebilecedi gibi bakteri hicrelerinin dis yluzeyine yapismasini dnleyen mikrobiyal
membran proteinleri ile etkilesim ve glukozil transferaz ve amilazin inhibisyonu
yoluyla da ortaya cikabilmektedir [126]. Fenolik bilesiklerin antiviral aktivitesi
Uzerinde de galismalar bulunmaktadir. Hu ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilen
bir calismada bambu orkidesi (Arundina gramnifolia) kullanilarak elde edile fenolik
bilesenlerin tatin mozaik virusine karsi antiviral etki gosterdigi, ayrica bilesenlerden
3 tanesinin de HIV-1 virislne karsi etkili oldugu bildirilmistir [155]. Ubillas ve
arkadaslari ise, Croton lechleri bitkisinden bir tanen izole etmis ve bu tanendeki
proantosiyanidin oligomerinin RSV virlsu (Respiratory Synctial Virus, Solunum
Sinsityal Virisu), FLU-A virusu (Influenza A virasu) ve PIV virusine (Parainfluenza
virisu) kargi antiviral aktivite gosterdigi ortaya konmustur. Buna ek olarak, herpes
viris tip 1 ve 2 (HSV-1, HSV-2) ile hepatit A ve B virtslerinin inhibisyonu da
g6zlenmigtir [156].

2.4. Mikroenkapsiilasyon

Mikroenkapsulasyon, temel olarak kuguk pargaciklarin veya damlaciklarin bir
kaplama ile gevrildigi veya homojen/heterojen bir matriste géomuli oldugu, birgok
yararli 6zelligi olan kiiguk kapsdullerin ortaya c¢iktigi bir stire¢ olarak tanimlanir [157].
Bu teknik, kimyasallar ve ilaglardan kozmetik ve baskiya kadar ¢ok cesitli alanlarda
kullanilmaktadir [158]. Mikroenkapsulasyon iglemi ilk olarak 1930'larin sonunda
karbon kagidi ve karbon seritlerine daha temiz bir alternatif aranirken ortaya
cikmistir [159]. Fakat bu teknik esas ilerlemesini 1950’li yillarda Green ve
Schleicher’in karbonsuz kopya kagidi imalati igin jelatin ve arap gaminin kompleks
koaservasyonu ile mikrokapsullu boyalar Uretmesiyle gosterir [160]. Hizla gelisen
teknolojisiyle birlikte mikroenkapsulasyon, ginimuzde farmokolojiden kimya ve
kozmetige, gidadan ve boya ve savunma sanayiine farkli birgok alanda etkin sekilde
kullaniimaktadir [161]-[163].

Mikroenkapstlasyon yontemiyle elde edilen Grinler, morfolojleri ve i¢ yapilarindaki

farkhliklara gobre mikropargaciklar, mikrokapsuller ya da mikrokureler olarak
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adlandirilabilir. Pargacik boyutu 1 ym'nin altina dustugu zaman nanopargaciklar,
nanokapsuller ya da nanokulreler olarak, parcacik boyutu 1000 pm'den buyudk
oldugunda ise makropartiklller olarak adlandirilirlar [164]. Mikrokapsuller monokor,
polikor ve matris tipi olmak Uzere u¢ temel kategoride siniflandirilabilirler (Sekil
2.10). Monokor mikrokapsullerin kapsul iginde tek bir boslugu vardir. Polikor
mikrokapsulleri, kabuk icinde bir dizi farkh boyutlu bolmeye sahiptir. Matris tipi
mikrokapsulde, aktif maddeler kaplama malzemesinin matrisi icine entegre
edilmistir. Bununla birlikte, mikrokapsdullerin i¢ yapisi ve morfolojisi segilen kaplama
materyalleri ve kullanilan mikroenkapsulasyon yontemlerine gore buyuk olgude
degisebilmektedir [158].

Monokor Polikor Matris

Sekil 2.10. Cesitli mikrokapsdil tipleri (Dubey vd.’den uyarlanmigtir [158].)

Mikroenkapsulasyonun tercih edilme nedenleri ¢ok cesitlidir. Cekirdek materyalin
cevresinden ayrilimasini saglamak, ugucu bir gcekirdek materyalinin buharlagmasini
geciktirmek, yapigskan bir malzemenin tutunma O&zelliklerini gelistirmek gibi
amaclarla mikroenkapsulasyon yapilabilmektedir. Bazi durumlarda da, amag
mikroenkapsule edilen materyalin kontrolli salinimini saglamak olabilmektedir
[165].

2.4.1. Mikroenkapsulasyonda Kullanilan Materyaller

Mikroenkapsulasyon igleminde iki temel materyalden bahsedilebilir. Bunlardan biri
cekirdek materyal, digeri ise kaplama materyalidir. Cekirdek materyal, kaplanacak
spesifik materyal olarak tanimlanir ve kati ya da sivi formda olabilir. Sivi form,

icerisinde dispers ya da ¢6zliinmus bilesenler icerebildiginden sivi formdaki ¢gekirdek
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materyalin kompozisyonu ¢ok gesitli olabilmektedir. Sivi formdaki c¢ekirdek
materyallere 6rnek olarak parfimler, solventler, sebze yaglari, pestisitler, boyalar,
asitler ve pigmentler verilebilir. Kati formdaki ¢cekirdek materyallere ise dekstrinler,

bazlar, herbisidler ve mineraller 6rnek verilebilir [166], [167].

Kaplama materyali, gekirdek materyal ile kohezif sekilde film olusturabilen, kimyasal
olarak uyumlu ve c¢ekirdek materyalle reaksiyon vermeyen yapida olmalidir. Ayni
sekilde gugluluk, esneklik, sizdirmazlik ve stabilite gibi gerekli o6zellikleri
karsilayabilmelidir [168]-[170]. Mikroenkapsulasyon islemlerinde, islemin amacina
gore c¢ok farkh cekirdek materyaller ile kaplama materyalleri kullanilabilmektedir.
Kaplama materyalleri suda ¢6zunen regineler, suda ¢ozunmeyen regineler, lipid ve
vakslar ve enterik recgineler olarak gruplandirilabilir. Suda ¢dzlinen reginelere 6rnek
olarak jelatin, Arap gamini, nigastayi, karboksimetilselilozu ve arabinogalaktani
verebiliriz. Etilseliloz, polietilen, poliamit, sellloz nitrat ve silikonsa, suda
¢cbzinmeyen recinelere Ornektir. Vaks ve lipit kategorisinde parafin, stearik asit,
carnaubal ve balmumu gibi kaplama materyalleri bulunmaktadir. Enterik reginelere

ise sellloz asetat fitalat ya da zein drnek verilebilir [168].

2.4.2. Mikroenkapsilasyon Yontemleri

Cekirdek malzemelerin mikroenkapsullasyonunda ¢esitli ydonemler mevcuttur. Bu

yontemler genel olarak ug tipe ayrilmistir [164]:

e Kimyasal yontemler: Ara ylizey polimerizasyonu, in situ polimerizasyon, poli
kondensasyon

e Fiziko-kimyasal ydntemler: Koaservasyon ve faz separasyonu, sol-jel
enkapsulasyonu, superkritik karbondioksit aracihigiyla mikroenkapsulasyon

o Fiziko-mekanik yontemler: puskurtmeli kurutma, akigskan yatak kaplama, pan

kaplama, solvent evaporasyonu

Solvent evaporasyonu: Solvent evaporasyonu temelde (i¢c ana asamadan olusur. ilk
asama polimer ve aktif maddenin organik ¢dziictide eritiimesidir. ikinci asama
surekli faz olarak adlandirilan bir sulu fazda dagilmis faz olarak adlandirilan bu
organik fazin emiulsiyon haline getiriimesidir. Son asama ise ¢6zlclnun ekstrakte

edilmesi ve buharlastirimasidir. Bu iglem, aktif pargayi iceren katilasmis mikro
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kureler ile sonuclanir. Bu teknikte ¢ok ¢esitli sivi ya da kati ¢gekirdek malzemeleri
kullanilabilmektedir. Cekirdek malzemeler suda ¢dzinen ya da ¢dzliinmeyen
malzemeler olabilmektedir. Kaplama materyali olarak c¢esitli film olusturucu
polimerler kullanilabilir [171], [172].

Arayuzey polimerizasyonu: Arayuz polimerizasyonunda, bir polikondansasyonda
bulunan iki reaktif, bir araylizde bulusur ve hizla tepki verir. Bu yontemin temeli, bir
asit klorid ile bir amin veya alkol, polyesterler, polilire, politiretan gibi bir aktif hidrojen
atomu igeren bir bilesik arasindaki klasik Schotten Baumann reaksiyonudur. Dogru
kosullar altinda, ince esnek duvarlar arayuzde hizli bir sekilde olusur. Pestisit ve bir
diasit klorid ¢ozeltisi su igcerisinde emulsiyon haline getirilir ve bir amin ve bir ¢ok
fonksiyonlu izosiyanat igceren sulu bir ¢ozelti ilave edilir. Reaksiyon sirasinda olusan
asit notralize etmek icin baz mevcut. Yodun polimer duvarlar, emdulsiyon

damlaciklarinin arayuzinde aninda olusurlar [159], [173].

Koaservasyon ve faz separasyonu: Koaservasyon ve faz separasyonu isleminin ilk
basamagi, birbirine karismayan U¢ kimyasal fazin olusumunu igerir. Bu fazlar: sivi
arag fazi, kaplama materyali fazi ve ¢ekirdek malzeme fazi olarak tanimlanir. Ug
faz, ¢cekirdek maddenin bir kaplama polimer ¢ozeltisine dagitiimasiyla olusturulur ve
arac fazi polimer igin bir ¢oézlicl olarak kullanilir. Kaplama materyali fazi, sivi faz
icindeki polimeri kapsar. ikinci asama sivi kaplama malzemesinin ve ¢ekirdegin
kontrolli karistirimasiyla, ¢ekirdek malzeme Uzerine sivi polimer kaplamanin
¢Okmesini igerir. Eger polimer ¢ekirdek materyal ile sivi faz arasinda olusan ara
yuzeyde adsorbe edilirse sivi kaplama polimeri ¢ekirdek malzeme Uzerine ¢oker.
Son asama bir mikrokapsul olugsmasi icin kaplama malzemesinin termal, ¢apraz

baglama desolvasyon teknikleri ile sertlestiriimesini icerir [168].

Akiskan yatak kaplama: Akigkan yatak teknolojisi, kati parcaciklarin Gzerine dizgin
bir kabuk malzeme tabakasi uygulamak igin ¢ok etkili bir yoldur. Bu teknoloji,
cekirdek materyalleri polisakaritler, proteinler, emdulgatorler, yaglar, kompleks
formulasyonlar, toz kaplamalar, maya hicre 6zGti vb. gibi her tlrli kaplama
materyaliyle enkapsule edebilme olanagina sahip gelismis teknolojilerden biridir.
Dolayisiyla, kontrolli salinim agisindan diger teknolojilere kiyasla olduk¢a daha
kullanighdir. Sakizlar ve proteinler gibi hidrokolloidlerin sulu ¢dzeltileri, sentetik

polimerlerin etanolik ¢ozeltileri ve eritiimis yag/mumlar bu islemde kaplama
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formulasyonlari olarak kullaniimistir. Puskurtmeli kurutulan mikrokapstuller, daha iyi
koruma ve raf émriu kazandirmak akiskan yatak yontemi ile bir kez daha da
kaplanabilmektedirler [157].

Ekstrizyon: Gida maddelerinin ekstrizyon yoluyla enkapsule edilmesi, puskurterek
kurutmaya kiyasla nispeten yeni bir islemdir. Bu baglamda kullanilan ekstrizyon
tahil esasli Urtnlerin pigiriimesi ve teksture edilmesi i¢in kullanilan ekstrizyonla ayni
islem dedildir. Esasinda flavor enkapsulasyonlarinda uygulanan ekstrizyon,
cekirdek materyalin camsi haldeki karbonhidrat matriksleri icerisinde
enkapsulasyonuna olanak saglayan ve nispeten dusuk sicaklikta uygulanan bir
yontemidir. Kullanilan basing ve sicaklik tipik olarak 100 psi altinda ve nadiren 115
°C'dir. Kaplama malzemesi sivilarla temas edince sertlesir, ¢cekirdek malzemeyi
hapseden kapsulleyici bir matris olusturur. Daha sonra ekstride filamentler sivi
banyodan ayrilir, kurutulur ve boyutlandirilir. Kullanilan tasiyici madde, sukroz,
maltodekstrin, glukoz surubu, gliserin ve glikoz gibi birden fazla bilesen icerebilir
[174]-[176].

In-Situ Polimerizasyon: Genellikle nanokompozitlerin sentezi igin kullanilan in-situ
polimerizasyon islemi, monomer bilesenini, gogunlukla stiren veya metil metakrilat
gibi vinil ve akrilik bilesikleri, uygun bir ylzey aktif cismi ilave edilen sulu fazda
emulsiyon haline getirmekten olusur. Polimerizasyonun baslamasinin ardindan,

suda ¢dzunmeyen polimer mikrokureleri olusturmaktadir [18].

Pan kaplama: Farmasotik endustrisinde yaygin olarak kullanilan pan kaplama
islemi, kuguk, kaplanmis partikullerin veya tabletlerin olugturulmasi igin en eski
endustriyel prosedurler arasindadir. Kaplama malzemesi yavasg¢a uygulanirken
parcaciklar uygun bir alette dondurular. 600 mikrondan buyudk kati partikillerin etkili

bir kaplama igin gerekli oldugu dusunalur. [168]

Puaskurtmeli Kurutma: Puskurtmeli kurutma, bir sivi Grand, sicak bir gaz akimi iginde
atomize ederek aninda bir toz elde etmek igin kullanilan bir temel islemdir.
Kullanilan gaz genellikle hava veya nadiren nitrojen gibi inert bir gazdir.
Plskartacuyd besleyen ilk sivi bir solisyon, emulsiyon veya stspansiyon olabilir.
PlUskurtme kurutma, baglangi¢ besleme materyaline ve proses kosullarina goére ¢ok
ince bir toz veya buyuk ebatli pargaciklar olabilmektedir [177]. PUuskurterek kurutma

islemi, atomizasyon, kurutma ve toz toplama igeren U¢ asamada calisir [178].
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Baslangigta bir sivi besleme bir atomizer vasitasiyla dagitilir ve kurutma bolumuande
ihk havada veya inert gazda ince damlaciklar halinde dagitilir. Genis partikalla
ylzey alani nedeniyle, ¢ézucl uzaklastirma asamasi hizlidir ve birkag saniye ile on
saniye arasinda surebilir [179]. Kurutulmus pargaciklar daha sonra siklona geger,
burada santrifuj kuvveti altinda ayrilma meydana gelir. Puskurtmeli kurutma ile
yapilan mikroenkapsulasyon, c¢ogunlukla kokularin, yaglarin ve flavorlarin
kapsullenmesi i¢in kullanilan disuk maliyetli bir ticari prosestir [164]. Bu teknik, gida
endustrisinde kullanilan en yaygin mikrokapstilasyon teknigidir. ilk kullanimlarini
takiben puskurtmeli kurutma teknigi, kuru aromalar yapmak igin en dnemli ticari
islem haline gelmistir. Bu teknik kullanilarak vitaminler, mineraller, renklendiriciler,
yag ve yag aromalari, aroma bilesikleri, oleoresinler ve enzimler enkapsule
edilmigtir. Malzemelerin korunmasi i¢cin hem ekonomik hem de etkili bir yontemdir
ve Ozellikle, 06zel ekipman gerektirmeyen aromalar igin yaygin sekilde
kullaniimaktadir [157].

Besleme

—» Sicak hava

Kurutma Bélumi

Mikrokapsiiller ———— ©

; (a) e

Sekil 2.11. Jyothi vd.’den [164] uyarlanan pUskurtmeli kurutma isleminin sematik
gOsterimi (a) ve tez ¢alismalarinda kullanilan piskuartmeli kurutucu (b)
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2.4.3. Mikroenkapsulasyon Teknolojisinin Kullanim Alanlari
Mikroenkapstulasyonun en vyaygin kullanim alanlarindan biri farmasoétik ve
biyomedikal uygulamalardir. Bu teknik 6zellikle ilaglarin kontrolli ve surdurulebilir
tasinimi ile saliniminda kullaniimaktadir [158]. Buna ek olarak ilaglarin kullaniciyi
rahatsiz eden organoleptik 6zelliklerini maskelemek, sivi formdaki ilaglari toz forma
donusturmek ya da neme, 1g1ga ya da oksijene kargi hassas olan ilaglari korumak
icin de mikroenkapsulasyon yontemi tercih edilebilmektedir. Mikroenkapsulasyon
ayrica ilaglarda bulunan ve oda sicakliginda buharlasabilen ugucu bilesenlerin
korunmasi ve ilaglar arasindaki uyusmazlhigin Onlenmesi amaciyla da
kullanilabilmektedir [166], [180].

Mikroenkapsulasyonun bir bagka kullanim alani da tarim olup, bu yontem
mahsullerin bocek tehlikesinden korunmasinda 6énemli bir rol oynamaktadir [158].
Pestisitlere alternatif olarak yapay feromon formilasyonlarinin kullaniimasi ve bu
yapay feromonun disiler tarafindan salgilanan feromonu gizlemesi sayesinde bocek
ciftlesmesi sinirlandiriimaktadir. Feromonlarin mikroenkapsule edilmeleri ise verimi

artirmakta ve feromonlari dis etkenlere kargi korumaktadir [181].

Mikroenkapsulasyonun bir baska kullanim alani da savunma sanayii olup basi
¢eken uygulamalardan biri “kendini iyilestirici” polimerler ve kompozitlerdir. Bunlar
matriks icine gomull mikrokapsule formda iyilestirici ajanlara sahiptir ve uzun
Omurlt yapisal materyaller saglamak igin énemli bir potansiyel sunmaktadirlar.
Ayrica bu yontem, askeri personel igin gelistirilien ve kimyasal koruma amaciyla
tasarlanan kumaslarin uretiminde de kullanilir. Bu amagla, kimyasal reaktiflerin
notrlestiriimesi igin reaktif bolgeler temin etmek Uzere, kumaslara veya bitmis

giysilere uygulanabilen 6zel reaktif mikrokapsuller geligtirimigtir [158], [182].

Mikroenkapsulasyonun gida alaninda da pek ¢ok uygulamasi bulunmaktadir.
Saglikli beslenmeye olan ilginin artmasi ile fonksiyonel gidalar beslenmenin énemli
bir parcasi haline gelmistir. Fonksiyonel gidalarin Uretiminde bilesime katilan
ingredientler bazen zamanla degrade olmakta ve aktivitelerini kaybetmekte, ya da
oksidatif reaksiyonlar sonucu zararli hale gelmektedir. Bunun yaninda
ingredientlerle ilgili gidadaki bilesenlerle reaksiyona girme ve biyoyararlanimin
azalmasi gibi sorunlar yasanabilmektedir. Mikroenkapsulasyon ile bu gibi sorunlara

¢ozum getirilmektedir [158]. Ayrica gida biyoteknolojisinde siklikla kullanilan
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mikroorganizmalara da mikroenkapsulasyon iglemi uygulanarak hacrelerin uygun
bagirsak bolmesinde dogru zamanda salinmasi saglanmaktadir. Ayni sekilde
probiyotikler de mikroenkapsule edilerek hucrelerin olumsuz ortam kosullarina karsi
korunmakta ve bagirsakta canli ve metabolik agidan aktif bir sekilde serbest
birakilmaktadirlar [183]. Cesitli mikroenkapsulasyon tekniklerinin insan saghgi
agisindan énemli bilesiklere uygulanmasinda vitaminler, n-3 ¢oklu doymamis yadl

asitleri, kalsiyum, demir ve antioksidanlar kullaniimaktadir [184].

2.4.4. Fajlarin ve Fenolik Bilesenlerin Mikroenkapstilasyonu

Oral olarak vicuda alinan fajin aktivitesi midenin asidik kosullari altinda ve enzimler
ile safra gibi sindirim bilesenlerinin varliginda hizl bir sekilde azalabilir [15]. Etkili bir
korunma olmadan, faj gastrik gecisten sag kurtulamayabilir ve bdylece bagirsakta
aktivite gosteremeyebilir [16]. Bu nedenle, oral yolla uygulanan fajin bagirsaktaki
enfeksiyon bolgesine giden kosullarda korunmasi gerekmektedir. Fajlari korumanin

olasi bir yolu da mikroenkapsulasyondur [185].

Fajlarin enkapsulasyonu icin yapilmis olan c¢alismalarda kullanilan yontemler
arasinda emdlsifikasyon, ekstrizyon, puskuirtmeli kurutma ve peynir alti protein

filmleri yontemleri bulunmaktadir [51].

Dini ve arkadaslan yaptiklari ¢alismada fajlari dogal biyopolimer matrislere
mikroenkapstule ederek mide ortamina karsi koruyucu bir bariyer olusturmayi
hedeflemiglerdir. Bu amacla aljinat ve pektin kullaniimis ve oleik asit ile
emulsifikasyon da uygulanmistir. Sonug olarak emuilsifiye pektinin maksimum verimi
ve asiditeye karsl en yuksek korumayi gosterdigi bulunmustur. Bu ydntemle pH
1.6'ya 30 dakika maruz kaldiktan sonra fajlarin 10%'ten fazlasi aktif kalmis, ayrica faj

pepsin aktivitesinden de korunmustur [186].

Ekstrizyon yontemi kullanilarak yapilan mikroenkapsulasyona Ma ve
arkadaslarinin galismasi 6rnek gosterilebilir. Bu ¢alismada bakteriyofaj Felix O1, bir
kitozan-aljinat-CaClz> sistemi kullanilarak oral alim igin mikrokapstulle edilmis,
sonrasinda mide ortami ve safra tuzu kosullarinda serbest ve mikroenkapstile fajin
aktivitesi belirlenmistir. Serbest faj Felix O1'in asidik ortamlara kargi ¢ok hassas
oldugu, buna karsilik mikrokapsullenmis fajlarin titresinin pH 2.4'de bile ancak 0.67

log birimi azaldigi belirlenmistir. Mikroenkapsule fajin titresinde mide ortaminda 1
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saatlik inkibasyon sonrasinda yalnizca 2,58 log birimi azalma gorulmus ve benzer
sekilde safra iceren ortamda 3 saat inklibasyondan sonra bile mikroenkapstle

fajlarin canhligi muhafaza edilebilmigstir [185].

Matinkhoo ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, dusik sicaklkta puskurtmeli
kurutma yontemi kullanilarak ¢esitli Myoviridae fajlari mikroenkapsule edilmigtir. 40-
45°C'lik ¢ikis sicakliklarinin segilmesi sonucu, mikroenkapsilasyon sonrasinda
fajlarda 1 log pfu/ml'den daha distk bir titre kaybi géraldtgu bildirimis ve Uretilen
solunabilir tozlarin faj terapinin gelecegdi agisindan umut verici oldugu gorulmustar
[187]. Benzer sekilde, Vandenhuevel ve arkadasglari tarafindan yapilan ¢alismada
fajlar laktoz, trehaloz ve dekstran 35 kullanilarak cesitli proses parametrelerinde
puskirtmeli kurutucudan gegirilmistir. Elde edilen bulgulara gére Pseudomonas
podovirus LUZ19 fajinin titresinde 1 logaritmik birimden daha az disus gozlenirken
Staphyloccus faj Romulus iceren tozlarda faj titeri 2.5 logaritmik birimden daha fazla
dusus gozlenmistir. Bu calismada ayrica dusuk girig sicakligi ve hava akis hizinda
fajlarin daha az zarar goérdugu belirtilmistir [188]. Leung ve arkadasglari tarafindan
yapilan ¢alismada ise Pseudomonas podoviridae faji olan PEV2 trehaloz, mannitol
ve L-16sin kullanilarak puskurtmeli kurutucudan gegirilmis ve islem sonunda 0.75 log

biriminden daha dusuk titre kaybi gézlenmistir [189].

Fajlarin enkapstlasyonuna dair farkh bir yaklasim Vonasek ve arkadaslarinin
calismasinda gorulmektedir. Bu g¢alismada peynir alti suyu protein izolatlarindan
uretilen filmlerin bakteriyofajlarin enkapsulasyonunda, stabilizasyonunda ve
salinimindaki dnemli bir potansiyeli oldugu bildirilmistir. Bu ¢alisma icin E. coli ve T4
faji kullaniimistir. Antimikrobiyal aktivite o6lgtiimleri, enkapstle edilmis fajlarin
uygulandidi grupla kontrol grubu arasinda yaklasik 5 log birimlik fark oldugunu
ortaya koymustur. Dahasi, sonuglar olusturulan filmlerin, hem oda sicakligina yakin
ve aydinlik ortamlarda hem de buzdolabi sicakliginda ve karanlik ortamlarda ciddi
bir kayba sebep olmadan bir ay slreyle fajlari stabilize edebildigini géstermistir
[190].

Tipki fajlar gibi fenoliklerde de in vitro olarak elde edilen basarili sonuglar in vivo
ortamlarda ayni basariyla tekrarlanamayabilmektedir [51]. Bunun temel sebebi, oral
uygulamay! takiben gastrik ortama yetersiz direng, bagirsaktaki dusuk gecirgenlik
ve/veya ¢ozunurlik ile gida isleme ve depolama kosullarinin (sicaklik, oksijen, 1sik)
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etkisi gibi sebeplerden 6tura molekullerin yalnizca kuguk bir kisminin kullanilabilir
halde kalmasidir. Ayni sekilde gastrointestinal sistemdeki pH, enzimler ve diger
besin maddelerinin varligi da bu bilesenlerin aktivitesini ve potansiyel saglk
yararlarini sinirlamaktadir [191]. Enkapsule edilmis polifenollerin kullanimi ile
belirtilen dezavantajlarin Ustesinden gelinerek bilesenlerin biyoyararlanimi hem in

vivo hem de in vitro igin artirilabilecegi ortaya konmustur [192].

Fenolik bilesenlerin enkapsilasyonu igin pek ¢ok farkli ydntem kullanilabilmektedir.
Bu yontemler arasinda en ¢ok tercih edilenlerden biri puskurtmeli kurutma
yontemidir. PUskurtmeli kurutma yontemi kullanilarak yapilan ¢alismalarda kaplama
meteryali olarak maltodekstrin, kitozan ve sodyum kazeinat-soya lesitini gibi
bilesenler kullaniimakta olup antosiyaninler, zeytin yapragi ekstraktlari, soya
fasulyesi ekstraktlari, Gzum g¢ekirdegi ekstraktlari bu yontemle enkapsule edilmistir
[193]-[196]. Calismalarda gbze ¢arpan bir bagka yontem de koaservasyon olup, bu
yontemde kalsiyum aljinat, jelatin ve glukan gibi materyaller kullanilarak yerba mate
cayl ekstrakti, epigallokatesin-3-gallat, siyah kustizimu ekstrakti gibi polifenollerin
enkapsulasyonu gerceklestirilmistir [197]-[199]. Dondurarak kurutma ydntemiyle
yapilan enkapsulasyonlarda maltodekstrin DE20, pullulan gibi kaplama materyalleri
kullanilarak antosiyanin ve Hibiscus antosiyanini gibi fenolik bilesenler enkapstile
edilmistir [200], [201]. inklizyon enkapsiilasyonu ydntemiyle enkapsiile edilen
fenolikler bilesenlere ise hesperidin, kuersetin, 3-hidroksiflavon, morin ve ferulik asit
ornek verilebilir. Bu bilegsenlerin enkapsulasyonu icin kullanilan kaplama materyalleri
arasinda ise hidroksipropil-B-siklodekstrin, B-siklodekstrin ve a-siklodekstrin
bulunmaktadir [202]-[205]. Fenolik bilesenlerin enkapsllasyonunda ayrica
nanoenkapsulasyon da tercih edilebilmektedir. Bu amagla faz inversiyonu,
nanopresipitasyon ve emulsiyon-difizyon-evaporasyon gibi  yontemler
kullanilabilmekte, bu yontemlerle kuersetin, epigallokatesin-3-gallat, kuersetin,
elagik asit gibi fenolikler enkapsule edilebilmektedir [206]-[208].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteriler

Tez kapsaminda c¢esitli kaynaklardan faj izole edilmesi ile izole edilen fajlarin litik
aktivitelerinin tayini ve fenolik bilesenlerin antimikrobiyal aktivitesinin kontrolU
asamalarinda, Hacettepe Universitesi Gida Gelistirme Uygulama ve Arastirma
Merkezi (HUGAMY) nin kiiltir koleksiyonunda yer alan Escherichia coli, Escherichia
coli K12, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes ATCC 19615; Prof.
Dr. ibrahim CAKIR’dan temin edilerek “iC” ile kodlanan Escherichia coli 0157:H7
IC, Listeria monocytogenes IC, Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium IC, Staphylococcus aureus IC bakterileri ve Prof. Dr. Sami
FATTOUCH’tan temin edilen Bacillus subtilis, Salmonella enterica subsp. enterica

serovar Enteritidis ve S. Typhimurium bakterileri ile caligiimistir.

3.1.2. Faj izolasyon Materyalleri

Faj izolasyon materyali olarak George Eliava Institute of Bacteriophages,
Microbiology and Virology (Tiflis, Gurcistan) tarafindan hazirlanan ticari faj miksleri
kullaniimistir. Bunlar diginda gevre goletlerinden alinan su 6rnekleri ile kanalizasyon
suyu drneklerinden de faj izolasyonu yapilmistir. Tez kapsaminda ayrica, TUBITAK
ile Tunus Yiiksek Egitim ve Bilimsel Arastirma Bakanligi (MHESR) ile ikili isbirligi
Programi gergevesinde desteklenen proje kapsaminda, proje ortagi Prof. Dr. Sami
FATTOUCH ve ekibi tarafindan izolasyonunun ilk asamasi gergeklestirilen alti adet

faj ile de calisiimigtir.

3.1.3. Fenolik Ekstraksiyonunda Kullanilan Materyaller

Antimikrobiyal etkili fenolik maddelerin eldesi amaciyla kullanilan ayva (Cydonia
oblonga) Migros Ticaret A.$. (Ankara, Turkiye)'den, kabuklarinin kullanildigi narlar
(Punica granatum) CarrefourSA Carrefour Sabanci Ticaret Merkezi A.$ (Ankara,
Tarkiye)den, Uzim cekirdekleri (Vitis vinifera) ise Kavaklidere Saraplari A.S.
(Ankara, Turkiye)den temin edilmistir. Corek otu (Nigella sativa) proje ortagi Prof.
Dr. Sami FATTOUCH tarafindan saglanmistir.
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3.1.4. Besiyerleri ve Kimyasallar

Tez kapsaminda galigilan bakterilerin yeni stoklarinin hazirlanmasinda CASO Broth
(Merck Millipore Corporation, Darmstadt, Almanya); bu bakterilere 6zgul fajlarin
izolasyonunda, titrelerinin yukseltiimesinde ve litik aktivitelerinin belirlenmesinde ise
CASO Broth, CASO Yumusak Agar (% 0,6 agar) ve CASO Agar (% 1,5 agar)

kullaniimistir.

Faj ve bakteri stoklarinin muhafazasi icin kullanilan gliserol Merck Millipore

Corporation (Darmstadt, Almanya)'dan temin edilmigtir.

Bitkisel kaynaklardan antimikrobiyal etkili fenolik maddelerin ekstraksiyonunda
kullanilan etanol ve aseton Merck Millipore Corporation’dan, polifenollere ait
kalibrasyon egrisinin ¢ikariimasinda kullanilan gallik asit Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO)’ten, metanol ise Merck Millipore Corporation’dan temin edilmigtir.
Spektrofotometrik toplam fenolik madde analizinde kullanilan Folin-Cioacalteu

reaktifi ve Na2COs, Sigma-Aldrich’ten alinmistir.

Fajlarin ve polifenollerin mikroenkapsulasyonunda biyopolimer matriks olusturmak
amaciyla aljinat (Sigma-Aldrich) ve yagsiz st tozu (Atatirk Orman Ciftligi Sit

Fabrikasi, Ankara) kullaniimistir.

Mikroenkapsule edilerek toz haline getirilmis faj ve polifenollerin antimikrobiyal
aktivite tayini yapilirken ¢ézicu olarak SM tamponu kullaniimigtir. SM tamponunun

icerigini olusturan jelatin, NaCl ve MgSOa4 Sigma-Aldrich’ten temin edilmistir.

Mikroenkapstillerin mide ortami ve safra tuzu varligindaki aktiviteleri kontrol
edilirken olusturulan model ortamlarda kullanilan pepsin ve domuz safra 6zutu ise

Sigma-Aldrich’ten temin edilmigtir.

3.2. Metot

3.2.1. Faj izolasyonu, Saflagtirma ve Zenginlestirme
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3.2.1.1. Fajlarin izolasyonu
Ticari karisimlardan yapilan izolasyonda, George Eliava Enstitisi tarafindan
uretilmis olan 6 farkli faj miksi kullaniimistir. Bu Grdnlerin igerigi Cizelge 3.1.'de

verilmigtir.

Cizelge 3.1. Fajlarin izolasyonu i¢in kullanilan ticari faj mikslerinin igerikleri

FAJ MIKSI ICERIK
Streptococci; S. pyogenes, S.sanguinis, S. agalactiae, S.
FERSISI BACTERIOPHAGE (1A) salivarus

Staphylococci; S. aureus, S. epidermis

Shigella flexineri 12346, Shigella sonnei, Salmonella
paratyphi A, B, Salmonella Typhimurium, Salmonella

SEPTAPHAGE (1B) choleraesuis, Salmonella oranienburg, Salmonella
enteritidis, E. coli, Proteus, Enterococcus,
Staphylococcus, P. aeroginosa

Shigella flexineri 1, 2, 3, 4, 6; Shigella sonnei, Salmonella
PHAGESTI (2) paratyphi A, B; S. Typhimurium, Salmonella choleraesuis,

Salmonella oranienburg, Salmonella enteritidis, E.coli,

Proteus, Enterococcus, Staphylococcus, P. aeruginosa

PHAGYO (3) Streptococcus, Staphylococcus, E. coli, P. aeroginosa,
Proteus

STAPHYLOCOCCAL Staphylococcus

BACTERIOPHAGE (4A)

PHAGESTAPH (4B) Staphylococcus

SES BACTERIOPHAGE (5) Streptococcus, E. coli, Staphylococcus

ENKO BACTERIOPHAGE (6) Staphylococcus

Fajlarin izolasyon, saflastirma ve zenginlestirme adimlarini iceren calismalarin
tumunde, konakgi olabilecegi dusunulen bakterilerin geng ve aktif kalturleri
kullaniimistir. Bunun igin, deneylerde kullanilacak olan bakterilerin sivi besiyerlerine
inokulasyonu vyapilarak 18-24 saat sureyle inkUbasyona birakilmistir. Bu
inkiibasyonun ardindan kulturlerden tekrar sivi besiyerine ekim yapilmis ve yaklagik
4 saatlik inkiibasyon sonunda gelisme egrisinin logaritmik fazinda (ODe00=0,5-0,7)

bulunan aktif kltarler ile ¢alisiimistir [60].

Mikslerden faj izolasyonu yapilirken, her biri farkli tirlere etkili faj karigimlari igeren
ticari preparatlardan 10’ar yL steril Eppendorf tliplere alinarak Uzerlerine 4 saatlik
konakgi bakteri kllturlerinden 10 pL eklenmistir. Faj-bakteri adsorpsiyonunun

gerceklesebilmesi i¢in oda sicakliginda 15-20 dakika beklenilmis ve daha sonra bu
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karigimlarin Uzerine steril sivi besiyeri eklenerek toplam hacim 1 mlL'ye
tamamlanmistir. Hicre artiklarini uzaklastirmak igin, 37°C’de 18-24 saat slren
inkiibasyon sonunda 12000 rpm/dk’da 5 dakika santriflij islemi gergeklestiriimis ve
elde edilen supernatantlar steril Eppendorf tiplere alinmistir. Bu iglem, hedeflenen
konakglya etkili olan fajin ortamda hakim duruma gelebilmesi ve titresinin
yukselmesi amaciyla, bir énceki ginden elde edilen faj stpernatanti ve konakgi

bakterilerin artan miktarlari kullanilarak tekrarlanmistir [60].

Faj varligini belirlemek i¢in, 3 mL steril yumusak agar eritilerek igerisine 4 saatlik
konakg! kulturinden 300 pL eklenmis, onceden petrilere dokulmus olan agar
Uzerine homojen bir sekilde yayilmistir (gift tabaka agar yontemi). Yumusak agar
soguyup katilastiktan sonra, elde edilen faj sipernatantlarindan 10’ar pyL agarl kati
besiyeri Uzerine damlatiimistir. 37°C’de gergeklesen 18-24 saatlik inkibasyon
sonucunda damlatma yapilan bolgelerde bakterilerin Gremedigi bolgeler (liziz) olup

olmadidi kontrol edilerek faj varhg1 saptanmistir [209].

Gol ve kanalizasyon suyu érneklerinden yapilan izolasyonlarda ise, tim su ornekleri
ilk agamada kaba filtre kagidin gegirilerek gozle gorunen Kkirliliklerin uzaklagmasi
saglanmistir. Elde edilen bu filtratlar 0,22 uym por ¢apina sahip filtrelerden gegirilerek
olasi bakteri ve bakteri artiklari uzaklastiriimistir. Bu orneklerden 50 mL alinarak
icine hedef konakgi bakterilerin 4 saatlik kultlrlerinden % 1 oraninda inokllasyon
yapiimis ve sonrasinda ornekte bulunmasi muhtemel fajlarin kullanilan bakterilere
adsorbsiyonu igin oda sicakhiginda 15-20 dakika beklenmigtir. Sure bitiminde
orneklerin Uzerine cift kuvvet hazirlanmis 50 mL CASO sivi besiyeri aktariimistir.
Bakteri ylzeyine adsorbe oldugu dusunulen fajlarin etkilenmemesi icin ¢ok hafif bir
karigtirma iglemi uygulanmis ve O0rnekler 37°C’de 18-24 saat inklibasyona
birakilmistir. Inkibasyonun ardindan 6rnekler 12000 rpm/dk’da 5 dakika santrifij
edilmis ve supernatanlar steril tuplere aktarilmigtir. Faj varliginin tespiti igin
bakterilerin aktif kultarleri, eritiimis 3 mL yumusak agar icine aktarilip daha dnceden
dokulmus olan agar Uzerine yayllmis ve ornekler 37°C’de 18-24 saat inkUbasyona
birakiimistir. inkiibasyon sonunda petrilerde bakteri lizizi olup olmadidi kontrol

edilmistir.
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3.2.1.2. Tek Plak izolasyonu ile Saflagtirma

Varligi saptanan fajlar saflastirmak igin tek plak izolasyonu yapilmistir. Faj
suspansiyonlarinin steril serum fizyolojik (FTS, % 0,85 NaCl) ya da sivi besiyerinde
dilisyonlari hazirlandiktan sonra, fajin her bir dilisyonundan 100’er pL ve fajin 4
saatlik konakg¢! kaltirinden 150’ser pyL, 3 mL yumusak agara katildiktan sonra
hafifce karistirilarak karisim &énceden hazirlanmis agarli besiyeri Uzerine
dékulmustir. inkiibasyon sonrasinda (37°C’de 18-24 saat) olusan plaklarin tek tek
dustugu bolgelerin birinden tek bir plak steril enjektor ucuyla kesilerek steril bir
Eppendorf tlp igerisine alinmistir. Bu faj plaginin tGzerine 100 pL sivi besiyeri
eklenip iyice karistirilarak fajlarin besiyerine gegmesi saglanmistir. 4 saatlik konakgi
kdltirden 10 pL alnarak bu tip icine eklenmis ve adsorpsiyonun
gerceklesmesinden sonra tzerine son hacim 1 mL olacak sekilde steril CASO Broth
eklenmis ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
ortamdaki hucre artiklari 12000 rpm/dk’'da 5 dakika santriflj islemi ile
uzaklastirimigtir. Elde edilen supernatant, 0,45 um porlu filtrelerden (Sartorius,
Gottingen, Almanya) gegirilerek steril faj filtrati olarak kullaniimistir. Bu islem iki ya
da uc¢ kez tekrarlanmistir. Boylece izole edilen fajin safligindan emin olunmustur
[60].

3.2.1.3. Zenginlestirme ve Titre Belirlemesi

izole edilen fajlarin zenginlestiriimesi icin faj ve aktif konakgi bakteri kiltirii sivi
ortamda istenilen titreye ulasincaya kadar pasajlar yapilarak karsilastiriimigtir. Bu
amacla her pasajda 10 pL faj ile 10 yL konakgi bakteri karsilastiriimis ve faj-bakteri
adsorpsiyonunun saglanmasi amaciyla oda sicaklhiginda 15-20 dakika beklendikten
sonra karisimin hacmi steril sivi besiyeri ile 1 mL'ye tamamlanmistir. Faj-bakteri
karigsimlari 37°C’'de 18-24 saat sureyle inkubasyona birakilarak faj aktivitesi
g6zlenmis ve faj istenen titreye ulasana dek, bakteri miktari bir dnceki pasaja goére

artirilarak zenginlestirmeye devam edilmistir.

Faj titresinin belirlenmesinde yine ¢ift tabaka agar yontemi kullaniimis olup, bunun
icin son pasaja ait faj sUspansiyonunun 10%-10"ye kadar FTS igerisinde
dilisyonlari hazirlanmigtir. Dort saatlik konakgi kiltarinden 300 uL alinarak 3 mL
yumusak agar ile karistinlmis ve onceden hazirlanmis agarh besiyeri Uzerine

yayllmistir. Agarin katilasmasindan sonra faj diliisyonlarindan petride belirlenmis
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bolgelere 10°’ar yL damlatiimistir. 37°C’de 18-24 saat inkubasyon sonunda faj
plaklari damlatildiklari bolgelerde sayilmigtir. Faj titresi hesaplanirken, damlatma
yapilan bolgedeki plak sayisinin dilisyon faktori ve 102 ile carpiimasiyla pfu/mL
(plak olusturan birim/mL) olarak verilir. Ornegin, 10 dillisyonundan damlatilmig

bolgede 5 faj plagi goriiimisse titre, 5x109x10%=5x108 pfu/mL olarak saptanmistir.

3.2.1.4. Konakgl Kiiltiirlerin ve Fajlarin Saklanmasi
Tum bakteri kulturleri ve izole edilip saflastirilaran fajlar, Gzerlerine % 15-20 gliserol

eklenip karistirildiktan sonra -18°C’de muhafaza edilmigtir.

3.2.2. Fajlarin Cinsler ve Tiirler Arasi Konak¢i Ozgiilliikklerinin ve
Aktivitelerinin Belirlenmesi

izolasyon, saflastirma ve zenginlestirme asamalari tamamlanan fajlar, calismada
kullanilan bakterilerin timu ile karsilastirimis ve bu bakteriler Gzerinde kendi
homolog konakgilari diginda litik aktivite gosterip gdstermedikleri spot test ile
arastirilmistir [209]. Bunun i¢in yine cift tabaka agar yontemi uygulanmis olup; 300
ML bakteri 3 mL yumusgak agara eklenerek onceden dokulmus olan agar ustune
yayllmis ve agar kuruduktan sonra belirlenen bolgelere her bir fajdan 10’ar pL
damlatiimistir. 37°C’'de 18-24 saat inkUbasyon sonucunda damlatma yapilan
bolgelerdeki liziz olusumu gozlenerek izole edilen fajlarin ¢alisilan diger bakteriler

uzerindeki litik aktivite gosterip gostermedigi belirlenmistir.

3.2.3. Fajlarin Mikroenkapsiilasyonu ve Mikroenkapsiilasyon Etkinliginin
Saptanmasi

3.2.3.1. Fajlarin Mikroenkapsiilasyonu

Fajlarin mikroenkapsulasyonu igin dncelikle ilgili faj, yiksek hacimde hazirlanmistir.
Fajlarin zenginlestiriimesi bélimunde anlatilan prosedur kullanilarak yiksek hacim
ve titrede fajlar hazirlanmigtir. Mikroenkapstilasyon igin zenginlestirme yapilmadan
Once, stokta bulunan fajlar kullanilarak her birinden 2’ser mL faj slpernatanti
hazirlanmistir. Daha sonra 500 L fajile 8 mL 4 saatlik konakgi kultar kargilastiriimis
ve adsorpsiyonun gerceklesebilmesi i¢in oda sicakliginda 15-20 dakika beklenmis
ve ardindan bu karisim 100 mL’lik steril besiyerine eklenerek 37°C’de 18-24 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda bakteri artiklarini uzaklagtirmak
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amaciyla 13000 rpm/dk’lik santrifuj islemi 4°C’de 10 dakika boyunca uygulanmistir.
Elde edilen supernatantlara, konakgiya ait DNA ve RNA genomik materyallerinin
parcalanmasi icin DNAse ve RNAse eklenmistir [210]. 37°C’de 1 saat sureyle
beklenerek genomik materyallerin pargalanmasi saglanmistir. Daha sonra faj
supernatantlari sirasiyla 0,45 pm ve 0,22 uym por ¢apina sahip filtrelerden (Sartorius,
Gottingen, Almanya) gegirilmistir. Boylece bakteri ve bakteri artiklari ortamdan

tamamen uzaklastiriimistir.

Mikroenkapsulasyonun gerceklesecegi biyopolimer matriks olarak sodyum aljinat
¢Ozeltisi kullaniimis olup bu ¢ozelti % 2’lik ve % 3’luk (w/v) olarak, distile suda sabit
karistirma hiziyla hazirlanmistir [211], [212]. Ayrica alternatif matriks olarak da yine
distile suda hazirlanmis %25’lik (w/v) yagdsiz sut tozu ¢ozeltisi kullaniimigtir [213].
Mikroenkapsulasyon oncesi faj filtrati ile aljinat veya sut tozu ¢ozeltisi, sabit
karigtirma hizinda 1:2 (v/v) oraninda 20-30 dakika karistiriimigtir.
Mikroenkapstlasyon igslemi iki-akiskan nozzle (0,7 mm) ile birlestiriimis Buchi Mini
Spray Dryer B-290 (BUCHI Labortechnik AG, Isvicre) ile basinch kuru havanin hizi
473 L/h olacak sekilde, cesitli proses parametreleri denenerek gerceklestiriimistir.
Proses parametrelerinin optimizasyonu i¢in E. coli ve S. aureus fajlari kullaniimigtir
(Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Fajlarin mikroenkapsulasyonu i¢in denenen ornek karisimlari ve
proses parametreleri

ORNEK OZELLIKLERI PUSKURTMELI KURUTUCU
PARAMETRELERI
DENEME _ FAJ.MATRIKS  Girig Cikis Aspirasyo Besleme
NO FAJ MATRIKS ORANI (v/v) S.(°C) S.(°C) n (%) (mL/dk)
1 E. coli % 2 aljinat 1:2 90 45 60 2,4
tp3
2 E. coli % 2 aljinat 1:2 110 49 75 3,0
tp3
3 S.aureus % 2 aljinat 1:2 90 45 60 2,4
IC tp2
4 S.aureus % 25 skim 1:2 80 40 80 2,4
IC tp2 milk

Fajlarin mikroenkapsulasyonunda, faj kaybini en aza indirebilmek amaciyla

mumkun oldugunca diusuk ¢ikis sicakliklari elde edecek sekilde galigiimistir [214].
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3.2.3.2. Mikroenkapsiilasyon Etkinliginin Saptanmasi

Mikroenkapstle edilmis fajlarin titreleri belirlenirken, Ma ve arkadaslarinin (2008)
Onermis oldugu yontem baz alinmigtir. Bunun igin toz formda olan mikroenkapstule
fajlar, SM tamponuna (% 0,1 jelatin [w/v], 100 mM NaCl, 8 mM MgSOa4, 50 mM Tris-
HCI, pH 7.5) eklendikten sonra 37°C’de 15 dakika kadar inkibe edilmistir.
Coézunmus faji iceren karisimlara bu ¢ozeltiden eklenerek oda sicakhidinda 10
dakika sureyle sabit hizda karistinimistir. Serbest hale gegen fajlarin titreleri, daha

once anlatildigi gibi gift tabaka agar yontemi kullanilarak belirlenmigtir.

3.2.4. Fenolik Ekstraksiyonu ve Toplam Fenolik Madde ve Kuru Madde
Miktarinin Belirlenmesi

3.2.4.1. Fenoliklerin Ekstraksiyonu

Fenolik ekstraksiyonlarinin gergeklestirimesinde ilk asama kurutma ve o6gutme
asamasi olmustur. Nar orneklerinin meyve kisimlari ayrildiktan sonra kabuklari
liyofilizatorde dondurularak kurutulmus ve o6gutucude ogutulmustir. Taze Uzim
cekirdekleri ise ayiklandiktan sonra 2 gin boyunca 45°C’de etlvde kurutulmaya
birakilmis ve ardindan o6guticuden gegirilmigtir. Ayvalarin ¢gekirdekleri ¢ikarildiktan
sonra, kabuklariyla birlikte kiglk pargalara ayrilip liyofilizatérde dondurularak
kurutulmus ve daha sonra 6guattulmustir. Corek otu (NS) drnekleri proje ortagindan

oguttlmas formda temin edilmistir.

Ekstraksiyon islemi icin 6gutilen Gzim ¢ekirdeklerine 1:10 (w/v) oraninda %50 (v/v)
etanol:su eklenerek karisim homojen hale getirilmis ve ardindan oda sicakliginda 1
saat boyunca 200 rpm’de karistirilarak fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu
gerceklestiriimistir. Daha sonra bu karisim kaba filtre kagidindan suzllerek elde
edilen suzuntu birinci ekstrakt olarak alinmig, kalan pelletin Uzerine tekrar ayni
oranda c¢ozlucu eklenerek ekstraksiyona 1 saat daha devam edilmistir. 1 saat
sonunda karigim tekrar filtre kdgidindan suzullerek elde edilen stzunta 1. ekstrakt
ile karistirlmis ve bu karigim rotary evaporatdérde yogunlastiriimistir. Elde edilen
ekstrakt, oksidasyonu engellemek amaciyla azot gaziyla muamele edilerek -
18°C’de dondurularak saklamistir.

Ayni sekilde nar kabuklari ve ayva da 1:10 (w/v) oraninda % 50 (v/v) etanol:su

¢Ozeltisi eklenerek homojen hale getirilmis ve homojen karisim oda sicakliginda nar
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kabuklari igin 4, ayva iginse 1 saat boyunca 200 rpm’de karistirilarak fenolik
bilesenlerin ekstraksiyon islemi gerceklestiriimigtir. Ekstraksiyon sonrasinda
karisimlar kaba filtre kagidindan slzulerek elde edilen stzuntl rotary evaporatoérde
yogunlastirildiktan sonra azot gaziyla muamele edilerek -18°C’de dondurulup

saklanmigtir [215].

Ogutilmis halde temin edilen érneklerden olan ¢drek otunun ekstraksiyonu igin,
orneklere 1:10 (w/v) oraninda % 70 (v/v) aseton:su eklenerek karisim homojen hale
getirilmis ve ardindan oda sicakliginda yarim saat boyunca 200 rpm’de
karigtirilarak fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu gergeklestiriimistir. Elde edilen
ekstrakt rotary evaporatérde yogunlastirildiktan sonra karisim kaba filtre kagidindan
suzullerek elde edilen stzinti 1000 rpm’de 10 dakika boyunca santriflij edilmistir.
Alinan supernatant daha sonra 0,45 pym por ¢apina sahip filtrelerden gegirilerek

steril falkon tuplerine alinmis ve -18°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4.2. Toplam Fenolik Madde Tayini

Elde edilen ekstraktlarda toplam fenolik madde miktari Yu vd. (2002) tarafindan
Onerilen yontem baz alinarak, spektrofotometrik olarak belirlenmistir [216]. % 35
Na2COs ¢ozeltisi hazirlanmigs ve bir gece karanlhkta bekletilmistir. Ornek
ekstraktlarindan 100’er uL alinarak tzerine 8,4 mL saf su ve 500 pL Folin—Ciocalteu
coOzeltisi ilave edilmistir. 3 dakika beklendikten sonra % 35’lik Na2COs ¢ozeltisinden
1 mL ilave edilerek vorteksle karistirimistir. Karisim 1 saat boyunca karanlikta
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda ¢ézeltilerin absorbans degerleri 760
nm dalga boyunda Agilent 8453 UV-Visible spektrofotometre (Agilent Technologies
Inc., Santa Clara, CA) ile dl¢guimustir. Standart ¢ozelti icin 200-1000 ppm arasinda
hazirlanan gallik asit ¢ozeltileri kullanilmistir. Orneklerin toplam fenolik madde
miktari standartlardan elde edilen kalibrasyon grafigi yardimiyla hesaplanarak

sonuglar mg gallik asit/l olarak verilmistir.

3.2.5. Fenoliklerde Antimikrobiyal Aktivite Tayini
Ekstrakte edilen fenolik maddelerin antimikrobiyal aktivitesi tayin edilirken, agar
uzerine farkli miktarlarda (20-30 pL) ekstrakt damlatilarak agara emdirilmigtir. Sonra

4 mL olarak hazirlanan yumusak agarlara her bir konakginin 4 saatlik kultirinden
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150’ser pL eklenerek, polifenollerin emdirilmis oldugu agarin Gzerine homojen bir
sekilde yayilip kurumaya birakilmistir. Petriler 37°C’de 18-24 saat inklibasyona
birakilmis ve inkibasyon sonrasinda ekstraktlarin damlatildi§i boélgelerde olusan

inhibisyon zonlari degerlendirilerek antimikrobiyal aktivite tayin edilmigtir [217].

Antimikrobiyal aktivitesi oldugu saptanan ekstraktlarin en yogun calisilan bakteriler
uzerindeki etkisini daha net bir sekilde ortaya koyabilmek igin, MIC ve MBC degerleri
belirlenmistir. Bu degerlerin belirlenmesinde mikrodilisyon yontemi kullaniimigtir
[218]. Test edilecek olan fenolikler hazirlanmis ve bunu takiben sivi besiyerinde iki
kat azalan seyreltmeleri yapilmistir. Orijinal konsantrasyon “d” olarak
adlandiniimigtir. Mikroorganizmalarin 4 saatlik kultlrlerinden, son hacimdeki bakteri
sayisi hepsinde ayni olacak sekilde ELISA plate kuyucuklarina dagitilmistir.
Fenoliklerin de d’den d/32’ye kadar farkli dilisyonlari bu kuyucuklara esit
miktarlarda eklenmigtir. Ayrica 4 saatlik kultirlerden, fenolik madde igcermeyen,
uremenin gostergesi olan kontrol kuyucuguna da eklenmistir. Her bir bakteri igin
sadece sivi besiyeri ve sadece fenolik eklenmis kuyucuklar, kontaminasyonu kontrol
edebilmek amaciyla hazirlanmistir. Her bir deneme 3 paralel seklinde yapilmistir.
Mikroplateler 37°C'de 18-24 saat inkUbasyona birakildiktan sonra bakteri Uremesini
gOsteren bulaniklik yonunden incelenmigtir. Bakterilerin Gremesini onleyen, gozle
gorunar bir bulanikhigin olmadidi en disuk fenolik konsantrasyonu, MIC (Minimum
Inhibitory Concentration) olarak degerlendiriimesi gerekmektedir. Yalniz bu
noktada, fenolik maddelerin filtre edilmis olmasina ragmen, besiyeri ile bir araya
geldiginde bulaniklik ve ¢okme olusmasi, gozle gozlemlenen sonuglarin guvenilir
olmadigini dusundurmus, bu yluzden tum kuyucuklardan alinan érneklerin, uygun
dilusyonlari hazirlanarak yuzeye yayma yontemiyle ekim vyapiimis, ekim
sonuglarindan yapilan sayimlarla her bir fenolik konsantrasyonundaki canli bakteri
sayisi belirlenmistir. Uremenin 4-5 log dusis gosterdigi konsantrasyonlar MBC
(Minimum Bactericidal Concentration) olarak degerlendiriimig, MIC degerlerine ise,
hem bu sayim sonuglari hem de yapilan gorsel incelemeler sonucunda karar

verilmigtir.
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3.2.6. Fenoliklerin Mikroenkapsiilasyonu

Cesitli bitkisel kaynaklardan elde edilen ekstraktlarin mikroenkapstlasyonunda
biyopolimer matris olarak distile suda sabit karistirma hiziyla hazirlanmis % 2’lik
(w/v) aljinat ¢ozeltisi, ayrica buna alternatif olarak da yine distile suda hazirlanmis
% 25’lik (w/v) yagsiz sut tozu ¢ozeltisi kullaniimigtir. Ekstraktlar ile aljinat ve sit tozu
cOzeltileri, sabit karistirma hizinda 1:2 (v/v) oraninda karigtinlmistir [211], [213].
Mikroenkapsulasyon iglemi iki-akiskan nozzle (0,7 mm) ile birlestirilmis Buchi Mini
Spray Dryer B-290 (BUCHI Labortechnik AG, Isvigre) ile 473 I/h basingh kuru hava

akisinda cesitli proses parametreleri denenerek gergeklestirilmistir (Cizelge 3.3.).

Cizelge 3.3. Ekstraktlarin mikroenkapstlasyonu i¢in denenen 6rnek karisimlari ve
proses parametreleri

ORNEK OZELLIKLERI PUSKURTMELI KURUTUCU
PARAMETRELERI
DENEME E:M Giris Cikis  Aspirasyon  Besleme
NO EKSTRAKT MATRIKS  ORANI (V/V) S. (°C) S.(°C) (%) (mL/dk)
1 Nar kabugu % 2 aljinat 1:2 90 45 70 2,4
2 Nar kabugu % 3 aljinat 1:2 90 45 70 24
3 Nar kabugu % 25 skim 1:2 80 40 70 2,4
milk
4 Uzim % 2 aljinat 1.2 90 45 75 2,4
cekirdegi
5 Ayva % 2 aljinat 1.2 90 45 70 2,4

3.2.7. Fenoliklerin Mikroenkapsulasyon Etkinliginin ve Mikroenkapsulasyon
Sonrasi Antimikrobiyal Aktivitenin Saptanmasi

Mikroenkapsulasyon etkinligi hesaplanirken Cilek vd. (2012) tarafindan kullanilan
yontem temel alinmigtir [219]. Bunun igin ilk dnce mikrokapsullerin ytzey fenolik
icerigi  belirlenmigtir.  Bunun i¢cin mikroenkapsule ekstraktlar, ekstraksiyonda
kullanilan orandaki solventte ¢dzllerek toplam fenolik icerigi bolimunde tarif edilen
spektrofotometrik yontemle olgulmagstir. Mikroenkapsulasyon Etkinligi (ME),
mikroenkapsule fenolik icerigin toplam fenolik icerige oranidir. Mikroenkapsule
edilmis fenolik icerik (MFI), toplam fenolik icerigin (TFI) ve yuzey fenolik icerigin
(YFI) farki alinarak belirlenir. Mikrokapsdullerin kapsulleme verimi asagidaki
denklemde verildigi sekilde hesaplanmistir:

MFI TFI —YFI
ME (%) = m X100 = T x100
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Mikroenkapsule edilerek toz haline getirilmis ekstraktlarin mikroenkapsulasyon
islemi sonrasindaki antimikrobiyal aktivitesi belirlenirken, toz érnekler ilk 6nce SM
tamponuna eklenerek 37°C'de bir slre bekletiimis ve rehidrasyon saglanmistir.
Daha sonra sivi haldeki 6rnekler SM tamponu ile karigtirilarak oda sicakliginda 10
dakika boyunca bekletilmistir [220]. Ardindan bu karigimdan 30-40 pL kadar
alinarak agar Uzerine damlatilip agara emdirilmigtir. Damlatilan 6rnekler agar
tarafindan emildikten sonra 3 mL yumusak agara konakginin 4 saatlik kiltariinden
300 pL eklenerek, agarin Uzerine homojen bir sekilde yayilmis ve kurumaya
birakilmistir. 37°C’de 18-24 saat suren inkibasyon sonrasinda polifenollerin
damlatildigi bélgelerde olusan inhibisyon zonlari dederlendirilerek antimikrobiyal

aktivite tayin edilmistir.

3.2.8. Fajlar ile Fenolikler Arasindaki Etkilegsimlerin incelenmesi

3.2.8.1. Fenoliklerin Fajlarin Plak Biiyiikliigii Uzerine Etkisi

Fenolik maddelerin faj aktivitesi Gzerindeki etkisi, Comeau vd. tarafindan énerilen
yontem baz alinarak belirlenmistir [109]. Bunun icin ekstraktlarin her birinden 20-
30’ar yL agara damlatiimis ve ekstrakt agar tarafindan tamamen emilene kadar
beklenmistir. Ardindan, 150 pL konakgi bakteri ile 103-10* pfu/mL titre olacak sekilde
dilisyonu yapilan fajlardan 100 yL, 4 mL yumusak agara ilave edilip karistirilarak
ekstrakt damlatilan agarin Gzerin homojen bir sekilde yayilmistir. Agar kuruduktan
sonra petriler 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi
tamamlandiginda, fenoliklerin agardaki difizyon zonuna dismus olan faj plaklari,

higbir fenolik damlatiimamis bolgelerdeki faj plaklariyla karsilastiriimistir.

3.2.8.2. Faj-Fenolik Etkilesiminin Sivi Ortamda incelenmesi

Fenolik maddelerin fajlar Gzerindeki etkisinin sivi ortamdaki kontrolu igin gesitli MOI
(Multiplication  of infection) degerlerindeki faj-bakteri karigimlari  farkh
konsantrasyonlardaki ekstraklar ile karsilastirimistir. NS igin, MOI degerleri 0,1, 1,
10 olarak ayarlanmis ve her bir MOI degeri i¢in, NS'nin d/4 ve d/8 konsantrasyonlari
denenmistir. ilgili MOI ve konsantrasyon degelerine gére hazirlanan karigimlar

37°C'de yaklasik 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda numuneler 6000
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rom/dk’da 6 dakika sureyle santrifuj edilmis ve supernatanlar steril Eppendorf
tiplerine alinmistir. Bu stpernatantlarin steril FTS ile dilisyonlari hazirlanmis ve faj
titreleri ¢ift tabaka agar yontemi ile belirlenmigtir. Bakteri sayisinin belirlenmesi igin
ise, santrifijden sonra tup igerisinde kalan pelet, son hacim ayni olacak sekilde steril
besiyerinde ¢ozdurulmus ve seyreltmeler steril FTS kullanilarak hazirlanmistir.
Bakteri sayisinin belirlenmesinde yuzeye yayma yontemi kullaniimig olup, uygun
dilisyonlardan alinan 100’er yL 6rnek agar ylzeyine aktariimig ve drigalski 6zesi
yardimiyla drnegin tUm agar yuzeyine homojen bir sekilde yayilmasi saglanmigtir.
37°C'de yaklasik 24 saat suren inkibasyon sonucunda bakteri kolonileri sayilarak
bakteri sayisi cfu/mL (colony forming unit, koloni olusturan birim) olarak verilmistir.
Nar kabuklari i¢cin, MOI degerleri 0,01, 0,1, 1 olarak ayarlanmis ve her MOI degeri
icin ekstraktin d/16 ve d/32 konsantrasyonlari yukarida tarif edilen yodntem
kullanilarak denenmistir. Uzim cekirdegi icinse MOl 0,01, 0,1 ve 1 olarak
ayarlanmis ve her MOI degeri icin ekstraktin d/8 ile d/16 konsantrasyonlari

kullanilarak, ayni islem basamaklariyla denemeler gerceklestiriimistir.

Sivi ortam denemelerindeki sonuglar g6z 6nunde bulundurularak, secilen bazi
fenolikler fajlarla karigtirilarak fajlarin gelisme edrileri ¢ikarilmigtir. Bu egriler,
Reyes-Gavilan vd. (1990) ile Suarez vd. (2002) tarafindan Onerilen ydntem
kullanilarak elde edilmigstir [221], [222]. Bunun igin, MOI degeri 0,1 ve NS’nin nihai
konsantrasyonu d/4 ve d/8 olacak sekilde faj-bakteri-NS karigimlari hazirlanmig ve
bu karisimlar 37°C'de 120 dakikayla inkube edilerek standart faj gelisme egrisi
cikarma asamalari uygulanmistir. Karisima uygun miktarda konakgi bakteri, faj ve
NS eklenerek adsorpsiyonun gerceklesmesi icin oda sicakhginda 20 dakika
boyunca beklenmigtir. Adsorbe olmayan fajlarin 12500 rpm/dk’da 4 dakika sureyle
santrifdj islemi ile ayrilmasi sonrasinda, tlpte kalan pellet 10 mL CASO sivi ortam
icinde ¢ozundurulerek 37°C'de inkiibasyon baslatiimistir. Sifirdan baslayarak, 30
dakikaya kadar her 5 dakikada bir ve daha sonra ise 20-30 dakikada bir
karisimlardan 6rnek alinmis ve yine 12500 rpm/dk’da 4 dakika sureyle santrifuj

edilerek supernatantta bulunan faj sayisi, ¢ift tabaka agar yontemi ile belirlenmistir.
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3.2.9. Faj-Fenolik Karigsimlarinin Mikroenkapsiilasyonu

Faj-fenolik etkilesimlerinin incelenmesinin ardindan, pozitif etki gorulen ikililerin bir
arada mikroenkapsule edilmesi basamagina gegilmigtir. Bunun igin secilen fajlar
yuksek hacimde daha 6nce anlatildigi sekilde gogaltilarak bakteriden arindiriimigtir.
Mikroenkapsulasyon islemi icin secilen ekstraktin son konsantrasyonu maksimum
etkinin goruldigu konsantrasyon olacak sekilde 50 mL’lik 6érnek faj/fenolik orani 1/1
olacak sekilde hazirlanmig ve 100 mL % 2’lik aljinat ¢ozeltisi ile karigtirilarak Buchi
Mini Spray Dryer B-290 (BUCHI Labortechnik AG, lsvigre) ile daha 6nceki

parametreler kullanilarak mikroenkapsule edilmigtir.

3.2.10. Mikroenkapsiule Faj ve Fenoliklerin Mide Ortami Denemeleri

Mikroenkapstle edilmis fajlarin mide ortamindaki stabilitelerini kontrol etmek
amaciyla, Ma ve arkadaslari tarafindan énerilmis olan yontem kullaniimistir. Buna
gore, gastrik kogullar simule edilerek model bir mide ortami olusturulmustur. Model
mide ortami % 0,2 (w/v) NaCl ve 3,2 mg/mL pepsin igerecek ve pH:2,4 olacak
sekilde hazirlanarak deney tilplerine bu sividan 10ar mL dagitiimistir.
Mikroenkapstile edilmis toz formdaki fajlarin her birinden 160 mg tartilarak 6nceden
37°C’de bekletilmis model sivilara eklenmis ve 6rnekler 37°C’de 2 saat boyunca
inkibasyona birakilmistir. inkiibasyonun 0, 15, 30, 60 ve 90. dakikalarinda bu
karisimdan 500’er uL 6rnek alinmis ve 1:1 oraninda SM tamponu ile karigtirilarak
inkiibasyon sonlandiriimistir. Elde edilen son 6rneklerdeki fajlarin titreleri ¢ift tabaka

agar yontemi ile belirlenmistir.

Mikroenkapsule edilmis fenoliklerin mide ortamindaki stabilitelerini kontrol etmek
amaciyla benzer bir yontem kullaniimis olup, fajlar igin hazirlanmis olan model
ortamla ayni formilasyonda mide ortami olusturulmustur. Toz haldeki
mikroenkapstle fenolik ekstraktlari mode ortama eklerek 37°C’de 2 saat boyunca
inkiibasyona birakilmigtir. inkiibasyon sonrasinda alinan érnekler 1:1 oraninda SM
tamponu ile karigtirilarak anitimikrobiyal aktiviteleri 3.2.5. numarali bolimde
anlatilan yontem kullanilarak belirlenmigtir [185], [223].
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3.2.11. Mikroenkapsule Faj ve Fenoliklerin Safra Tuzu Ortami Denemeleri
Mikroenkapstle edilmis faj, fenolik ve faj-fenolik karigimlarinin safra tuzu
varhgindaki stabilitelerini kontrol etmek amaciyla yapilan denemelerde, Ma ve
arkadaslar (2008) tarafindan onerilmis olan yontem kullaniimistir [185]. Bunun igin,
toz formdaki mikroenkapsule 6rneklerden 160’ar mg tartilarak, énceden 37°C’de
bekletiimis % 2 (w/v) domuz safra 6zutl iceren test tlplerine ilave edilmistir. Bu
karisimlar 37°C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun birinci ve liglincli saatlerinde bu
karigsimlardan ornekler alinarak SM tamponu ile karistirlmigtir. Fajin titresi gift

tabaka agar yontemiyle saptanmigtir.

Mikroenkapstule edilmis fenoliklerin safra tuzu ortaminda stabilitelerini kontrol etmek
amaciyla mikrokapsuller % 2 domuz safra 6zutu iceren ortama eklenerek 37°C’de
2 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. inklibasyon sonrasinda alinan érnekler
1:1 oraninda SM tamponu ile karistirilarak anitimikrobiyal aktiviteleri 3.2.5. numarali

bélimde anlatilan sekilde belirlenmistir [185], [223].
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Faijlarin izolasyonu

Faj izolasyonunda ilk olarak George Eliava Enstitusu (Tiflis, Gurcistan) tarafindan
hazirlanmis olan ticari faj miksleri kullaniimistir. Bu mikslerin herbirinin icerigindeki
fajlarin etkili oldugu cins ve turler g6z 6nunde bulundurularak miksler gesitli konakgi

bakterilerle karsilastirimigtir. Yapilan karsilastirmalar Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Konakg! bakteriler ile kargilastirilan faj miksleri

BAKTERI FAJ MiKSI
L. monocytogenes iC 3,6

L. monocytogenes 3,6

E. coli 0157:H7 i¢ 3,5,6
E. coli 3,56
S. pyogenes 1A, 3,6
S. aureus IiG 3, 4A, 4B, 6
S. aureus 3,6

P. aeroginosa 3,6
Salmonella 3,6

S. Typhimurium I¢ 3,6

Bakteri-faj karigimlarinin inkiibasyonu tamamlandiktan sonra, karigimlardaki bakteri
Uremesine isaret eden bulaniklik gézlemlenmistir. Uremenin daha az oldugu
karisimlar icin, kullanilan konakgi miktari artirilarak zenginlestirmeye gidilmigtir.
Bulanikligin fazla oldugu karisimlarda ise bakteri miktari sabit tutularak denemelere
devam edilmigtir. Deneme sonugclarinda fajlarin etkinligi, ilgili bakteriler Gzerinde ¢ift
tabaka agar yontemi kullanilarak test edilmistir. Kargilagtirmalardan elde edilen ilk

sonuglar Cizelge 4.2°de verilmisgtir.

Cizelge 4.2. Konakg bakteriler ile karsilastirilan faj mikslerinden elde edilen ilk

sonuglar
BAKTERI FAJ MiKSI SONUGC

L. monocytogenes iC 3 -
6

L. monocytogenes 3
6

E. coli O157:H7i¢ 3 +
6 +
5 +

E. coli 3 +
6 +

S. pyogenes 1 -
3 +
6
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S. aureus I¢ 3 +
6 +

S. aureus 3 +
4A +
4A -
6 +

P. aeroginosa 3 -
6

Salmonella 3 +
6 +

S. Typhimurium i¢ 3 +
6 +

“+”: Faj/fajlarin bakteri Uzerinde litik etkisi vardir.
“.” : Faj/fajlarin bakteri Gzerinde litik etkisi yoktur.

Denenen bakteri-faj karisimlari iginde Salmonella, S. Typhimurium IC, E. coli, E. coli
0157:H7 IC, S. aureus ve S. aureus IC'ye etkili fajlar oldugu tespit edilmis, ve bu
orneklerden tek plak izolasyonuna gidilerek saflastirma ve zenginlestirme
yapilabilmistir. Ayni denemelerde S. pyogenes ve P. aeruginosa Uzerinde etki
gOsteren miksler de bulunmasina ragmen, devam eden zenginlestirmeler sonucu
uremeye bagli bulaniklikta bir azalma gorulmemigtir. Sonu¢ olarak bu konakgi
kultarlerin s6z konusu fajlara karsi direncgli olduklar tespit edilmis, dolayisiyla ticari

faj mikslerinden bu bakterilere 6zgul faj ya da fajlar izole edilememistir.

Daha sonra Prof. Dr. Sami FATTAOUCH’tan temin edilen 3 adet bakteri ve bu
bakteriler ile izole edilmis 6 adet fajla ¢alismalar yapilmistir. Bu fajlarin tek plak
izolasyonu agsamasina gegmemis oldugu belirtildiginden oncelikle fajlar, plaklari tek
tek disecek sekilde dilisyonlari hazirlanarak ¢ift tabaka agar ydntemiyle yayilmistir.
Plak morfolojileri dikkate alinarak toplam 23 adet faj secilmis, birinci ve ikinci tek
plak izolasyonlarinin tamamlanmasindan sonra stoga alinarak g¢alismalara dahil

edilmislerdir.

Tez kapsaminda ayrica gevre goller ile kanalizasyondan su ornekleri toplanarak faj
izolasyon c¢alismalarina devam edilmigtir. Bu asamada mumkin oldugunca
oncekinden farkli konakgilarla ¢alisiimis ve farkli bakterilere etkili fajlarin izolasyonu

amagclanmistir.

Farkll kaynaklardan alinan érnekler ile hedef bakterilerin ilk kargilastirmalarina ait
sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Farkh kaynaklardan alinan ornekler ile gesitli hedef konakgilar
arasinda yapilan kargilagtirmalarin sonugclari

BAKTERILER ORNEKLER
Gol Bl Gol B2 Kanalizasyon Suyu

. coli K12 - - -

.coli TP - - -

.coli 0157:H7i¢ - - -

. monocytogenes - - +

. monocytogenes I¢ - - -

. aureus - - -

.aureus IG -

. Typhimurium i¢ + -

. Typhimurium + +

. Enteritidis + +
Salmonella TP - -
Bacillus subtilis - -
S. pyogenes - - -
M. luteus - - -

“+”: Faj/fajlarin bakteri tizerinde litik etkisi vardir.

“-” . Faj/fajlarin bakteri izerinde litik etkisi yoktur.

Duouoununrrmmm

Bu calismalar sonucunda faj varligi kesin olarak saptanan érneklerde tek plak
izolasyonuna gidilmistir. izolasyonun ardindan saflastirma ve zenginlestirme ile titre
yukseltme asamalarina gecilmistir. Tez kapsaminda tim izolasyon, saflastirma ve

zenginlegstirme agsamalari tamamlanan fajlar Cizelge 4.4’te siralanmistir.

Cizelge 4.4. Tez calismasi kapsaminda izole edilerek saflastirilan fajlarin tam listesi

BAKTERILER FAJLAR

. coli tpl
. coli tp2
. coli tp3
. coli O157:H7 iC tpl
. coli O157:H7 iG tp2
. coli O157:H7 iC tp3
. coli O157:H7 iC tp4
. coli O157:H7 iC tp5
E. coli 0157:H7 IC tp6
Salmonella tpl
Salmonella Salmonella tp2
Salmonella tp3
S. Typhimurium iC tp1

E. coli

E. coli O157:H7 i¢

mmmmimimmm

S. Typhimurium IC . Typhimurium iC tp2
. aureus IC tp1

. aureus IC tp2

. aureus IC tp3

. aureus IC tp4

. aureus 4al tpl

. aureus 4al tp2

S. aureus IG

S. aureus 4al

nunuununununnn n
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.aureus 4a2

. Enteritidis (F5)

. Typhimurium Tunus (¢5)

. Typhimurium Tunus (F4)

. subtilis (F11)

. subtilis (¢19)

. subtilis (F6 ile)

. Typhimurium (Gél1)

. Typhimurium (Gé6/2)
. Typhimurium (Gél3)

. Typhimurium (Gé/4)
. Typhimurium i¢ (B1)

. Typhimurium i¢ (B2)

. Enteritidis (Go6l1)

. Enteritidis (G612)

. Enteritidis (G613)
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. aureus 4al tp3

. aureus 4al tp4

. aureus 4a2 tpl

. aureus 4a2 tp2

. aureus 4a2 tp3

. aureus 4a2 tp4

. Enteritidis F5 tpl

. Enteritidis F5 tp2

. Enteritidis F5 tp3

. Enteritidis F5 tp4

. Typhimurium Tunus ¢5 tpl
. Typhimurium Tunus ¢5 tp2
. Typhimurium Tunus ¢5 tp3
. Typhimurium Tunus ¢5 tp4
. Typhimurium Tunus ¢5 tp5
. Typhimurium Tunus F4 tpl
. Typhimurium Tunus F4 tp2
. subtilis F11 tpl

. subtilis F11 tp2

. subtilis F11 tp3

. subtilis F11 tp4

. subtilis F11 tp5

. subtilis 19 tpl

. subtilis ¢19 tp2

. subtilis ¢19 tp3

. subtilis ¢19 tp4

. subtilis ¢19 tp5

. subtilis F6 tpl

. subtilis F6 tp2

. Typhimurium Gol1 tp1
. Typhimurium Gol1 tp2

. Typhimurium Gol1 tp3

. Typhimurium G612 tp1
. Typhimurium Go&I2 tp2
. Typhimurium GoI3 tp1
. Typhimurium GoI3 tp2

. Typhimurium G614 tp1
. Typhimurium iC B1 tp1

. Typhimuriun iC B1 tp2

. Typhimurium IC B2 tp1
. Typhimurium IC B2 tp2

. Enteritidis Gol1 tp1
. Enteritidis Gol1 tp2

. Enteritidis Gol1 tp3

. Enteritidis Gol2 tp1
. Enteritidis Gol2 tp2
. Enteritidis Gol2 tp3
. Enteritidis Gol2 tp4

. Enteritidis GoI3 tp1



S. Enteritidis Go6l3 tp2

S. Enteritidis (G6/4) S. Enteritidis G614 tp1

Salmonella AK tp1-1
Salmonella AK tp1-2
Salmonella AK tp1-3

Salmonella (Kanalizasyon) Salmonella AK tp2-1
Salmonella AK tp2-2
Salmonella AK tp3-1
Salmonella AK tp3-2

. Enteritidis AK tp1

. Enteritidis AK tp2

. Enteritidis AK tp3

. Enteritidis AK tp4

. Typhimurium AK tpl

. Typhimurium AK tp2

. Typhimurium AK tp3

. monocytogenes AK tpl

. monocytogenes AK tp2

S. Enteritidis (Kanalizasyon)

S. Typhimurium (Kanalizasyon)

rCooununnnnn

L. monocytogenes (Kanalizasyon)

Tek plak izolasyonu surecine ornek olarak, E. coli tp3 fajindan hazirlanan
dilisyonlar Sekil 4.1'de gosterilmistir. Fajin 10-%’e kadar dilGsyonlari hazirlanmis ve
her bir dilisyon ¢ift tabaka agar yontemi kullanilarak agar ylzeyine yayillmistir. Sekil
incelendiginde faj miktarinin fazla oldugu 102 dilisyonundan yapilan ekimde
ureyebilen bakteri miktarinin ¢ok az oldugu, diger dilusyonlarda ise faj miktarinin

giderek azaldigi faj plaklarinin rahatlkla sayilabildigi gorulmektedir.

Sekil 4.1. E. coli tp3 fajinin 102 (a), 103 (b), 104 (c) ve 10°(d) dillsyonlari
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Tez calismasi kapsaminda, iginde farkh suglara etkili alt gruplari da barindiran 9

adet E. coli, 12 adet S. aureus, 52 adet Salmonella, 12 adet B. subtilis ve 2 adet L.

monocytogenes olmak Uzere toplam 87 adet faj izole edilmigtir.

4.2. Faijlarin Cinsler ve Tiirler Arasi Konakgi Ozgiilliiklerinin ve
Aktivitelerinin Belirlenmesi

Cizelge 4.4’te siralanan fajlar izole edildikten sonra ¢aligilan bakteri tir ve cinslerinin

bu fajlara olan duyarlliklarini belilemek amaciyla c¢ift tabaka agar yontemi ile

kargilastiriimistir. Karsilastirma sonugclari Cizelge 4.5'te verilmigtir.

Cizelge 4.5. izole edilen fajlarin ¢alisilan tiim bakteriler (izerindeki litik etkileri

FAJLAR BAKTERILER

1 2 3 5 7 8 9 10 11 12 13 14
E. coli tpl + o+ + - . + - - - -
E. coli tp2 + 4+ + - S + - - - -
E. coli tp3 + 4+ + - . - + - - - -
E. coli O157:H7 i tp1 + o+ o+ - - e e+ . - - -
E. coli O157:H7 iG tp2 + o+ o+ - . - - - .
E. coli O157:H7 iC tp3 + o+ o+ - - - % - - - .
E. coli O157:H7 iG tp4 + o+ o+ - e - - - .
E. coli O157:H7 iG tp5 + o+ o+ - s - - - .
E. coli O157:H7 iC tp6 + o+ o+ - s - - - .
Salmonellatpl + - - + -+ - + - + + +
Salmonella tp2 + - + + -+ - + - + + +
Salmonella tp3 + - + + -+ - + - + + +
S. typhimurium tpl + - - + -+ - + - + + +
S. typhimurium tp2 - - - + -+ - + - + + +
S. aureus i¢ tp1 - - - - + - - + - - - -
S. aureus i¢ tp2 - - - - + - - + - - - -
S. aureus i¢ tp3 - - - - + - - + - - - -
S. aureus i¢ tp4 - - - - + - - + - - - -
S. aureus 4al tpl - - - + + - - - - - - -
S. aureus 4al tp2 - - - - + - - - - + - -
S. aureus 4al tp3 - - - + + - - - - - - -
S. aureus 4al tp4 - - - - + - - - - - - -
S. aureus 4a2 tpl - - - - + - - - - + ; -
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.aureus 4a2 tp2
.aureus 4a2 tp3
.aureus 4a2 tp4

. Enteritidis tp1

. Enteritidis tp2

. Enteritidis tp3

. Enteritidis tp4

. TympTunus ¢5tpl
. TympTunus ¢5 tp2
. TympTunus ¢5 tp3
. TympTunus ¢5 tp4
. TympTunus ¢5 tp5
. TympTunus F4 tpl
. TympTunus F4 tp2
. subtilis F11 tpl

. subtilis F11 tp2

. subtilis F11 tp3

. subtilis F11 tp4

. subtilis F11 tp5

. subtilis ¢19 tpl

. subtilis ¢19 tp2

. subtilis ¢19 tp3

. subtilis ¢19 tp4

. subtilis ¢19 tp5

. Typhimurium Go6l1
tpl

S. Typhimurium Gél1
tp2

S. Typhimurium Gél1
tp3

S. Typhimurium Go6l2
tpl

S. Typhimurium Go6l2
tp2

S. Typhimurium Go6l13
tpl

S. Typhimurium G613
tp2

S. Typhimurium G614
tpl

S. Typhimurium i¢ B1
tpl

S. Typhimuriun i¢ B1
tp2

VW W @ @ W W W W @ ©m™ uno nu nuno no no no no no no no ono no noonw

N/A
N/A
N/A
N/A

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

N/A
N/A




S. Typhimurium iG B2 . - - - PR

tpl )

S. Typhimurium IG B2 - - -+ o+ - - - - - - + +
tp2

S. Enteritidis G6l1 tp1 - - e e - - - + +
S. Enteritidis Gol1 tp2 ) ) -+t o+ - - - - - + + +
S. Enteritidis Gol1 tp3 ) - -t - - - - + + +
S. Enteritidis G6I2 tp1 - - e e - - - + +
S. Enteritidis G612 tp2 - -+ + - - - - - - + + +
S. Enteritidis GoI2 tp3 - - e e - - + + +
S. Enteritidis Gol2 tp4 T -+ - - - - - - - + +
S. Enteritidis G613 tp1 T -+ - - - - - - - + +
S. Enteritidis GoOI3 tp2 T -+ - - - - - - - + +
S. Enteritidis G614 tp1 T o AR SR - - - + +
Salmonella AK tp1-1 R AR SR - - + + +
Salmonella AK tp1-2 A J LR AR - - + + +
Salmonella AK tp1-3 Y - A A - A - - + + +
Salmonella AK tp2-1 N G AR - - + + +
Salmonella AK tp2-2 y 4 3 JRAr- O - % . - n + +
Salmonella AK tp3-1 - y A - - - 5 - - + + +
Salmonella AK tp3-2 -7 -+ + - - - - - - + + +
S. Enteritidis AK tpl - -+ + - - - - - - + + +
S. Enteritidis AK tp2 - -+ + - - - - - - + + +
S. Enteritidis AK tp3 T -+ - - - - - - + + +
S. Enteritidis AK tp4 - - - e - - + + +
S. Typhimurium AK tp1  ~ - -+ + - - - - - - + + +
S. Typhimurium AK tp2 - -+ + - - - - - - + + +
S. Typhimurium AK tp3  ~ - -+ + - - - - - - + + +
L. monocytogenes AK - - -+ o+ - -+ o+ - - - - +
tpl

L. monocytogenes AK - - -+ o+ - -+ o+ - - - - +
tp2

“+”: Fajin bakteri Uzerinde litik etkisi vardir.
“” . Fajin bakteri Uzerinde litik etkisi yoktur.
“N/A”: Belirgin sonug¢ saptanamamistir.

Cizelgede her bir bakteri bir sayi ile kodlanmistir: 1: E. coli, 2: E. coli K12, 3: E.coli 0157:H7 iC, 4:
Salmonella, 5: S. Typhimurium IC, 6: S. aureus, 7: S. aureus IC, 8: L. monocytogenes, 9: L.
monocytogenes IC, 10: S. pyogenes, 11: M. luteus 12: B. subtilis 13: S. Enteritidis 14: S.
Typhimurium
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Karsilastirma sonuglarina gore, izole edilen tum E. coli fajlarinin, ¢alismada
kullanilan tim E. coli suslarina ve S. pyogenes’e etkili oldugu gorulmektedir.
izolasyonlari tamamlanan Salmonella ve S. Typhimurium fajlarinin, kendi
konakgilarinin yaninda L. monocytogenes’e de etkili olduklari gozlemlenmistir.
Fakat bu etkiye dair kesin sonu¢ vermek ancak bu bakterilerin 16S ribozomal DNA
analizlerinin yapilmasiyla mimkiin olacaktir. Benzer sekilde S. aureus iC fajlarinin,
kendi konakgilari haricinde S. pyogenes’i de lize edebildigi goérulmastir. S.
Typhimurium tpl E. coli’ye etkiliyken, S. Typhimurium tp2’nin etkili olmamasi, bir faj
miksi icinden birbirinden farkli iki fajin izole edildigini dogrulamaktadir. Tum
bakteriler arasinda, S. pyogenes’in izole edilen fajlarin timune duyarli olabilecegi
dusundlmustir. Ancak bunu kesin olarak sdyleyebilmek igin fajlar ile S. pyogenes’i
sivi ortamda karsilastirip faj titresinde artis olup olmadiginin kontrol edilmesi

gerekmektedir.

Daha sonraki asamalarda izole edilen S. Enteritidis fajlarinin  kendi konakgilari
disinda Salmonella tp, L. monocytogenes ve S. Typhimurium’a etkili oldugu, ayni
sekilde S. Typhimurium fajlarinin da Salmonella tp, S. Enteritidis, L. monocytogenes
ve digerlerinden farkli olarak B. subtilis (izerinde etki gdsterdigi saptanmistir. izole
edilen B. subtilis fajlari ise, kendi konakgilari disinda c¢alismada kullanilan
Salmonella suslarina da etki géstermektedirler. B. subtilis genel olarak laboratuvar
calismalarinda kullanilan test mikroorganizmasidir. Metabolizmasi ve urettigi pek
¢cok enzim nedeniyle de oldukga populer bir canlidir [224], [225]. Toksijenik ve
patojenik ozellik tasimayanlari tarafindan Uretilen enzimlerin gidalarda
kullanilmasina izin veriimektedir [226]. Bu acgidan bakildiginda bu bakterinin
canlihgini surdirmesi onemlidir. Ama toksijenik ve patojenik olanlarin yok edilmesi
icin faj terapi uygulanabilecektir. Ayrica bu fajlar, homolog konakgilari B. subtilis olsa

da, Salmonella enfeksiyonlarinda kullanilabileceklerdir.

Bazi fajlarin, bakterilere cins bazinda ve hatta tir bazinda spesifik olabildigi
bilinmektedir. Ancak bunun tam tersi olan durumlarin da s6z konusu oldugu
¢aligmalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde, genis konakgi araligina sahip
fajlar incelenmis olup, bu galisma kapsaminda Sphaerotilus natans ATCC 13338
susundan izole edilen SN kodlu fajlarin 4 tanesinin Pseudomonas aeruginosa

PAO303 ve Pseudomonas aeruginosa OT684 suslar Uzerinde de etkili oldugu
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saptanmigtir [227]. Comeau ve arkadaslarinin 2005 vyilinda vyayinladiklari
calismalarinda ise Vibrio ile fajlari arasindaki iliski incelenmis ve Vibrio
parahaemolyticus Uzerinde etkili olan fajlarin bazilarinin V. aginolyticus veya V.
vulnificus gibi bagka suglar Uzerinde de etkili olabildiklerini ortaya koymuslardir
[228]. Bir diger calismada ise Salmonella Enteritidis Uzerine etkili olan fajlar
kullaniimis olup, bu fajlarin Klebsiella ve 3 farkli Escherichia izolati ile de basarili bir
sekilde cogaltilabildigi gosterilmistir. Klebsiella ve Escherichia Gzerinde etkili oldugu
dogrulanan bu fajlar ile bu kez tekrar 10 farkh Salmonella serovari Uzerinde
calisiimig ve bu fajlardan birinin 6 farkli, digerinin ise 2 farkli Salmonella serovarini
etkileyebildigi saptanmistir. Bu calisma ile fajlarin konakg¢i aralidinin her zaman
belirli bir cins ile sinirli kalmayabilecegi, alternatif cinsler Gzerinde de etkili olabilen
genis konakg! aralikli fajlarin patojenlerle micadelede etkili bir arag olabilecegi
ortaya konmustur [229]. Tez ¢alismasi kapsaminda izole edilen fajlarin bir kismi da

genis konakgl skalasina sahip olmalari nedeniyle bu avantaji saglamaktadir.

Cizelge 4.5’te sonuglari verilen faj-bakteri karsilastirmalarindan bazi érnekler Sekil

4.2’de verilmistir.

Sekil 4.2. S. Typhimurium bakterisine E. coli tpl, tp2 ve tp3 ve S. Typhimurium tpl
fajlarinin (a), E. coli O157:H7 IC bakterisine E. coli tpl, tp2, tp3 ve Salmonella tpl
fajlarinin (b), E. coli bakterisi Gzerine Salmonella tpl, tp2, tp3 ve S. Typhimurium
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tp1 ve tp2 fajlarinin (c) ve S. Typhimurium bakterisi uzerine Salmonella tp1, tp2, tp3
ve S. Typhimurium tp2 fajlarinin etkisi (d).

4.3. Fajlarin Mikroenkapsiilasyon Etkinliginin Saptanmasi

Materyal ve metot bolimunde anlatildigi Gzere, fajlarin mikroenkapsulasyonu igin
cesitli 6rnek karisimlari ve proses parametrelerini iceren denemeler yapilmistir.
Yapilan ilk denemeler sonucunda fajlarin titrelerinde goérulen degisim Cizelge 4.6'da
gOsterilmisgtir.

Cizelge 4.6. Cesitli 6rnek karisimlar ve proses parametrelerinde gerceklestirilen
mikroenkapstulasyon islemi sonucunda faj titrelerinde goérilen degisim.

DENEME FAJ MIKROENKAPSULASYO MIKROENKAPSULASYON FARK
NO N ONCESI TITRE SONRASI TITRE log(pfu/mL)
log(pfu/mL) log(pfu/mL)

1 E. coli 9,00 7,00 2,00
tp3

2 E. coli 9,00 6,00 3,00
tp3

3 S. 8,30 7,70 0,60
aureus
iC tp2

4 S. 8,48 7,00 1,48
aureus
iC tp2

Bu sonuclara gore, E. coli tp3 fajinin, puskurtmeli kurutucu ile gerceklestirilen
mikroenkapstilasyon islemine S. aureus IC fajina gére daha dayaniksiz oldugu
gorulmektedir. Titrede yaklasik 2-3 log birimlik dugts gorulmesine ragmen litik
aktivitenin etkinligi devam etmektedir. Ayrica E. coli icin yapilan 1 ve 2 nolu
denemeler dederlendirildiginde, proses esnasindaki giris sicakliginin artmasinin faj
titresindeki disist artirdigi gbzlenmistir. S. aureus IC faji icin en basarili
mikroenkapsulasyon sonucu, 3 nolu deneme parametrelerinde (90°C giris sicakligi,

45°C cikis sicakligi, % 60 aspirasyon, % 8 Pompa) alinmistir.

Tez galigmasi kapsaminda izole edilen diger faj gruplarindan da 6rnekler segilerek
daha sonraki asamalarda kullaniimak Uzere mikroenkapsule edilmigtir.
Mikroenkapsulasyon igin faj secgiminde hem konakgl skalasi g6z Onunde
bulundurulmus, hem de mimkin oldugunca dogal kaynaklardan izole edilen fajlar
tercih edilmistir. Mikroenkapstle edilen bu fajlarin mikroenkapstlasyon oncesi ve

sonrasindaki titre degisimi Cizelge 4.7’de verilmigtir.
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Cizelge 4.7. Mikroenkapsile edilen fajlarin islem sonrasindaki titre degisimleri

MIKROENKAPSULASYON MIKROENKAPSULASYON FARK

FAJ ONCESI TiTRE SONRASI TiTRE log(pfu/mL)
log(pfu/mL) log(pfu/mL)

B. subtilis 19 tp5 10,00 9,30 0,70
S. Typhimurium 12,00 9,00 3,00
$5 tp2
S. Enteritidis F4 11,00 9,00 2,00
tp3
S. Enteritidis F4 11,00 10,00 1,00
tp4
S. Typhimurium 9,00 8,48 0,52
$51tpl
S. Typhimurium 9,00 8,00 1,00
F4 tp2
B. subtilis F11 tp1 11,50 9,95 1,55
B. subtilis 6 tpl 11,00 10,00 1,00
S. Typhimurium 9,00 8,30 0,70
$5 tp4
B. subtilis 6 tp2 10,00 9,90 0,10
S. Enteritidis tp1l 12,00 9,00 3,00
S. Enteritidis tpl 11,00 10,00 1,00
S. Typhimurium 10,48 10,00 0,48
Gol2 tp2
S. Typhimurium 10,00 9,00 1,00
Gol2 tp1 )
S. Typhimurium IG 10,30 10,00 0,30
Bltpl
Salmonella AK 10,00 8,00 2,00
tp2-1
S. Enteritidis AK 10,00 10,00 -
tp3-1
Salmonella AK 10,00 9,00 1,00
tpl-3
S. Enteritidis Go6l12 10,48 8,48 2,00
tp2
S. aureus 4al tp2 8,00 7,00 1,00

Bu sonuclara gore, B. subtilis fajlarinda mikroenkapsilasyon sonrasi titre distsu
0,10-1,55 log birimi arasinda degisirken, bu aralik S. Typhimurium fajlarinda 0,30-
3,00 log birimi, S. Enteritidis fajlarinda 0-3,00 log birimi, Salmonella fajlarinda ise
1,00-2,00 log birimi olarak gbzlenmistir. S. aureus fajinin titresinde ise 1,00 log
birimlik bir dlisus goértlmustir. Literaturde fajlarin puskartmeli kurutma yoluyla

mikroenkapsulasyonuna yonelik yapilan galigmalarda da benzer sonuglar alinmistir.
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Vandenheuvel ve arkadaslarinin (2013) yaptigi calismada, LUZ19 fajinin titresinde
cesitli proses parametreleri sonucu 0,02-0,65 log arasi dusmeler gorulurken
Romulus fajindaki titre dusts araligi 2,58-4,72 log olarak saptanmigtir [188]. Bir
bagka ¢alismada ise kullanilan tim Myoviridae fajlari 1 log pfu/mL'den daha dusuk
bir titre kaybiyla mikroenkapsule edilebilmistir [187]. Calisma kapsaminda
mikroenkapstle edilen fajlarin blyik ¢ogunlugunda titre dlsisunin 2 log biriminin

altinda kalmasi ileriki asamalar icin dnemli bir avantaj teskil etmektedir.

4.4. Fenolik Ekstraksiyonu ve Toplam Fenolik Madde ile Kuru Madde Tayini

Toplam fenolik madde igerigi analizi icin standart gallik asit ¢ozeltisinin 200-1000
ppm araligindaki 5 farkh konsantrasyonu UV-Vis spektrofotometrede 760 nm dalga
boyunda dlgulerek bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir (Sekil 4.3.). Sonuglar elde
edilen egrinin regresyon esitliginden yararlanilarak hesaplanmis ve mg gallik asit

esdegderi (GAE) olarak ifade edilmistir.
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Sekil 4.3. Gallik aside ait kalibrasyon egrisi
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Standart gallik asit ¢Ozeltileri kullanilarak hazirlanan kalibrasyon grafiginden
hesaplanan toplam fenolik madde igerikleri ile hesaplanan kuru madde miktarlar

Cizelge 4.8’de verilmisgtir.

Cizelge 4.8. Elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik icerigi ve kuru madde miktari

TOPLAM FENOLIK MADDE KURU MADDE
EKSTRAKT (mg GAE/qQ) (mg/mL)
Nar kabugu 330 114
Uziim gekirdegi 66,02 11
Ayva 16,90 71
Corek otu 110 27

Kullanilan 6rnekler igin hesaplanan toplam kuru madde ve toplam fenolik madde
miktarlari miktarlari gizelgede verilmistir. Bu sonugclar, damlatma yapilan petrilerden
alinan sonuglar ile paraleldir. Uziim gekirdedi ve ayva da antimikrobiyal etkili
polifenolik maddeler icermesine ragmen, bunlarin kaynaktaki konsantrasyonunun
daha dusuk olmasi sebebiyle, nar kadar etkin bir antimikrobiyal aktivite

gOsterememiglerdir.

4.5. Fenoliklerin Antimikrobiyal Aktivitesinin Saptanmasi

Nar kabugu, Uzum g¢ekirdegi, ayva ve ¢orek otu gibi bitkisel kaynaklardan ekstrakte
edilen polifenollerin antimikrobiyal aktivitesi, materyal-metot boliuminde anlatildigi
sekilde calisilan konakgi bakteriler Uzerinde test edilmistir. Bu karsilastirmalardan
alinan sonuglar Cizelge 4.9’da gosterilmigtir.

Cizelge 4.9. Elde edilen ekstraktlarin galigilan konakgi bakteriler Uzerindeki
antimikrobiyal aktiviteleri

FENOLIK EKSTRAKTLARI

BAKTERILER s -
NAR uzum AYVA COREK OTU

KABUGU CEKIRDEGI

E. coli + +

E. coli O157:H7i¢ + +

E. coli K12 +

Salmonella + +

S. Typhimurium i¢ + +

S. aureus + + - +

S. aureus IG + + + +

L. monocytogenes + +
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L. monocytogenes IG + - - _

S. pyogenes + + + +
M. luteus + + + -
B. subtilis + + + -
S. Enteritidis + - - -
S. Typhimurium + - - -

“+”: Ekstraktin bakteri Gzerinde antimikrobiyal etkisi vardir.
“-” . Ekstraktin bakteri Gzerinde antimikrobiyal etkisi yoktur.

Elde edilen sonugclara gore, polifenol ekstrakte edilen kaynaklar arasinda en yuksek
antimikrobiyal aktivite gostereni, nar kabuklaridir. Uziim cekirdedi ekstrakti ise
bakterilerin bir kismi Uzerinde etki gostermistir. Ayva ve ¢orek otu ekstraktlari ise
yalnizca sinirlh sayida bakteri Gzerinde etkili olabilmistir. Beta hemoliz yapmasi
nedeniyle ciddi bogaz enfeksiyonuna ve ileri seviyelerde kizila neden olan yuksek
patojeniteye sahip S. pyogenes ile S. aureus IC bakterileri elde edilen tiim

fenoliklere duyarlihk géstermistir.

Fenolik ekstraktlarinin bakteriler tzerindeki antimikrobiyal aktivitesine 6rnek olarak;
nar kabugu, Uzum c¢ekirdegdi, ayva ve ¢orek otunun S. aureus bakterisine etkisi Sekil

4.4’te verilmistir.

9
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.,

(b)

()

Sekil 4.4. Agar ortaminda nar kabugu (a), Gzum ¢ekirdegi (b), ayva (c) ve ¢orek
otu (d) ekstraktlarinin S. aureus uzerindeki inhibisyonunu gosteren zonlar
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Buradan elde edilen sonuglar g6z oOnunde bulundurularak, ekstraktlarin
antimikrobiyal aktivitelerini daha spesifik ve belirgin bir sekilde saptayabilmek igin
ekstraktlarin hedef bakterilere ait MIC ve MBC degerleri belirlenmistir. Fenoliklerle
karsilagtirilan bakteri sayisinin, baglangigtaki bakteri sayisina gore 4-5 log dustugu
konsantrasyonlar, MBC olarak yorumlanmistir. MIC degerlerine ise, hem bakteri
sayim sonuglari yorumlanarak, hem de gorsel olarak yapilan inceleme sonucu karar
verilmigtir. Ekstraktlara ait saptanan MIC ve MBC degerleri Cizelge 4.10'da

verilmigtir.

Cizelge 4.10. Nar kabugu, Gzim c¢ekirdegi, ayva ve ¢orek otu ekstraktlarinin hedef
bakterilere ait MIC ve MBC degerleri

; EKSTRAKTLAR
BAKTERILER i =
NAR uzum AYVA COREK
KABUGU CEKIRDEGI oTU
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
E. coli tp d/ia d/a d/a d/a D D D D
E. coli O157:H7 IC d/ia d/a d/4 d/a D D D D
E. coli K12 d/a d/a D D D D D D
Salmonella d/2 d/2 d/2 d/2 D D D D
S. Typhimurium i¢ d/a d/ia d/a d/a D D D D
S. aureus d/8 d/g d/2 d/2 D D d/a d/2
S. aureus I¢ d/8 d/8 d/a d/a d/r2 d/r2 d/a dr2
L. monocytogenes d/a d/4 d/2 a2 D D D D
L. monocytogenes iG d/a d/4 D D D D D D
M. luteus d/8 d/8 d/a d/a d/r2 d/r2 D D
B. subtilis d/a d/a d/r2 d/r2 d/r2 d/r2 D D
S. Enteritidis d/a d/4 D D D D D D
S. Typhimurium d/a d/a D D D D D D
“D”: direngli

4.6. Fenoliklerin Mikroenkapsilasyon Veriminin ve Mikroenkapsiilasyon
Sonrasi Antimikrobiyal Aktivitenin Saptanmasi

Nar kabugu, Uzum ¢ekirdegi, ayva ve ¢orek otu gibi bitkisel kaynaklardan elde edilen

ekstraktlar puskurtmeli kurutucu yardimiyla materyal-metod bolimunde anlatildigi

sekilde mikroenkapsule edilmis ve mikroenkapsulasyon igleminin verimi ile

mikroenkapsule formdaki fenoliklerin c¢alisilan konakgi bakteriler UGzerindeki
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aktiviteleri test edilmigtir. Boylece puskurtmeli kurutma isleminin ekstraktlarin
antimikrobiyal aktivitesine olan etkisi saptanmistir. Fenoliklerin mikroenkapsulasyon
verimleri Cizelge 4.11’de, antimikrobiyal aktivite sonuglar ise Cizelge 4.12’de
gosterildigi gibidir.

Cizelge 4.11. Mikroenkapsule edilmis fenolik ekstraktlarin mikroenkapsulasyon

etkinligi
MIKROENKAPSULE MiKROENKAI?.‘S‘o.ULASYON
EKSTRAKTLAR ETKINLIGI (%)

Nar Kabugu 96,37

Uziim Gekirdegi 82,55

Ayva 75,74

Corek otu 69,09

Cizelge 4.12. Mikroenkapstile edilmis ekstraktlarin konakgi Gzerindeki
antimikrobiyal aktiviteleri

FENOLIK EKSTRAKTLARI

BAKTERSS? NAR ozom AYVA COREK OTU
KABUGU CEKIRDEGI
E. coli + - - -
E. coli O157:H7 Ii¢ + - - .
E. coli K12 + - - -
Salmonella + - - -
S. Typhimurium I¢ + - - -
S. aureus + - - +
S. aureus Ii¢ + + - +
L. monocytogenes + - - -
L. monocytogenes iG + - - .
S. pyogenes + + - +
M. luteus + + - -
B. subtilis + - - -
S. Enteritidis + - - -
S. Typhimurium + - - -

Elde edilen sonuglara gore nar kabugu hem mikroenkapsule edilmemis ekstraktiyla,

hem de puskurtmeli kurutucuda yapilan mikroenkapsulasyon iglemi sonrasinda
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calisilan hedef bakterilerin tamami Uzerinde etkili olmustur. Fakat puskartmeli
kurutma islemi sonrasinda nar kabugu ekstraktinin olugsturdugu inhibisyon zonunun

kUguldugu, dolayisiyla antimikrobiyal aktivitenin azaldigi gozlenmistir.

Uzim gekirdegi ekstrakti bazi E. coli ve Salmonella suslari (zerinde etki gsterirken,
mikroenkapsulasyon islemi sonrasinda bu etkiyi kaybettigi gorulmustur. Ayva
ekstraktl ise puskurtmeli kurutma islemi sonrasinda tum bakteriler Uzerindeki
aktivitesini kaybetmistir. Cérek otu ise, S. aureus suslari ve S. pyogenes Uzerinde
gosterdigi guclu antimikrobiyal aktiviteyi mikroenkapsulasyon islemi sonrasinda da
korumustur. Ekstraklarin mikroenkapsulasyon iglemi sonrasinda antimikrobiyal
etkisinde goérulen azalmanin puskurtmeli kurutma kosullariyla iligkili oldugu
dusunulmastar. Ihmh proses kosullari bile aktivitenin tamamen korunmasini
saglayamamistir. Literatirde de puskurtmeli kurutma islemi sonucu benzer etkilerin
go6zlendigi calismalar bulunmaktadir. Akkaya ve arkadaglari (2012), pekmez ile
yaptiklari calismada pUskUrtmeli kurutma sonrasi proses kosullarina bagl olarak
pekmezin toplam fenolik iceriginde yaklasik % 10 ve antioksidan aktivitesinde

yaklagik % 20 degisim gorduklerini bildirmistir [230].

4.7. Faijlar ile Fenolikler Arasindaki Etkilesimin incelenmesi

4.7.1. Fenoliklerin Fajlarin Plak Biiyiikliigii Uzerine Etkisi

Fenolik ekstraktlar ile fajlar arasindaki etkilesimin incelenmesinde ilk asamada,
ekstraktlarin fajlarin aktivitesi Uzerindeki etkisi agar ortaminda denenmistir. Agarda
ekstrakt damlatilan bolgelerin Uzerine, ¢ift tabaka agar yontemiyle fajlar yayiimis ve
fenoliklerin difiuzyon zonlarindaki faj buyukltkleri, hi¢bir fenolik icermeyen
bolgedekilerle karsilastiriimistir. Bu karsilastirma sonuglari  Cizelge 4.13’te

verilmigtir.
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Cizelge 4.13. Nar kabugu, Uzum ¢ekirdegi, ayva ve ¢orek otu ekstraktlarinin gesitli
fajlarin plak buyukltgu Gzerine etkisi

EKSTRAKTLAR
FAJLAR 171
KABUGU gELriizlggnEéi AYVA COREK OTU
S. aureus 4al tp2 ! ! ! T
S. aureus iG tp3 ! ! ! 1
E.coli tp2 ! ! l -
E.coli tp3 ! ! l !
S. Typhimurium iG tp1 ! ! - _
S. Typhimurium iC tp2 ! ! - -
S. Typhimurium ¢5 tpl ! ! - -
S. Typhimurium ¢5 tp2 ! - — -
S. Typhimurium ¢5 tp3 ! - - -
S. Typhimurium ¢5 tp4 ! - - -
S. Typhimurium ¢5 tp5 ! ! - _
S. Typhimurium F4 tpl ! - - -
S. Typhimurium F4 tp2 ! ! - l
B. subtilis $19 tp4 ! - - -
B. subtilis ¢19 tp5 ! - - -
B. subtilis F11 tp2 ! - - -
B. subtilis F11 tp3 ! - - -
B. subtilis F11 tp4 ! - - -
B. subtilis F11 tp5 ! - - -
S. Enteritidis F5tpl ! ! - -
S. Enteritidis F5 tp2 ! ! - 1
S. Enteritidis F5 tp3 ! ! - !
S. Enteritidis F5 tp4 ! ! - -
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S. Enteritidis G6/3 tp1 ! 1 - -

S. Enteritidis AK tp3 ! 1 - -
Salmonella AK tp1-1 ! ! - -
Salmonella AK tp2-2 ! ! ! -
Salmonella AK tp3-1 ! - - -
S. Typhimurium Gél1 tp1 ! 1 ! -
S. Typhimurium iG¢ B2 tp2 l l - -
S.Tpyimurium AK tp2 ! 1 ! -

“1” : Faj plaklarinin boyutu kuigulmustur.
“~”: Faj plaklarinin boyutu degismemisgtir.
“0” : Faj plaklarinin boyutu buyimdastar.

Cizelge 4.13 incelendiginde sadece ¢orek otu ekstraktinin faj-bakteri etkilesiminde
olumlu sonu¢ verdigi ve plak ¢apini arttirdigi goéralmuasttr. Nar kabugu ve 0zim
cekirdegi ekstraktalari ise faj plaklarini agirhkh olarak kuglltmustir. Ayva
ekstraktinin ise fajlarinin birgogunun plak blayuklugunua etkilemedigi, etki gosterdigi

sinirli sayidaki fajinsa plak boyutunu kigulttigu gézlenmistir.

S. aureus 4a1 tp2 faji ile belirgin etkinin géruldugu ¢orek otu, nar kabugu ve Uzim
cekirdegi ekstraktlarinin bir arada kullanildigi denemelere ait sonuclar Sekil 4.4’te

verilmistir.
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Sekil 4.5. Agar uzerinde higbir ekstrakt damlatilmayan (a), ¢corek otu ekstrakti
damlatilan (b), nar kabugu ekstrakti damlatilan (c) ve Gzim cekirdedi ekstrakti
damlatilan (d) bolgelerde S. aureus 4a1 tp2 faj plaklari.

Literattirde fenolik bilesenlerin faj aktivitesi etkisi Uzerinde yapilmis sinirli sayidaki
calismalardan ikisi Lee vd. (1985) ile Morita (1988)’'ya aittir. Lee ve arkadaglarinin
calismasinda cesitli fenolik bilesenlerin Lactobacillus casei S susu Uzerinde etkili
PL-1 fajina etkisi incelenmistir. Calismalarin sonucunda ticari olarak Gretilen kirmizi,
beyaz ve sampanya tanenleri, katesin, kafeik ve gallik asitlerin plak olusumunu
engelledigi bildirilmigtir. Ticari olarak temin edilen oenosiyaninde ise etki
gorilmemistir [231]. Morita’nin ¢alismasinda ise polifenollerin, fajlarin plak

olusturan aktivitelerini bakir iyonu varliginda inaktive ettigi tespit edilmistir [232].

4.7.2. Faj-Fenolik Etkilesiminin Sivi Ortamda incelenmesi

Agar ortaminda yapilan galismalarda, ¢orek out (NS) damlatilan bdlgelerde faj
plaklarinin buyudugu gozlenmis ve bir sinerjistik etkinin var olabilecegi
dusunudlmustar. Yapilan denemelerde pozitif olarak yorumlanabilecek tek etki NS ile
S. aureus faji arasinda gorulmustur. Bu sonugtan hareketle, farkli ekstraktlarin faj
aktivitesi Uzerindeki farkli etkilerini sivi ortamda da gdOsterebilmek adina, pozitif
etkinin goraldigu S. aureus 4a1 tp2 faji ile bunun konakgi bakterisi olan S. aureus
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model olarak secilmis ve ayni bakteri ve faj Uzerinde farkli ekstraktlarin etkilerinin

ortaya konmasi hedeflenmisgtir.

Agar ortaminda yapilan ¢alismalarda, NS s6z konusu oldugunda bir sinerjistik
etkinin var olabilece@i dusunulmustur. Bu olasi sinerjizmin sivi besiyeri ortaminda
kontroll i¢in yapilan galismalarda, farkli MOl degerleri ve NS konsantrasyonlari
denenerek bu kosullardaki S. aureus 4al tp2 fajinin ve S. aureus bakterisinin
sayllari karsilastiriimistir. Denemeler sonucunda elde edilen faj titreleri ve bakteri
sayllari Cizelge 4.14’te verilmigtir.

Cizelge 4.14. Farkh MOI deg@erleri ve NS konsantrasyonlarinda yapilan denemeler
sonucunda elde edilen faj titreleri ve bakteri sayilari

NS FAJ TITRESI log(pfu/mL) BAKTERI SAYISI log(cfu/mL)
KONSANTRASYONU MOI:0.1 MOI:1 MOIL:10 MOI:0.1 MOI:1 MOI:10 Yalnizca
NS
0 8,70 8,90 8,28 2,11 4,28 2,04 -
d/a 5,00 5,95 6,30 6,61 5,30 4,23 2,00
d/8 8,30 7,00 6,78 5,54 4,70 4,90 3,66

Bu deneylerin sonucunda NS iceren tlplerdeki faj sayisinin hic NS icermeyen
kontrol tUpune nazaran daha yuksek olmadidi, hatta bu kontrol degerinden bile
duguk oldugu saptanmistir. Bunun NS'nin antimikrobiyal etkisinden kaynaklandigi
dusundlmektedir. NS, ortamda bulunan bakterilerin 6lmesine neden oldugundan, faj
ortamda enfekte edip sonrasinda ¢ogalacadi bakteri bulamadigindan titresi
yeterince yukselememigtir. Bu sonuglar, 18 saat inkibasyondan sonra elde
edilmigtir. Bu nedenle, NS’nin faj plaklarinin buyimesine etkisini daha iyi
aciklayabilmek igin, NS’nin faj-bakteri karigimi ile daha kisa surede etkilesimde
kalabilecegi bir deneme kurgulanmis ve fajla tek asamali gelisme egdrisi deneyi

yapilmigtir.

Bu asamada, faj-bakteri karigiminin tek asamali gelisme egrisi gibi kisa bir sure
boyunca NS ile birlikte kalmasi saglanmistir. Sekil 4.5’te NS bulunmayan kontrol
tipunde S. aureus 4al tp2 fajinin latent ddneminin 15 dakika oldugu gértlmektedir.
Fajin patlama buyUkligu ise 40 faj/hlicre olarak hesaplanmistir. NS konsantrasyonu

d/4 oldugunda, fajin latent donemi 25 dakikaya uzamis, ancak patlama buyukligu
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130 faj/bakteri olmustur. d/8 ile yapilan denemeler ise sonlandiriimistir, gunki bu
konsantrasyonda 120. dakikada dahi faj sayisinin ¢ok ylksek olmadigi gértulmastur.
Bunun Uzerine bir sonraki galismaya d/8 yerine d/2 konsantrasyonu dabhil edilmistir
(Sekil 4.6.). Bu galismada, kontrol grubunda latent donem ve patlama buyuklagu
sirasiyla 15 dakika ve 31 faj/bakteri olarak bulunmustur. d/2 konsantrasyonunda
latent donem uzamis ve patlama buydkliga 70 faj/bakteri olarak bulunmustur.
Bununla birlikte yine en iyi sonu¢ d/4 konsantrasyonuyla elde edilmistir. Bu
calismada latent donemin 30 dakika, ancak patlama buyuklugunun 98 faj/bakteri
oldugu tespit edilmistir. iki giin arasinda olusan bu fark dikkate alinmamistir, glinki
ortam kosullarina bagl olarak bu degerlerin gunlik deneylerde degisebilecegi
bilinmektedir [233]. Bu sonuglar, agar ortaminda NS igceren bdlgelerdeki plak
boyutlarinin artma sebebini acgiklamaktadir. NS, fajlarin patlama buyukluklerini
artirmakta fakat son durumdaki faj titresi ya da bakteri sayisi Uzerinde sinerjistik bir

etki gdstermemektedir.

800

®  Kontrol
® d/4NS o
A d/8NS
~ 600 - [ ] ]
£ ®
2 ° 3
[}
l[.)o
X 400- A
o A
& 2004
A
A A A
"al
04 =BSHes
T D T ¥ T y T ¥ T ’ ¥
0 20 40 60 8'0 1 (I)O 1 éO 140

Sure (dakika)

Sekil 4.6. NS ortaminda, S. aureus 4al tp2 fajinin gelisme egrisindeki degisim
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Sekil 4.7. NS ortaminda, S. aureus 4al tp2 fajinin gelisme egrisindeki degisim

Plak capindaki artis literatlirdeki bazi ¢alismalarda da faj patlama buyukliganin
artigi ile iligkilendirilmistir. Faj-antibiyotik sinerjizmine dair yapilan bu calismalarda
antibiyotik ile fajin birlikte uygulanmasi durumunda fajin patlama buyutklugunde artig
oldugu tespit edilmigtir [107], [109], [234].

Agar ortaminda yapilan ¢alismalarda, nar kabugu ekstrakti damlatilan bolgelerde S.
aureus faj plaklarinin kiguldigu goézlenmistir. Bu etkinin sivi besiyeri ortaminda
kontroll igin yapilan galigmalarda, farkli MOI degerleri ve nar kabugu ekstrakti (P)
konsantrasyonlari denenerek bu kosullardaki faj ve Dbakteri sayilari
karsilastiriimistir. Denemeler sonucunda elde edilen faj titreleri ve bakteri sayilari

Cizelge 4.15te verilmistir.
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Cizelge 4.15. Farkh MOI deg@erleri ve P konsantrasyonlari ile yapilan denemeler
sonucunda elde edilen faj titreleri ve bakteri sayilari

FAJ TITRESI BAKTERI SAYISI log(cfu/mL)
P log pfu/mL) (Baslangig¢ sayisi: 8,32)
KONSANTRASYONU
MOI:0,01 MOI:0,2 MOI:1 MOI:0,01 MOI:0,1 MOI:1 Sadece
P
0 8,70 8,90 8,28 6,71 6,62 2,22 -
d/16 - - - 5,33 4,92 4,87 4,82
d/32 - - - 5,77 5,32 4,92 5,70

Nar kabugu ekstrakti ile yapilan galismalar, bu fenoligin fajlar Gzerinde kuvvetli bir
antiviral etkiye sahip oldugunu gostermistir. d/16 ve d/32 gibi dusuk
konsantrasyonlarda bile her G¢g MOI degerinde de faj titresi saptanamayacak kadar
dusuk ¢ikmistir. Bakteri sayilari incelendiginde de benzer bir sonu¢ ¢ikmakta olup,
nar kabugu ekstraktinin faj ile birlikte kullaniimasi ile olusan herhangi bir sinerjistik

etkiden s6z edilememektedir.

Bu calismalar disinda, nar ekstrakti ile titresi yaklasik olarak 10° pfu/mL olan E. coli
tp3 faji da denenmis ve nar ekstrakti ile sirasiyla 1-0; 0,9-0,1: 0,8-0,2; 0,7-0,3; 0,6-
0,4; 0,5-0,5; 0,4-0,6; 0,3-0,7; 0,2-0,8; 0,1-0,9; 0-1 oranlarinda karistiriimistir. Bu
oranlarda hazirlanan nar-faj karisimlarinin 10-¢’ ya kadar dilisyonlari hazirlanmis ve
yine cift tabaka agar yontemi ile nar-faj etkinligi saptanmaya caligiimistir. 1 mL narin
dilisyonlarindan yapilan damlatma sonuglarina goére narin 102 dilisyonunda bile az
da olsa bakteri gelisimini engelledigi gértlmektedir. Daha sonra nar miktari azaltilip
faj miktar1 100 yL’den baslayarak 100’ er L arttiriimistir. Denemelere 10%° pfu/mL
faj titresi ile baglanmasina ragmen nar-faj orani 0,9-0,1 yani faj titresi 10° pfu/mL
oldugunda bile nar olan ortamda fajin aktivite gosteremedigi tespit edilmistir. Tim
bu damlatma sonuglarina gére narin, faj aktivitesini distk konsantrasyonda bile ¢ok
guclu bir sekilde dusurdugu ortaya ¢ikmigtir.

Son agama olarak ayni denemeler Uzim cekirdegi ekstrakti (GS) ile de yapiimistir.
Agar ortaminda vyapilan c¢alismalarda, Uzim c¢ekirdegi ekstrakti damlatilan
bdlgelerde S. aureus faj plaklarinin kiguldigi gézlenmistir. Bu etkinin sivi besiyeri
ortaminda kontroli igin yapilan c¢alismalarda, farkli MOI degerleri ve GS
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konsantrasyonlari denenerek bu kosullardaki faj ve bakteri sayilari
karsilastiriimistir. Denemeler sonucunda elde edilen faj titreleri ve bakteri sayilari

Cizelge 4.16’da verilmistir.

Cizelge 4.16. Farkli MOI degerleri ve GS konsantrasyonlari ile yapilan denemeler
sonucunda elde edilen faj titreleri ve bakteri sayilari

GS FAJ TITRESI BAKTERI SAYISI log(cfu/mL)
KONSANTRASYONU log(pfu/mL) (Baslangi¢ sayisi: 8,32)
MOI:0,01 MOI:0,1 MOI:1 MOI:0,01 MOIL0,1 MOI:1 Sadece
GS
0 8,70 8,90 8,28 6,71 6,62 2,22 -
d/8 - - - 6,22 5,12 5,62 5,00
d/16 4,70 3,00 5,00 7,34 6,64 7,04 7,40

Elde edilen sonuglar, Uzim g¢ekirdegi ekstraktinin da faj aktivitesi Gzerinde olumsuz
etkisi oldugunu dogrulamaktadir. d/8 konsantrasyonunda her G¢ MOI degerinde de
faj titresinin  saptanamayacak kadar  distigu  gorilmektedir.  d/16
konsantrasyonunda bile faj titresinde ciddi bir dususe yol agmasina ek olarak, her
iki konsantrasyonda da son durumdaki bakteri sayisini sinerjizm olarak kabul

edilebilecek sekilde dusurmemigtir.

4.8. Faj-Fenolik Karigimlarinin Mikroenkapsulasyonu

Agar ve sivi besiyeri ortaminda yapilan calismalar sonucunda, fajin aktivitesine
olumlu katkida bulunan tek fenoligin ¢orek otu oldugu ve onun da yalnizca S. aureus
fajlan Gzerinde etkili oldugu saptanmigtir. Bu sonucun ardindan bu fenolik ile fajin
bir arada mikroenkapsule edilmesi basamagina gecilmigtir. Mikroenkapsulasyon
islemi icin ¢orek otunun son konsantrasyonu d/4 olacak sekilde 50 mL’lik 6rnek bir
faj+fenolik karisimi hazirlanmig ve daha o6nce belirtilen iglem basamaklari
kullanilarak mikroenkapsule edilmistir. Coérek otu ile bir arada gergeklesen
mikroenkapsulasyon sonucunda, fajin titresinde ciddi bir digstis meydana gelmedigi

gorulmustar.
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4.9. Mikroenkapsiile Faj ve Fenoliklerin Mide Ortami Denemeleri
Mikroenkapsulasyon islemi uygulanan fajlarin in vivo denemeler igin elverisli olup
olmadigini anlayabilmek i¢in mikrokapsullerin litik potansiyelinin gesgitli fizyolojik
sivilari simule eden kosullar altinda degerlendiriimesi gerekmektedir. Bunun ilk
asamasinda mikrokapsullerin proteaz, asit pH ve sicaklik gibi etkenlere karsi
dayaniklihgini saptamak amaciyla model mide ortami olusturulmus ve
mikrokapsullerin bu ortamdaki 120 dakikalik inkibasyonu boyunca belirli zaman
araliklariyla érnekler alinarak aktivite tayini yapilmistir. Mikroenkapstile fajlarin mide
ortamindaki titre degisimleri Cizelge 4.17’de verilmistir.

Cizelge 4.17. Model mide ortaminda 0, 15, 30, 60, 90 ve 120 dakikalik
inkiibasyonlar sonucunda mikroenkapstule fajlarin titreleri

FAJ MODEL MIiDE ORTAMINDA FAJ TITRESI (pfu/mL)

t0 t15 t30 t60 t90 t120
S. Typhimurium T gol2 tp2 10,0 10,00 10,00 10,00 9,30 9,30
S. Typhimurium T gol2 tp1 6,30 6,30 7,30 6,30 7,30 6,30
S. Typhimurium i¢ B1 tp1 10,00 10,00 10,00 1,00 9,30 9,30
Salmonella tp AK tp2 -1- 7,90 7,90 7,90 7,90 7,90 7,92,0
S. Enteritidis AK tp3-1 10,00 10,00 10,00 10,00 9,30 9,15
Salmonella tp AK tp1 -3- 8,30 8,30 8,30 8,30 8,30 8,30
B. subtilis 6 tpl 10,00 10,00 10,00 10,00 9,30 8,30
B. subtilis 6 tp2 8,30 10,00 10,00 10,00 8,30 8,30
S. Enteritidis go12 tp2 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30
S. Enteritidis tp2 9,00 10,00 10,00 10,00 9,30 8,60
S. Enteritidis tpl 8,08 8,30 8,30 8,30 8,30 7,30
B. subtilis F11 tp1 -k- 7,30 8,30 8,30 8,30 8,30 7,30
B. subtilis $19 tp5 10,30 10,30 10,30 8,00 8,30 8,30
S. aureus 4al tp2 + NS 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
S.Enteritidis F4 tp3 9,30 9,30 9,30 9,30 9,30 8,30
S. Enteritidis tp4 9,30 9,30 9,30 8,90 8,30 8,30
S.Typhimurium IC B2 tp2 5,30 6,60 6,78 6,78 6,30 6,30

“t” : zaman, dk

97



Bu sonuglara gore, mikroenkapsulasyon isleminin denenen fajlarin buyuk
¢ogunlugunu mide ortamina kargi korudugu saptanmigtir. Fajlarin pek ¢cogunda 2
saatlik inkubasyon sonunda titre dugusu 1 log civarinda seyretmigtir. Ma ve
arkadaslarinin (2008) yaptigi calismada, mikroenkapsule edilmis Felix O1 faji, ayni
deney tasarimi ve inkiibasyon sureleri ile model mide ortaminda denenmis ve pH
2.4 iken 90 dakikalik inkibasyon sonunda faj titresinin yaklasik olarak 3 log, 120
dakikalik inkiibasyon sonunda ise yaklasik olarak 7 log dustigu goérulmastir [185].
Bu calismadan elde edilen sonuglar ile Ma ve arkadaslarinin elde ettigi sonuglar
karsilagtinldiginda, puskurtmeli kurutucu ile yapilan mikroenkapsulasyonun fajlari
mide ortaminda korumada ¢ok daha etkili oldugu ortaya ¢cikmaktadir. Cérek otu ve
S. aureus faji karisiminin mide ortami denemeleri ise olumsuz sonug¢ vermistir.
Mikroenkapsul yapisina ragmen, fajin mide ortami kosullarina karsi son derece
dayaniksiz oldugu saptanmistir. Simile edilen mide ortamindaki 2 saate varan
inkiibasyon sonucunda, fajin blyuk miktarinin kaybedildigi gézlenmistir. Bu sonug,
elde edilen karigsimin in vivo sartlardaki kullaniminin kisith olacaginin bir gostergesi

olarak degerlendirilmigtir.

Mikroenkapstle fajlar igin yapilan mide ortami denemesi, mikroenkapsule edilmis
ekstraktlar icin de tekrarlanmigtir. Mide ortamini simule edilen kosullarda
gerceklesen 120 dakikalik inkibasyon sonunda mikroenkapsule ekstraktlarin
antimikrobiyal aktiviteleri Cizelge 4.18’de verilmigtir.

Cizelge 4.18. Model mide ortaminda 120 dakikalik inkiUbasyon sonucunda
mikroenkapsule ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri

MIKROENKAPSULE EDILMIS

BAKTERILER FENOLIK EKSTRAKTLARI

NAR KABUGU UZUM .. COREK OTU
CEKIRDEGI

E. coli -

E. coli O157:H7i¢

E. coli K12

Salmonella

S. Typhimurium i¢ +

S. aureus +

S. aureus IG +

L. monocytogenes +

L. monocytogenes iG +
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S. pyogenes + - -
M. luteus - - -
B. subtilis - - -
S. Enteritidis - - -

S. Typhimurium - - -
“+”: Bakteri Uzerinde antimikrobiyal etki vardir.
“-” . Bakteri uzerinde antimikrobiyal etki yoktur.

Elde edilen sonuglara gore, fenolik bilesenlerin mikroenkapstile edilmis dahi olsalar
mide ortamindan zarar gordukleri gozlenmistir. Mikroenkapsule Gzum ve ¢orek otu
ekstraktlari, mide ortamina maruz kalmadan oOnce etki gosterdikleri bakteriler
uzerindeki aktivitelerini, mide ortaminda 2 saatlik inkUbasyon sonrasinda
kaybetmislerdir. Nar kabugu ekstrakti ise, mide ortami dncesinde etkili oldugu 8

bakteriye mide ortami sonrasinda etki gostermemistir.

4.10. Mikroenkapsiile Faj ve Fenoliklerin Safra Tuzu Ortami Denemeleri

Mikroenkapsulasyon islemi tamamlanmig faj ve fenoliklerin in vivo denemelerdeki
elverigliligini test etmede bir diger 6nemli asama da safra tuzu ortamindaki
stabilitenin kontrol edilmesidir. Cizelge 4.19°'da sunulan sonuglar, mikroenkapstle
edilmis fajlarin safra tuzu varliginda belirtilen inkibasyon sureleri sonundaki

titrelerini gostermektedir.

Cizelge 4.19. Safra tuzu iceren ortamda 60 ve 180 dakikalik inklibasyonlar
sonucunda mikroenkapsdule fajlarin titreleri

SAFRA TUZU IiGEREN ORTAMDA FAJ TITRESI (pfu/mL)

FAJLAR t0 t60 t180
S. Typhimurium T go6I2 tp2 10,00 10,00 9,30
S. Typhimurium T go6l2 tp1 9,00 9,30 9,30
S. Typhimurium IC B1 tpl 10,00 9,30 9,30
Salmonella tp AK tp2 -1- 8,00 8,00 8,00
S. Enteritidis AK tp3-1 10,00 10 10,3
Salmonella tp AK tp1 -3- 9,00 8,00 8,00
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B. subtilis 6 tpl 10,00 9,30 9,30

B. subtilis 6 tp2 10,00 10,30 8,60
S. Enteritidis gol2 tp2 8,48 8,60 8,30
S. Enteritidis tp2 10,00 10,30 10,00
S. Enteritidis tp1 9,00 8,15 8,60
B. subtilis F11 tp1 -k- 9,95 7,78 7,30
B. subtilis ¢19 tp5 9,30 8,26 9,30
S.Enteritidis F4 tp3 9,00 8,55 8,90
S. Enteritidis tp4 10,00 10,30 8,00
S.Typhimurium IC B2 tp2 7,00 7,00 6,55
“t : zaman, dk

Fajlarla yapilan cesitli calismalarda bazi fajlarin safra tuzu etkisine karsi direng
gOsterdigi [235], bazilarininsa daha duyarli oldugu ve mikroenkapstlasyon yoluyla
safra tuzlarinin etkisinden korunabildigi [185] tespit edilmistir. Yine bir bagka
calismada safra tuzlarinin T7 fajinin dogal ve mutant formuna olan etkileri
karsilastiriimis ve 1 saatlik inklibasyon sonucu mutant fajin safra tuzundan daha az
etkilendigi, fakat 3 saatlik inkiibasyon sonucu faj sayisindaki azalmanin yaklasik
olarak esit oldugu belirlenmistir [236]. Bu ¢alisma kapsaminda da, mikroenkapsiule
edilen fajlar safra tuzu ortaminda bir ve U¢ saat sureyle inkibe edilerek belirtilen
sureler sonundaki faj titreleri saptanmistir. Elde edilen sonuglara gére, bazi fajlarin
uc¢ saatlik inkibasyon sonunda bile titre kaybi yagsamadigi gozlenmigtir. Bunun
disindaki titre dususlerinin bircogu 1 log’un altinda kalmaktadir. Faj sayisindaki en
fazla kayip ise 2,65 log’luk dusus ile B. subtilis F11 tpl -k- fajinda gordimustar.
Cizelgedeki degerlere bakildiginda Bacillus fajlarinin safra tuzu ortamina
Salmonella fajlarina gore daha duyarli oldugu gorilmektedir. Faj terapi uygulamalari
dusundldugunde, fajlarin mikroenkapsule formda ciddi bir titre kaybi yasamamalari

onemli bir avantaj saglamaktadir.

Mikroenkapstle fajlar i¢in yapilan safra tuzu denemesi, mikroenkapsule edilmis
ekstraktlar icin de tekrarlanmistir. Safra tuzu igceren kosullarda gerceklesen 120
dakikalikk inkibasyon sonunda mikroenkapsule ekstraktlarin antimikrobiyal

aktiviteleri Cizelge 4.20’de verilmistir.
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Cizelge 4.20. Safra tuzu iceren ortamda 120 dakikalik inkiibasyon sonucunda
mikroenkapsule ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri

MIKROENKAPSULE EDILMiS FENOLIK EKSTRAKTLARI

BAKTERILER NAR 0ZOM _ GOREKOTU
KABUGU CEKIRDEGI
E. coli - - -
E. coli O157:H7 iG + ; )
E. coli K12 + - -
Salmonella + - -
S. Typhimurium i¢ + - .
S. aureus + - +
S. aureus IiG + + +
L. monocytogenes + = _
L. monocytogenes iG + - .
S. pyogenes + + +
M. luteus + + -
B. subtilis - - -
S. Enteritidis + i -
S. Typhimurium + - -

“+”: Bakteri Uzerinde antimikrobiyal etki vardir.

“-” . Bakteri Gzerinde antimikrobiyal etki yoktur.

Elde edilen sonuglara gore, safra tuzu ortaminda bulunan mikroenkapsule
ekstraktlarin  bir kisminin bazi bakteriler Uzerindeki aktivitesini kaybettigi
g6zlenmistir. Fakat safra tuzu ortaminin etkisi, mide ortamiyla karsilastirildiginda
¢ok daha dusuk kalmaktadir. Mikroenkapsule ekstraktlarin birgogu, safra tuzu
ortaminda iki saatlik inkibasyon sonunda antimikrobiyal aktivitesini bir kayip
olmaksizin koruyabilmistir. Mide ortami ve safra tuzunun mikrokapsuller tGzerindeki
etkisi Sekil 4.7.’de gosterilmistir. Mide ortami ile muamele edilen mikroenkapstule
corek otu ekstrakti S. aureus Uzerindeki aktivitesini kaybederken, safra tuzu ile

muamele edilen mikrokapsulin antimikrobiyal aktivitesini korudugu goérilmektedir.
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(@) (b)

Sekil 4.8. Mide ortami (a) ve safra tuzu ortaminda (b) 120 dakikalik inkibasyon
sonunda mikroenkapsule ¢orek otu ekstraktinin S. aureus tUzerindeki
antimikrobiyal aktivitesi
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5. SONUC VE YORUM

Tez calismasli kapsaminda, patojen bakterilere kargi antibiyotiklere alternatif
olabilecegi dusunulen iki farkli yaklasimin, faj terapi ve fitoterapinin, Uzerinde
caligilarak bu iki yaklagsimin bir arada kullaniimasi ile ortaya c¢ikan etkilesimler

incelenmigtir.

ilk asama olarak, hem ticari faj karisimlarindan hem de gél ve kanalizasyon sulari
gibi dogal érneklerden, E. coli, E. coli O157:H7, S. Tyhphimurium, S. Enteritidis, S.
aureus, B. subtilis ve L. monocytogenes gibi bakterilerin konakgi oldugu 87 adet faj
izole edilmistir. Bu fajlar, saflastirma ve zenginlestirme asamalarinin da
tamamlanmasiyla gelecekteki c¢alismalarda da kullanilabilecek zengin bir stok

olusturulmustur.

izole edilen fajlarin konakgi skalalarini belilemek amaciyla bu fajlar, calisma
kapsamina alinan tum bakteriler ile karsilastinimistir. Bu kargilastirmalar
sonucunda spesifitesi yuksek fajlar oldugu kadar, cins ve tlr bazinda daha genis
konakgi skalasina sahip fajlarin da oldugu saptanmistir. Konakgi skalasi daha genis
fajlar faj terapi uygulamalarinda avantaj teskil etmekte olup, ¢esitli faj kokteyllerinin
hazirlanmasi ile izole edilen fajlarin aktivitesinin ve etki alaninin artirilabilmesine
olanak saglamaktadirlar. Ornegin tez calismasi kapsaminda S. pyogenes faji izole
edilmemis olsa da, olusturulacak herhangi bir faj kokteyline farkli konakgidan izole
edilse de S. pyogenes Uzerinde de etki gosteren fajlarin eklenmesiyle ¢ok daha etkili

bir Griin ortaya konabilecektir.

Fajlarin konakgi skalasi belirlendikten sonra mikroenkapsulasyon islemine
gecilmigtir. Faj terapinin in vivo uygulamalarinda karsilasilan en biylUk sorunlardan
biri fajlarin insan viicudundaki fiziksel ve kimyasal kosullara diren¢ gosterememesi
ve bakteriyi etkin sekilde lize edebilecek miktara ulagsmadan etkisiz hale gelmesidir.
Mikroenkapsulasyon bu olumsuz etkinin azaltilmasi igin uygulanan ¢6zim
yollarindan biri olarak gorilmektedir. Calisma kapsaminda, izole edilen fajlar
arasindan secilen ornekler puskurtmeli kurutucu kullanilarak mikroenkapstle
edilmistir. Proses parametrelerine karar vermeden once ufak bir optimizasyon
calismasi yapilarak hem kullanilacak biyopolimer matriks hem de puskurtmeli
kurutucu parametreleri netlestiriimistir. Calismalar sonucunda % 2’lik sodyum aljinat
¢Ozeltisinin fajlarin mikroenkapsulasyonu igin ideal olduguna karar verilmistir. Sprey
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kurutucuda ise giris sicakhdin mumkun oldugunca dusurulmesi ile faj kaybinin
minimize edilmesi amaclanmistir. ideal oldugu disiinilen biyopolimer matriks, faj-
matriks orani ve puskdrtmeli kurutma parametreleri kullanilarak fajlar
mikroenkapstule edilmis ve ardindan mikroenkapsulasyon igleminin etkinligini ortaya
koyabilmek adina mikrokapsullerde titre belirlemesine gidilmigtir.
Mikroenkapstlasyon islemi sonrasinda fajlarin titresinde ciddi bir dusus

yasanmamasi in vivo uygulamalar igin dnemli bir avantaj teskil etmektedir.

Faj calismalarina paralel olarak, tez kapsaminda nar kabugu, tzim c¢ekirdegi, ayva
ve ¢orek otu gibi bitkisel kaynaklardan ekstraksiyon islemi yapiimistir. Elde edilen
ekstraktlarin toplam fenolik icerigi ve kuru madde miktari belirlenerek
karakterizasyonu gergeklestiriimigti. Daha sonra bu ekstraktlar, calisma
kapsaminda kullanilan bakteriler izerinde denenerek antimikrobiyal aktiviteleri test
edilmigtir. Elde edilen ekstraktlar arasinda en yuksek antimikrobiyal aktiviteye sahip
olan nar kabugu ekstrakti olmus ve test edilen bakterilerin timune etkili oldugu
saptanmistir. Onu takip eden Uzim g¢ekirdegi ekstrakti da birgok bakteri Uzerinde
etki gosterirken, ayva ve ¢orek otu ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesinin daha
kisith oldugu gorulmustir. Nar kabugu ekstraktinin toplam fenolik igeriginin ¢ok
yuksek olugu da elde edilen bu sonugla ortusmektedir. Ekstraktlarin antimikrobiyal
etkisini daha belirgin sekilde gosterebilmek i¢in ayrica bu ekstraktlarin hedef
bakterilere ait MIC ve MBC degerleri de belirlenmistir. Bu degerlerden daha sonra
faj-fenolik etkilesimleri incelenirken de yararlaniimig ve MIC ile MBC’den daha
dusuk konsantrasyon degerleri kullanilarak bunlarin fajlar ve son bakteri sayisi

uzerindeki etkisi incelenmisgtir.

Fenolik ekstraktlarinin karakterizasyonu ve bakteriler Uzerindeki etkilerinin
incelenmesi tamamlandiktan sonra bu ekstraktlarin mikroenkapsule edilme
asamasina gegcilmistir. Bu agsamada proses parametreleri saptanirken daha once
fajlarin  mikroenkapstlasyonundan elde edilen sonuglar da g6z 6nidnde
bulundurulmus ve optimum kosullara karar verilmistir. Ayni sekilde % 2’lik sodyum
aljinat ¢ozeltisi biyopolimer matriks olarak kullaniimis ve ekstraktlarin
mikroenkapsulasyonu  gergeklestiriimistir.  Mikroenkapsulasyon  sonrasinda
ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri ayni bakteriler Gzerinde tekrar test edilmistir.
Fajlardaki titre dustsine benzer sekilde, fenolik ekstraktlarinda da

mikroenkapsulasyon sonrasinda proses kosullarina bagh olarak aktivite kaybi
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yasanmistir. Bu kayip nar kabugu ekstraktinda digerlerine oranla gok daha azdir.
Corek otu ekstrakti da benzer sekilde mikroenkapsulasyon sonrasinda aktivite
gOstermeye devam etmistir. Ayva ve Uzum c¢ekirdedi ekstraktlarn ise
mikroenkapsulasyon sonrasinda bazi bakteriler Uzerindeki aktivitelerini tamamen
kaybetmislerdir. Proses esnasinda kullanilan sicaklik ve diger parametreler
mumkun oldugunca kaybi azaltmaya yonelik ayarlanmis olsa da fenoliklerin fajlara

gOre puskurtmeli kurutma iglemine daha duyarli oldugu goralmuastar.

Fajlar ve fenolikler Uzerinde ayri ayri gergeklestirilen bu denemelerin ardindan bu
iki antimikrobiyal ajanin birlikte denenmesi asamasina gecilmistir. Bu agsamada ilk
denemeler agar ortaminda yapilmis olup fenoliklerin faj plaklari Gzerindeki etkisi
incelenmigtir. Agar Uzerinde gorulebilecek olasi bir inhibisyon zonu artisi ya da faj
plagi buyumesinin sinerjistik etki isareti olabilecedi dusunulmustir. Fenolik
ekstraktlari ve fajlar ile yapilan denemeler sonucunda inhibisyon zonlarinda belirgin
bir degisim olmamistir. Fakat fenoliklerin difUzyon zonlari Uzerine disen faj
plaklarinda belirgin degisimler gézlenmistir. Bu asamada fenoliklerin faj plaklari
uzerinde c¢ogunlukla olumsuz bir etki gosterdigi ya da plak buydklugunia hig
etkilemedigi gérulmustur. Fenoliklerin faj plaklarini buyuttigu tek deneme ¢orek otu
ve S. aureus faji ile yapilan deneme olmustur. Bu sonugtan hareketle sinerjistik bir
etki olabilecegi dusunulmus ve bu ikili ile sivi besiyeri ortaminda denemelere
gecilmigtir. Sivi ortamda farkli ¢orek otu konsantrasyonlari ve MOI degerleri ile
yapilan g¢alismalarda, agar ortaminda gorulen etkinin aksine sinerjistik bir etkiden
s0z edilemeyecegi sonucuna variimigtir. Bunun esas sebebinin ¢orek otunun dugsuk
konsantrasyonlarda bile bakteriler Uzerinde etkili olmasi sebebiyle, fajlarin
kendilerini gcogaltacak sayida bakteriyi enfekte edememesi ve titresini artiramamasi,
sonu¢ olarak da bakteri sayisinda belirgin bir dusus goérulememesi oldugu
dusunulmustlir. Bu asamada sinerjistik bir etkiden s6z edilemese de, agar
ortaminda gortulen etkiyi agiklayabilmek adina gesitli NS konsantrasyonlarinda fajin
tek asamali gelisme egrisi ¢ikarilmis, NS’nin sadece fajin bakteriye adsorbe oldugu
surece ortamda olmasi saglanmig, slre sonundaki santrifugasyon iglemi ile
ortamdan ayrilmigtir. Boylece NS’nin konakgi bakteriler Gzerindeki dldurlcu etkisi
kaldiriimig hatta NS’nin etkisiyle fajin patlama buyUkliginde artis ve dolayisiyla faj
plaklarinda buyime saptanmigtir. S. aureus fajinin plak buytkliklerine etki gosteren

diger ekstraktlar da nar kabugu ve UzUm cekirdegi ekstraktlari olmustur. Bu faj

105



model secilerek diger iki fenolik bilesenle etkilesimi de sivi besiyeri ortaminda
denenmis ve sonug olarak bu iki ekstraktin da distk konsantrasyonlarda bile fajlar

uzerinde olumsuz etkiye sahip oldugu saptanmistir.

Elde edilen mikrokapsullerin fizyolojik kosullari simile eden ortamlardaki
stabilitelerinin saptanmasi da tez galismasinin son agamasi olmustur. Bu agsamada
ilk olarak yapay mide ortami olusturulmus ve mikrokapsdullerin hem duisik pH’ya
hem de proteaz aktivitesi ve sicakliga kargi direncleri incelenmigtir. YUz yirmi
dakikalik inkiibasyon sonucunda mikrokapsullerin gogunda ciddi bir aktivite kaybi
gorulmemigstir. Ayni sekilde safra tuzu ortaminda da 180 dakikalik inkUibasyon
sonunda denenen oOrneklerin birgogunda 6nemli bir kayip yasanmamistir. Bu
sonuglar, kullanilan mikroenkapsulasyon yonteminin etkinligini dogrulamis ve

mikrokapsullerin in vivo kosullarda da kullanima elverigliligini ortaya koymustur.

Suphesiz ki antibiyotik kullanimi yillar boyunca c¢ok onemli hastaliklarin
iyilestiriimesine ve insan sagliginin korunmasina buyuk katki saglamistir. Bununla
birlikte gunumuzde direngli bakterilerin ortaya ¢ikisi, gok sayida bilim adaminin ve
saglik uzmaninin ¢ézmeye kararli oldugu endise verici bir problem halini almistir.
Faj terapi ve fitoterapi de, bu problemin ¢éziminde gunimuzde One gikan
alternatiflerden ikisidir. Faj terapi ve fitoterapi ile ilgili literatlr taramasi yapildiginda,
bunlarin ayri ayri ¢alisilan konular oldugu fakat bir arada kullanimina dair yapilan
¢alismalarin son derece sinirli oldugu gorulmustir. Ayrica Ulkemizde faj terapi
konusunda gerek bilimsel, gerekse pratik uygulama agisindan buyuk bir eksiklik
goze carpmaktadir. Faj terapi uygulamalari hem bilimsel anlamda, hem de saglik ve
gida alanlarinda literatire ve endustriye yeni bir yaklasim getirecektir. Saglik
alaninda yaygin antibiyotik kullaniminin getirdigi dezavantajlari elimine edebilmek
icin bir alternatif olusturmakla birlikte, gida guvenligi hususunda da mevcut
yontemlerle asilamayan sorunlar igin yeni bir cozum yolu dnermektedir. Bu alandaki
calismalarin odak noktasi, teknolojik araglarin geligtiriimesi yoluyla hem insan ve
hayvan sagliginin korunmasi, hem de bitkilerin verimlerini artirmaktir.
Mikroenkapstle edilmis fajlar/polifenoller 6zellikle insan ve hayvanlarin tedavi
edilmesinde, tarimsal ve gevresel biyoteknoloji uygulamalarinda yuksek potansiyele
sahip olacaktir. Litik fajlarin kullaniimasinin en buyuk avantajlarindan biri konakgi
patojen bakteri turlerine karsi ylksek bir spesifiklige sahip olmasidir. Fajlar,

insanlarda allerjiye neden olmaz ya da gida urunlerinin teksturel 6zelliklerini, koku

106



ve flavorunu etkilemezler. Fajlar pek ¢ok ulkede ilag sanayiinde kullaniimaktadir ve
2006 yilinda FDA tarafindan gida katki maddesi olarak kullanimlari genellikle
guvenli olarak bilinen (GRAS) sinifina dahil edilmistir. Tarimsal uygulamalari da
bulunan fajlar, hem uretim ve tasima hatlarinda hem de UrlUnlerde patojenlerin
gelisimini engellemek amaciyla kullanilabilmektedir. Bu uygulama o6rneklerinden
yola ¢ikilarak tez kapsaminda ortaya konan yeni yaklasim ile bakteri kontrol ajani
olarak yalnizca fajlarin degil ayrica fitoterapoétik bilesenlerin de kullanimi 6ne
citkarilarak kamu kurumlari ve 6zel sektor tarafindan kabul edilebilir bir strateji
olusturulabilecegi dusunulmektedir. Ayrica, bu teknoloji veterinerlerin veya tarim
alaninda galisanlarin gelistirecedi yeni ydntemler icin kaynak teskil edebilecektir. Bir
ornek olarak, kimes hayvanlarinin tibbi bakiminda, ekonomik kayiplarin azaltiimasi
ve tuketici memnuniyetini gelistirmek acgisindan, mevcut ¢alismanin sonuglarindan
yararlanilabilecegi dusunulmektedir. Calisma kapsaminda kullanilan ekstraktlardan
belirgin bir sinerjizm yakalanamamig olsa da Dbitkisel kaynaklardan elde edilen
fenoliklerin bu konuda potansiyeli oldugu aciktir. ilerleyen calismalarda denenen
bitkisel kaynaklarin ve fajlarin ¢esitlendiriimesiyle farkli sonuglarin da elde
edilebilecegi dusunulmektedir. Bunun yaninda, fajlar Gzerinde guglu inhibe edici
Ozelligi olan fenolikler baska bir yaklasimla 6nemli bir potansiyeli ortaya
koymaktadir. Antiviral etkileri g6z 6ninde bulunduruldugunda, fajlarin sorun teskil
ettigi gida alanlarinda, érnegin sut ve sut trunleri endustrisinde, fenoliklerin fajlara
karsi kullaniimasi 6nemli bir alternatif olabilecektir. Ornegin nar kabugu ekstraktinin
dusuk konsantrasyonlarda bile fajlar Gzerinde etki gosterebilmesi, gidaya prosesin
belirli agsamalarinda eklenmesiyle gidanin Ozellikleri Uzerinde belirgin bir etki
yaratmadan fajlari etkisiz hale getirebilecegini gostermektedir. Tez kapsaminda
gerceklestirilen galismalar ile faj terapi ve fitoterapinin 6nemi ve uygulanabilirligi
ortaya konmus olup bu iki yaklasim arasindaki etkilesimlerin incelenmesiyle faj

terapinin gelecegine dair yeni bir yaklagim sunulmustur.
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