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Salmonella spp. ve disiik sicakliklarda gelisme gosterebilen psikrotroflar, siit ve sut
urtinleri endistrisinde sorun yaratan mikroorganizmalar arasindadir. Salmonella, diinya
capinda gida kaynakli hastalik etmenlerinin basinda gelmekte olup, yol agtig1 ciddi saglik
riskleriyle daima gindemde olan patojenlerden biridir. Pseudomonas fluorescens
kompleks suslar1 ise, sogutulmus siitte baskin olarak goriilen psikrotroflardan olup
Ozellikle 1s1l islemler sonrasinda aktif kalabilen ekstraseliiler enzimlerinin yol agtigi
pastOrize-UHT siitlerde ve siit triinlerinde raf omriiniin kisalmasi, jellesme, aroma
bozulmalari gibi sorunlarla 6ne ¢ikmaktadir. Bu nedenle bu tiirlerin ¢ig siitte gelismesinin
ve enzim TUretmesinin engellenmesi siit endiistrisi agisindan Onem tasimaktadir.
Bakteriyofajlar, bakterileri spesifik olarak enfekte eden virlisler olup gidalarda
patojen/bozulma etmeni bakterilerle savasta 6nemli bir alternatif olarak 6ne ¢ikmakta ve
pek ¢cok uygulamada basari saglanmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, stit endustrisinde sorun

yaratan bu bakterilerin biyokontrolii i¢in gesitli kaynaklardan ilgili bakteriyofajlarin



izolasyonu, tanimlanmasi ve kapsamli karakterizasyonu ile bu bakteriyofajlardan
hazirlanacak karigimlarin siit ortaminda etkinliginin saptanmasidir. Bu amagla ilk olarak
bakteri ve bakteriyofaj izolasyonu yapilmistir. Bakteriyofaj karakterizasyonunda 6nce
konakg1 spektrumu belirlenmis ve hem Salmonella hem de Pseudomonas fluorescens
fajlarinin konake1 spesifitelerinin yiiksek oldugu saptanmistir. Transmisyon elektron
mikroskobu gorintilerinden yola ¢ikilarak yapilan analizler sonucunda Salmonella
fajlarimin siphovirus ve myovirus, Pseudomonas fajlarininsa siphovirus ve tectivirus
morfotiplerinde oldugu saptanmustir. Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi analizi ile
bakteriyofajlar  siniflandirilmistir.  Daha  sonra  bakteriyofajlarin  replikasyon
parametrelerini belirlemek amaciyla gelisme ve adsorpsiyon egrileri cikarilmistir.
Salmonella fajlarinin latent dénem siirelerinin 5-25 dakika, patlama biytkluklerinin 42-
176 POB/hiicre araliginda; Pseudomonas bakteriyofajlarmisa 5-15 dakika ve 10-91
POB/hucre araliginda oldugu saptanmistir. Salmonella bakteriyofajlarinda yapilan kismi
sekans analizi sonucunda, bu fajlarin toksik gen bolgesi tasimadigi saptanmistir. Buna ek
olarak, ¢ Pseudomonas fajinin tim genom analizi yapilmis ve bunlardan birinin
GenBank veritabaninda bulunmayan yeni bir bakteriyofaj oldugu kesfedilmistir.
Karakterizasyonu takiben bakteriyofaj kokteyllerinin etkinligi siit 6rneklerinde ortaya
konulmus ve Salmonella i¢in 1,01 log birime, Pseudomonas iginse UHT siitte 5,29, ¢ig
slitte ise 3,44 log birime kadar bakteriyel rediiksiyon elde edilmistir. Pseudomonas grubu
ile yapilan ¢ig siit denemesinde ayrica fajlarin ¢ig siitte goriilen diger baskin
mikroorganizma gruplart ile situn fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine etkisi de
incelenmistir. Calismalar sonucunda bakteriyofajlarin farkli icerikteki ve ozellikteki
sttlerde, stitlin pH, titrasyon asitligi, renk gibi 6zellikleri tizerinde belirgin bir negatif etki
gostermeden hedef mikroorganizma grubunun sayisini Kontrol altinda tutabildigi
saptanmigtir. Boylece bu alanda iilkemiz ve diinya literatiirtindeki bosluklar doldurularak
siit ve siit tirlinleri endiistrisinde mevcut yontemlerle listesinden gelinemeyen sorunlarin
dogal ve ekonomik yoldan c¢oziimiine yonelik giincel ve 06zgiin bir yaklasim

gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas fluorescens, Salmonella spp., bakteriyofaj, ¢ig siit,
biyokontrol
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Salmonella spp. and psychrotrophic microorganisms are significant concerns in the dairy
industry. Salmonella, a prominent foodborne pathogen, poses substantial health risks and
remains a global public health concern. Conversely, strains belonging to the
Pseudomonas fluorescens complex exhibit psychrotrophic characteristics and are
primarily found in refrigerated milk. These bacteria are notable for their production of
extracellular enzymes, which can retain their activity even after thermal processing.
Consequently, this enzymatic activity can lead to detrimental effects such as a reduction
in the shelf life of pasteurized-UHT milk and dairy products, gelation, and flavor
deterioration. Therefore, the presence and management of these microorganisms are
crucial considerations in maintaining food safety and ensuring the quality of dairy
products. Bacteriophages are viruses that specifically infect bacteria and emerge as an
important alternative in combating pathogenic/spoilage bacteria in food, achieving

success in many applications. The aim of this study was to isolate, identify, and
iii



comprehensively characterize relevant bacteriophages from various sources for the
biocontrol of these bacteria causing problems in the dairy industry, and to determine the
effectiveness of phage cocktails in milk. For this purpose, bacteria and bacteriophage
isolation was first carried out. During the characterization of bacteriophages, the host
range was initially determined, revealing a high degree of host specificity for both
Salmonella and Pseudomonas fluorescens phages. Subsequent analysis utilizing
transmission electron microscopy images allowed for the identification of the
morphotypes of these phages. It was observed that Salmonella phages exhibited
siphovirus and myovirus morphotypes, whereas Pseudomonas phages demonstrated
siphovirus and tectivirus. Restriction fragment length polymorphism analysis was used
to classify the bacteriophages. Subsequently, one-step growth and adsorption curves were
obtained to determine the replication parameters of the bacteriophages and it was found
that the latent period of Salmonella phages ranged from 5 to 25 min, and the burst sizes
ranged from 42 to 176 plaque-forming units (PFU) per cell. For Pseudomonas
bacteriophages, the latent periods ranged from 5 to 15 min, and the burst sizes ranged
from 10 to 91 PFU per cell. Partial sequence analysis of Salmonella phages revealed the
absence of toxic gene regions. Additionally, the complete genome analysis was
performed for three Pseudomonas phages, and it was discovered that one of them was a
new bacteriophage which was not found in the GenBank database. Following the
characterization, the effectiveness of bacteriophage cocktails was demonstrated in milk.
For Salmonella, a bacterial reduction up to 1.01 log units was achieved, while for
Pseudomonas, reductions up to 5.29 log units in UHT milk and 3.44 log units in raw milk
were obtained. In the raw milk experiment conducted with the Pseudomonas spp., the
impact of phages on other dominant microorganism groups and the physical and chemical
properties of milk were also examined. The studies revealed that bacteriophages could
control the target microorganism group without significantly affecting the pH, titratable
acidity, color, and other properties of milk in different types and compositions. This
research contributes to addressing the existing gaps in the literature, providing a
contemporary and innovative approach for the natural and cost-effective resolution of
challenges in the dairy industry that cannot be adequately addressed by current methods
in both Turkey and globally.

Keywords: Pseudomonas fluorescens, Salmonella spp., bacteriophage, raw milk,

biocontrol
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TESEKKUR

Akademi yolculugumun basindan beri bilgisi ve tecriibesiyle yanimda olan, destegi,
motivasyonu ve tesvikleriyle zor zamanlarimdan ¢ok daha giiclii bir sekilde ¢ikmami
saglayan, emegime deger katan kiymetli danismanim Prof. Dr. ismail Hakki BOYACI’ya

stirecteki tiim katkilar1 ve kazandirdig1 bakis agisi i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans ve doktora ¢alismalarimin tiim asamalarinda yardimlar1 ve Ogretileri,
samimiyeti ve kaygilarimi1 uzaklastiran teskinleriyle yanimda olan sevgili hocam Dog.

Dr. Esra ACAR SOYKUT’a emegi, sevgisi ve destegi icin ¢ok tesekkiir ederim.

Tez calismama katkilarindan, yonlendirmeleri ve desteginden Otiirii Dog. Dr. F. Ceyda
DUDAK SEKER’e tesekkiir ederim.

Hem tezimin tim asamalarindaki yardimlar1 hem de bir dost olarak bitmeyen destegi,
anlayist ve yillardir eslik ettigi tim yollar igin, benim igin bu strecin en 6nemli
kazanimlarindan olan Eylil EVRAN’a yurekten tesekkiir ederim. Cogu kez hig
anlatmadan anlayan, goriinmez baglar insa edip mesafeleri asan, destekleri ve
dostluklariyla hayatima deger ve anlam katan Nurdan ERSOZ ve Hafize OZ’e birlikte
ciktigimiz tiim yolculuklar ve kesfettigimiz tiim renkler i¢in sonsuz tesekkiir ederim. Bu
cok zorlu yolu basindan beri beraber yiiridigiimiiz, iyi ve kotl gunlerden gegerken
miicadele verdigimiz dostum Banu SEZER’e tesekkiir ederim. Hem deneysel
caligmalarimdaki yardimlart hem de dostluklariyla hep yanimda olduklari, yukimi
hafifletip nese ve cesaret verdikleri icin Kiibora GUVEN ve Esra EKIZ’e ¢ok tesekkiir
ederim. Pervin ARl AKIN, Burcu GUVEN, Demet ATAMAN SADIK ve Elif
ERCIOGLU BULBUL ’e destekleri ve dostluklari i¢in tesekkiir ederim. Daima uzanmaya
hazir eliyle, keyifli sohbeti ve yol arkadashgiyla Zeyneb GUNEYSU’ya yiirekten
tesekkiir ederim. Merve ERYILMAZ’a, beraber yiirlittiglimiiz tim calismalar ve

arkadasligi icin tesekkiir ederim.

Deneysel calismalarimdaki destek ve yardimlarmdan otiirii Seyma Betiill ENCU’ye

tesekkiir ederim.

Cocuklugumun, icinde 6zgiirce kosturdugum o essiz bahgesini bana sunduklar1 ve
yanimda degilken bile hep yanimda olabildikleri i¢in canim biiyiikbabam Abdullah
TAYYARCAN ve anneannem Pakize TAYYARCAN’a; hem ailem, hem de dostum, yol

arkadagim olan, hayatta ne olursa olsun iyi insan olma ve iyi insan kalma cabasini,
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gelecek hayallerini bolistiigim annem Dilek ve kardesim Sena TAYYARCAN’g;
kendimi bildim bileli hem kardesim, hem en yakin dostum olan, birlikteyken hep ¢cocuk
kalabildigimiz daimi oyun arkadasim Aybiike ERTURK ’e; tiim destekleri icin teyzem
Melek ERTURK, kuzenim Mustafa Eren ERTURK, ve Tuncay ERTURK ’e tesekkiir

ederim.

Uzaktaki yakinim, canim dostum Serda MIRASOGLU na, tiim mesafeleri asip her zaman
benimle oldugu, en zor anlarda bile yiiziimii giildiirdtigi, yiktimi hafiflettigi icin sonsuz
tesekkiir ederim. Birlikte glilmenin, diislinmenin ve paylasmanin ¢ok biiyiik keyif oldugu

dostum Hiimeyra BAYKAS’a tim destekleri icin tesekkiir ederim.

Hem anlattig1 hikayelerle hem de kendi hikayesini yazma sekliyle daimi ilham kaynagim

olan Zeynep GUNAY *a tesekkiir ederim.

Tasidiklar1 sinirsiz neseyle, yalnizca bir gocugun rehberliginde anlasilabilecek o gizleri
anlattiklari, hayatimi kocaman bir giiliimsemeye cevirdikleri icin Ayse-Omer BADIRa
ve dostlarim Rabia-Ramazan BADIRa ¢ok tesekkiir ederim.

Bana insanin kendini yalnizca yaptigi isle tanimlar ve zamanla tamamen “o is” halini
alirsa neleri 1skalayabilecegini gosteren, hayatta icinden bakmak, gormek, dinlemek,
okumak ve durmak gegen bir seylerin de oldugunu hatirlatan, yiirimeye devam etme
motivasyonu veren, umutlarimi ve giiciimii tazeleyen, bu calismanin her anma dahil
olmus yazarlara, sairlere, sarkilara, kirlangiclara, zeytin agaglarina, denizlere, giin
batimlarina ve ¢iktigim tiim yolculuklarla, vardigim, kaldigim ve dondiiglim tiim sehirlere

tesekkiir ederim.

Tez ¢alismam TUBITAK tarafindan 1200481 ve 1200250 nolu projeler kapsaminda
desteklenmistir. Doktora ¢alismalarim siiresince beni, BIDEB “2211-A Yurt i¢i Genel
Doktora Burs Programi” kapsaminda destekleyen TUBITAK’a ve “YOK 100/2000
Doktora Bursu” kapsaminda destekleyen Yiiksekogretim Kurulu’na tesekkiirlerimi ve

saygilarimi sunarim.
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1. GIRIS

Gidalarin zengin igerigi onlart mikroorganizma gelisimine elverisli kilmaktadir. Bu
mikroorganizmalarin bir kismi gidalarda istenilen ozelliklerin gelismesine yardime1
olurken bir kismi ise kritik sorunlara neden olabilmektedir. Gidalardaki onemli
mikroorganizma gruplarindan biri patojenlerdir. Patojenlerin sebep oldugu gida kaynakli
hastaliklar, bireyler, toplumlar ve ekonomi iizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle diinya
capinda Onemli bir halk sagligi sorunudur. Bir diger grupsa bozulma etmeni
mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar, gidanin goriiniimiinde, dokusunda, tat ve
aromasinda istenmeyen degisikliklere neden olmaktadir. Bu durum gida endiistrisi igin
ekonomik kayiplara yol agabilmekte, ek olarak, gida israfina da sebep olarak kiiresel gida
giivenligi ve siirdiiriilebilirlik anlaminda negatif etki yaratmaktadir. SUt ve st Grinleri
endustrisinde sorun yaratan patojen ve bozulma etmeni bakterilere, sirasiyla Salmonella
spp. ve Pseudomonas fluorescens drnek verilebilir. Salmonella spp. diinya ¢apinda gida
kaynakli hastaliklarin en yaygin nedenlerinden biri olup kontamine gidalarin tlketimi
sonucu olusan salgilar periyodik olarak meydana gelmekte ve bu salgmlar ¢ok sayida
insan1 etkileyerek yaygin hastaliklara, hastaneye yatiglara ve hatta Olimlere yol
acabilmektedir. Psikrotrof karakterdeki Pseudomonas fluorescens ise ¢ig siitte sogukta
bekleme siiresince en sik rastlanan bozulma etmenlerinden biri olup siit iirlinlerinde de
Onemli kalite problemlerine yol agmaktadir. Isiya direngli enzimleri sebebiyle siite
uygulanan pastorizasyon gibi 1sil islemler bile bu problemleri tamamen ortadan
kaldiramamaktadir. Bu da iirlin kayb1 ve maddi kayiplarla birlikte pek ¢ok sorunu
giindeme getirmektedir. Bu bakterilerin kontrolii igin sektorde etkin, ekonomik, doga
dostu ve giivenli bir alternatife duyulan ihtiyag, bu ¢alismanin ¢ikis noktasi olmustur. Son
yillarda patojen ve bozulma etmeni bakterilerle miicadelede 6ne ¢ikan alternatiflerden
biri de faj terapidir. Bakteriyofajlar, bakterileri spesifik olarak enfekte eden virisler olup
antibiyotik ve diger kimyasal ajanlara kiyasla onemli avantajlari bulunmaktadir. Bu
avantajlar1 bakteriyofajlar1 patojen ya da bozulma etmeni bakterilerin eliminasyonunda
gucli bir alternatif haline getirmektedir. Bakteriyofajlarin hem insan ve hayvanlardaki
enfeksiyonlarin tedavisinde, hem de tarimsal éneme sahip iiriinler ve gida sektdriinde
basarili uygulamalar1 bulunmaktadir. Bu c¢alismanin amaci, siit endiistrisinde sorun

yaratan bakterilerin basinda gelen Salmonella spp. ve Pseudomonas fluorescens’in
1



biyokontrolii igin ¢esitli kaynaklardan ilgili bakteriyofajlarin izolasyonu, tanimlamasi ve
kapsamli karakterizasyonu ile bu bakteriyofajlarin siit ortaminda bakteri eliminasyon
etkinliginin saptanmasidir. Buna ek olarak, bakteriyofaj kokteyllerinin ortam
mikrobiyotasi ile sutlin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine etkisi de incelenmistir. Bu amac
dogrultusunda; Pseudomonas fluorescens grubu suslar ¢ig siit ve siit fabrikas1 ortami1 gibi
cesitli kaynaklardan izole edilmis ve MALDI-TOF MS analizi ile dogrulanarak bir kiiltiir
koleksiyonu olusturulmustur. Ardindan bu bakterilerin konakg¢1 olarak kullanilmasiyla
benzer kaynaklardan yerel bakteriyofaj izolasyonu gergeklestirilmistir. Pseudomonas
fluorescens fajlarinin ve daha onceki ¢alismalar kapsaminda izole edilen Salmonella
bakteriyofajlarinin konakg1 skalasinin ¢ikarilmasi, morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi
ve restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi analizleri ile karakterizasyon asamalari
gerceklestirilmistir. Sonrasinda Salmonella bakteriyofajlar1 igin toksik gen bolgelerinin
analizi yapilmis ve (¢ adet Pseudomonas fluorescens bakteriyofajinin da tiim dizi analizi
gerceklestirilerek var olan dizilimlerle farkliliklar ortaya konmus, bu bakteriyofajlardan
birininse heniiz GenBank veritabaninda bulunmayan yeni bir faj oldugu saptanmistir.
Buna ek olarak, bakteriyofajlarin replikasyon parametreleri belirlenmis ve ¢esitli pH ve
sicaklik degerlerinde stabiliteleri incelenmistir. Ardindan bu bakteriyofajlardan faj
kokteylleri hazirlanarak UHT siit ve ¢ig siit gibi farkli 6zellik ve igerikteki siitlerde ve
farkl1 inkiibasyon kosullarinda bakteriyofajlarin etkinligi saptanmistir. Bakteriyofajlarin
gida uygulamalarinda en kritik asamalardan biri ger¢ek Ornek denemeleri olup, hem
gidanin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin olumsuz etkilenmemesi hem de en yiiksek
seviyede bakteriyel eliminasyonun saglanabilmesi igin bakteriyofajlarin gida ortamina
etkilerinin detayli bir sekilde aragtiritlmasi 6nem arz etmektedir. Bu baglamda mevcut tez
caligmasi kapsaminda bakteriyofajlarin yalnizca hedef mikroorganizma grubuna degil,
biitlinciil olarak siitteki baskin mikrobiyotaya ve stin fiziksel ve kimyasal dzelliklerine
etkisi de incelenmistir. Elde edilen bulgular, calisma kapsaminda c¢alisilan
bakteriyofajlarin gida uygulamalarinda basariyla kullanilma potansiyelini ortaya koymus,
stitteki etkilerinin detayli bir sekilde gozlemlenebilmesine olanak saglamistir. Ayrica bu
calisgma kapsaminda izole edilip tamimlanan ve o&zellikleri iyi bilinen bakteri ve
bakteriyofajlardan bir koleksiyon hazirlanmasi ile hem tlkemizdeki altyapiyankatki
saglanmig, hem de st ve sut Urlnleri agisindan sorun yaratan mikroorganizmalara

yonelik yeni mucadele yontemleri icin temel olusturulmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Siit ve Sut Urtinlerinde Sorun Yaratan Bakteriler

Siit, yaygin tiikketimi ve zengin besin igerigi nedeniyle halk saglig1 ag¢isindan Kritik énemi
olan oldukga degerli bir gidadir. Sigir siitii ortalama olarak % 87 su, % 4-5 laktoz, % 3-4
yag, % 3 protein, % 0,8 mineral ve %0,1 oraninda vitaminlerden olusmaktadir. St
genellikle insan beslenmesinde 6nemli bir protein kaynagi olarak kabul edilmekte ve
litrede yaklasik 32 g protein saglamaktadir. Istisnai kalite ve biyolojik 6nemine ek olarak,
st proteinlerinin enzimatik hidrolizi yoluyla ortaya ¢ikan biyoaktif peptitler, insan
sagliginin korunmasina potansiyel olarak katkida bulunabilecek bir dizi biyolojik islev
gOstermektedir. Sit, ¢ok onemli bir kalsiyum kaynagi olmasmin yaninda, fosfor,
magnezyum, ¢inko ve selenyum gibi bazi mineralleri ve yagda ¢oziinen A, D ve E
vitaminleriyle tiamin ve riboflavin gibi suda c¢6ziinen B kompleks vitaminlerini

icermektedir [1].

Sutin ekonomik etkisi de oldukca 6nemlidir ve st endUstrisinin Uretim, ticaret, istihdam
ve gelir yaratma gibi ¢esitli yonlerinde gozlemlenebilmektedir. Sut Gretimi diinya
capinda 6nemli bir tarimsal faaliyettir. Uluslararas1 Siitgiiliik Federasyonu (International
Dairy Federation, IDF)’na gore, kiiresel siit tiretimi 2020 yilinda yaklagik 910 milyon
tona ulagmistir. 2022'de diinya siit tiretiminin 2021'e gore yiizde 0,6 artisla yaklagik 930
milyon ton olacagi tahmin edilmektedir [2,3]. Bu kapsamli iiretim, milyonlarca siit
ciftcisinin ge¢cimini desteklemekte ve bir¢ok iilkenin ekonomisine katkida bulunmaktadir.
Sit ve sit Grdnlerinin diinya ¢apinda ticareti yapilmakta ve bu da onu uluslararasi ticarette
onemli bir sektor haline getirmektedir. Bircok iilke hem siit hem de siit {iriinleri ithalati
ve ihracati yapmaktadir. Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization of
the United Nations, FAO) verilerine gore 2021 yilinda diinya siit ve siit tiriinleri dis
ticareti 89,6 milyon ton siit esdegerine ulasarak bir rekor kirmistir. Ayni1 y1l yagsiz siittozu
ticareti bir onceki yila gore % 5 artarken peynir ticaretinin de % 3,8 oraninda arttig1
belirtilmistir. Siit ve siit tirtinleri ticareti, {ilkelerin ihracat gelirlerine ve ticaret dengesine

onemli katkilar saglamaktadir [3].



Siit ve siit iirtinleri sektord, tilkemiz i¢in de kritik 6neme sahiptir. Tiirkiye’de 1.062.547
adet siit isletmesi bulunmakta ve hastalik bulunmayan igletmelerde toplam 860 bin ton
sut Uretilmektedir. Ayrica iilkemiz, koyun, keci ve sigir varliginda Avrupa iilkeleri
arasinda ilk sirada yer almakta, safilan inek sayisinda ise diinyada 10. sirada
bulunmaktadir. TUIK verilerine gére hayvansal iiriinler toplam iiretim degeri igerisinde
en biylk pay %50,9 ile siite aittir. Buna ek olarak, Tiirkiye’nin 110’dan daha ¢ok tlkeye
siit ve siit {riinleri ihrag ettigi, diinya peynir {iretiminde ise dordiincii sirada oldugu
belirtilmektedir. Ulkemizde kisi bas1 siit tiiketimi yillik 274 kg degerine kadar ulasmis
durumdadir [3].

Tilim bunlar g6z 6niinde bulunduruldugunda, siit ve siit iirlinlerinin hem halk saglig1 hem
de ekonomik deger agisindan Gnemi ortaya ¢ikmaktadir. Bu sebeple, s6z konusu sektorde
karsilasilan problemlerin tespit edilmesi ve iistesinden gelinmesi igin etkili, ekonomik ve
dogal ¢oziimler tiretilmesi gereklilik arz etmektedir. Sut ve sut Grinlerindeki mikrobiyal
problemler incelendiginde, patojen ve bozulma etmeni mikroorganizmalar One
cikmaktadir. Bu gruplar ile siit ve siit liriinlerine olan etkileri bu bdliimde daha detayli

olarak incelenmis ve sunulmustur.

2.1.1. Patojen Bakteriler

Gida kaynakli1 patojenler hem iilkemizde hem de diinyada en 6nemli saglik sorunlarinin
basinda gelmektedir. Gida kaynakli hastaliklarin 6nlenmesinde, hastalik etmeni
bakterilerin sayilarini minimuma indirmek ya da onlar1 bittiniyle ortadan kaldirmak
hedeflenmektedir. Bu hedefe yonelik uygulamalar sayesinde gidalar daha giivenli hale
gelse de giinlimiizde gida kaynakli hastaliklar hala pek ¢ok tilke i¢in sorun teskil etmekte,

hem can kaybina hem de ekonomik kayba yol agan salginlarin 6niine gegilememektedir.

Gida kaynakli patojenler arasinda One ¢ikan cinslerden biri de Salmonella’dir.
Salmonella, Enterobacteriaceae ailesine ait Gram-negatif, ¢ubuk sekilli, ¢cogunlukla
hareketli, mezofilik ve fakultatif bir anaeroptur [4]. Optimum gelisme sicakliklar1 38 °C
olup 5-46 °C arasinda da gelisimini siirdiirebilmektedir. Su aktivitesi degerlerinin 0,94-

0,99 ve pH degerlerinin 3,8-9,5 arasinda oldugu ortamlarda canli kalabilmektedirler.



Salmonella tirleri sut ve stt urunlerinde, et trtinlerinde ve taze iiriinlerde yaygin olarak
bulunabilmektedir [5].

Salmonella’nin, diinya genelinde gastrointestinal enfeksiyona neden olan en yaygin
bakteriyel patojenlerden oldugu bilinmektedir [6]. Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol
Merkezi (European Centre for Disease Prevention and Control, ECDC) ve Avrupa Gida
Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority, EFSA) tarafindan yayinlanan
raporlarda, Avrupa Birligi'nde yaklasik dort gida kaynakli salgindan birinin Salmonella
spp. ile iliskili oldugu bildirilmektedir [7]. Ayrica Salmonella tiirlerinin neden oldugu
gida kaynakli salginlarin insidans oraninin yillar icerisinde yiikselme egiliminde oldugu
belirtilmistir [8]. 2020 yilinda AB’de 52.702 salmonelloz vakasi rapor edilmistir ve
salmonelloz, kampilobakteriyozdan sonra insanlarda en sik bildirilen ikinci zoonoz
olmaya devam etmektedir [9]. Tiim bunlara ek olarak, Mayis 2022 itibariyle, Belgika'da
tiretilen ve diinya ¢apinda en az 113 iilkeye dagitilan cikolata iiriinleri kaynakli bir
Salmonella salginiyla iliskili olarak, Avrupa’daki 14 {ilkenin yani sira ABD ve
Kanada'dan ilgili iiriinlerin tiiketimiyle baglantili 369 vaka bildirilmistir [10]. Bu verilerin
1s18inda, alinan tiim Onlemlere ragmen giiniimiizde gelismis tilkelerde bile Salmonella

kaynakli hastaliklarin hala 6nemli bir problem oldugu goriilmektedir.

Giinlimiize dek kayit altina alinan 2.500'den fazla Salmonella serotipi arasinda, 6zellikle
Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’da insan hastaliklariyla iliskilendirilen en yaygin
serotipler, Salmonella enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis) ve Salmonella enterica
serovar Typhimurium (S. Typhimurium)’dur [11]. Bu patojenler, gida zincirinde ¢ig
materyalden baglayarak son iirline dek hemen her asamada bir kontamisyon kaynagi
olabilmektedir. Son yillarda Salmonella kaynakli salginlarda kiyma, hindi, tavuk ya da
domuz eti, yumurta, ton baligi, sebzeler, meyve ve meyve o6zleri, taze lriinler, tahillar,
yemisler ve hindistancevizi gibi ¢ok ¢esitli gidalara rastlanilmaktadir [12]. Gidalarin ¢ok
cesitli kompozisyonlara sahip olmasi, Salmonella'nin bulasict  dozunu da
etkileyebilmektedir. Ornegin, yag igerigi daha yiiksek olan gidalarda bakteri hiicreleri dis
etkenlere kars1 korunabilmekte ve boylece daha az sayida hiicre bulasisi bile hastaliga

neden olabilmektedir [13]. Alinan tiim 6nlemlere karsin hala Salmonella’nin 6nemli bir



risk faktorii oldugu ve bu bakteriyle miicadelede yeni, etkin ve dogal yontemlere ihtiyag

duyuldugu ortaya ¢ikmaktadir.

2.1.2. Psikrotrof Bakteriler

Siit ve siit irilinlerinin giivenligini ve kalitesini koruyabilmek i¢in, iiretimin her
asamasinda mikrobiyal iiremenin kontrolii hayati 6nem tasimaktadir. Sogutma ve sogukta
depolamanin rutin bir prosediir halini almasiyla ¢ig siitiin mikrobiyal kalitesi dnemli
oranda artmis ve bozulmaya sebep olan mikroorganizmalarin bir¢ogunun gelisimi
engellenebilmistir. Fakat diisiik sicakliklarda uzun siireli depolama durumunda siit
ortamindaki mikrobiyal popiilasyon degismekte ve zamanla Gram-pozitif ve Gram-

negatif psikrotrof bakteriler ortamda dominant hale gelmektedir.

Psikrotroflar optimum gelisme sicakliklar1 20-30°C olan fakat 7°C altinda da gelisme
gosterebilen, dogada son derece yaygin olan bir gruptur [14]. Cig sutte bulunan
psikrotrotroflar, agirlikli olarak Gram-negatif ve ¢ok daha az sayida Gram-pozitif
cinslerden olugmaktadir [15]. Bu bakteriler icinde de Pseudomonas turlerinin dzellikle
baskin oldugu tespit edilmistir. Hatta daha gok Pseudomonas tiirleri tarafindan 1s1l igleme
dayanikli enzimlerin iretildigi ve bu enzimlerin, pastorize siit, UHT siit ve diger slt
tirtinlerinde bozulmaya sebep oldugu belirtilmistir [16,17]. Yapilan ¢alismalar, diisiik
depolama sicakliklarinda ¢ig siitte bulunan bakterilerin %50’den fazlasin1 Pseudomonas
tiirlerinin olusturdugunu tespit etmistir [18,19]. Isil islem Oncesinde ¢ig siitte sayisi
giderek artan ve 10° KOB/mL nin iizerine ¢ikan psikrotroflar, UHT siitte jelatinizasyon
problemine, pastorize siitte gesitli flavor sorunlarina ve raf dmriiniin kisalmasina, sert
peynirlerde ransit ve sabunsu tat olusumuna, tereyaginda ransiditenin hizlanmasina,

yogurtta ise bitter ya da meyvemsi flavor olusumuna sebep olabilmektedir [20].

Pseudomonas spp. ve 0zellikle Pseudomonas fluorescens (P. fluorescens) etkileri
pastérize ve UHT sitte en vyaygmn olarak gorilen bozulma etmeni
mikroorganizmalardandir [17,21]. Bu bakterilerin biiyiikk bir kismi ekstraseliiler
proteolitik, lipolitik ve fosfolipolitik enzimlere sahiptir. Bu enzimlerin aktivitesi, soguk

depolama siresince bir kayip olmaksizin devam etmektedir. Ayrica enzimlerin bazilari



pastorizasyondan sonra aktivitesinin biiyiik kismini, sterilizasyondan sonra ise %30-40
kadarin1 koruyabilmektedir [14]. Buna ek olarak Pseudomonas tiirlerinin diger
psikrotroflardan daha kisa bir jenerasyon siiresine sahip olmasi, Pseudomonas spp.’in ¢ok
diisiik seviyedeki kontaminasyonla bile kisa siire i¢erisinde siit ortaminda dominant hale

gelmesine yol agmaktadir [22].

Pseudomonas tiirlerindeki proteinazlar, siitiin x-, asl- ve [-kazeinlerini degrade
edebilmekte, bu da kolloidal sistemin bozulmasina ve iirlinlerde gii¢lii bitter tat olusumu
ile koagiilasyona sebep olmaktadir [23]. UHT siitte meydana gelen jellesme problemi siit
endiistrisi i¢in biiyiik bir endise kaynagidir. Jellesmenin sebeplerinden biri, kazeinlerin
dogal siit proteinazlari, bakteriyel proteinazlar veya her ikisi ile birden proteolizidir.
Siitteki kolloidal yapinin bozulmasi ve jellesme ile bunlarin tetikledigi kaynama
gecikmesi gibi problemler, sutin raf dmrinli ve pazar potansiyelini sinirlayan, son
zamanlarda kamuoyu tarafindan da siklikla dile getirilen bir problem halini almistir [24—
26]. Lipazlar ise krema, tereyagi, peynir ve UHT diriinlerinde yag pargalanmasina bagl
trigliseritleri hidrolize ederek aroma kusurlar1 olusturmaktadir [27]. Lesitinazlar ise sit
yag1 globiil membranlarini tahrip ederek siit yaginin lipazlarin etkisine karsi duyarliligini
artirmaktadir  [28]. Bakterilerin aktiviteleri, sogutma sicakliklarinda daha da
belirginlesmekte ve siit iiriinlerinde bulunduklarinda gri renk olusumundan hos olmayan
bitter tatlara, jelasyondan peynir Uretim veriminde diisiise, pH dalgalanmalarindan
sabunlasmaya pek ¢ok probleme sebep olmaktadirlar. Ek olarak, bazi Pseudomonas
suslarinin renkli veya floresan pigmentler iireterek gidalarda renk bozulmasina neden
oldugu bilinmektedir. 2010 yilinda Avrupa’da goriilen ve “mavi mozarella” adi verilen
vakadan sonra bir siit bozulma etmeni olarak P. fluorescens'e duyulan ilgi artmistir. Bu
peynir numuneleri iizerinde yapilan analizler, peynirlerde 10° KOB/g gibi yiiksek

miktarda P. fluorescens varligini ortaya koymustur [29].

Pseudomonas gessardii (P. gessardii), Pseudomonas libanensis (P. libanensis),
Pseudomonas rhodesiae (P. rhodesiae) ve Pseudomonas tolaasii (P. tolaasii),
Pseudomonas fluorescens grup suslarina ait Gram-negatif bakterilerdir. Bu tlrlerin
bozulmaya katkida bulunabilecek hiicre dis1 enzimler iirettikleri bilinmesine ragmen, siit

endiistrisi lizerindeki 6zel 6nemleri ve etkileri diger tiirlere kiyasla daha az ¢alisilmistir



[30,31]. P. tolaasii, P. libanensis ve P. gessardii'nin siit iriinlerinde g¢esitli renk
pigmentlerinin iireticileri oldugu bildirilmistir. [29,32]. Benzer sekilde P. rhodesiae da

s(t ve sit Urlnlerindeki bozulmalarla iliskilendirilen suslardan biri olmustur [33].

Tum bu bilgilerden hareketle, bu gruptaki mikroorganizmalarin hem siit hem de siit
tirtinleri i¢in kritik problemlere yol acabildigi ve ¢ig siitte bu bakterilerin gelisimini ve

enzim Uretimini sinirlandirmanin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.

2.1.3. Bozulma Etmeni ve Patojen Bakterilerle Micadele Ydntemleri

Gida kaynakli patojenler ve bozulma etmeni mikroorganizmalar, insan sagligina yonelik
potansiyel riskleri ve gida endiistrisi {izerinde yaratabilecekleri ekonomik etkiler
nedeniyle dnemlidir. Gidalarin mikrobiyal giivenligini ve stabilitesini saglamak igin tek
tek ve kombine halde pek ¢ok kontrol yontemi kullanilmaktadir. Bu kontrol yontemleri,
giivenli ve yliksek kaliteli gida tirlinlerinin {iretimini saglayarak olas1 tehlikeleri dnlemek,

tespit etmek ve azaltmak icin birlikte uygulanmaktadir.

Gidalarin mikrobiyal kontroliinii saglamak amaciyla uygulanan yontemler biitlinciil
olarak incelendiginde bazi temel yaklasimlar ortaya cikmaktadir. Bunlardan biri lyi
Tarim Uygulamalar1 (Good agricultural practices, GAP)’dir. Bu prosedirler, mahsuliin
uretimi ve hasad: sirasinda bulagma riskini en aza indirmek i¢in uygulanmaktadir. Taze
urinlerde mikrobiyal kontaminasyonu onlemek igin giibrenin uygun sekilde islenmesi,
sulama suyunun kalite kontrolii ve hijyen uygulamalar1 gibi onlemleri igermektedir [34].
Tehlike Analizi ve Kritik Kontrol Noktalar1 (Hazard analysis and critical control points,
HACCP) da gida isletmelerinin gida giivenligi i¢cin 6nem arz eden tehlikeleri saptamak,
degerlendirmek ve kontrol altina almak i¢in kullandiklar1 sistematik bir yaklasimdir. Bu
yaklasim gida iiretim siirecinde tehlikelerin 6nlenebilecegi, ortadan kaldirilabilecegi veya
giivenli seviyelere indirilebilecegi kritik kontrol noktalarinin belirlenmesini igcermektedir
[35]. Iyi tiretim uygulamalar1 (Good manufacturing practices, GMP), giivenli ve yiilksek
kaliteli gidalarin iiretimini saglamak i¢in gida isleme ve iiretimi sirasinda izlenen bir dizi
yonerge ve prosediirdiir. Bu uygulamalar arasinda sihhi bir ortamin saglanmasi, uygun
ekipman bakimi, personel egitimi gibi Onlemler yer almaktadir [36]. Gida kaynakli
patojenlerin ve bozulma etmeni bakterilerin gelisimini 6nlemek icin sanitasyon ve hijyen

uygulamalar1 da ¢ok 6nemlidir. Bu uygulamalar, gida ile temas eden yiizeylerin,



ekipmanin ve kaplarin diizenli olarak temizlenmesini igermektedir. El yikama, temiz
uniforma giyme ve uygun hijyen protokollerini takip etme gibi gida iiretim siireclerinde
calisan personeller i¢in uygulanan kisisel hijyen onlemleri de aynmi1 derecede dnemlidir
[37]. Gida tirtinlerinin giivenligini saglamak i¢in ayrica, gida kaynakli patojenlerin ya da
bozulma etmenlerinin varligma yonelik diizenli testler yapilmaktadir. Mikrobiyolojik
testler zararli bakterilerin, viriislerin ve parazitlerin varligin1 belirleyebilmekte, bu da
potansiyel kontaminasyon kaynaklarinin saptanmasina ve uygun énlemlerin alinmasina
yardimci olmaktadir [38]. Bu uygulamalar disinda, gida tiretimi, depolanmasi ve nakliye
sliregleri boyunca uygun sicaklik kontroliiniin siirdiiriilmesi de gida kaynakli patojenlerin
gelisimini engellemek igin hayati 6nem tasimaktadir. Bozulabilir gida maddelerinde
mikrobiyal ¢ogalmayi onlemek icin soguk hava depolari, sogutma ve sicaklik izleme
sistemleri kullanilmaktadir [39]. Tum bunlara ek olarak, devlet kurumlar1 ve diger
dizenleyici kurumlar da gida driinlerinin giivenligini saglamak i¢in standartlar1 ve
kurallart uygulamaktadir. Bunlar, gida tedarik zincirinin biitiinliiglinii korumaya ve
tilketicileri gida kaynakli hastaliklardan korumaya yardimeci olan gida giivenligi
diizenlemelerinin denetimlerini ve uygulanmasini icermektedir. Tim bu 6nlemler,
tilkelere ve yiiriirlikteki belirli diizenlemelere bagli olarak degisebilmektedir. Gida
giivenligi, halk sagligin1 korumak ve gida iiriinlerinin giivenligini saglamak i¢in birden
fazla paydasin birlikte calismasini iceren kapsamli bir biitiin olmakla birlikte, cagin ve
yeni bilimsel gelismelerin 1s18inda gilincellenmeye agik, dinamik bir siire¢ olarak

yorumlanmalidir.

Bu biitiinciil yaklasimlarin disinda, literatirde hem bozulma etmeni hem de patojen
bakterilerle miicadele i¢in etkinligi test edilen konvansiyonel ve yenilik¢i ¢ok sayida
yontem bulunmaktadir. Bu yontemlerin bir kismi P. fluorescens ve Salmonella spp.

0zelinde incelenmistir.

Siit kalitesini iyilestirmeye yonelik cabalara ragmen Pseudomonas bulasisinin 6niine
tamamen gecilememekte, sagim hijyeni dnlemleri ve ¢ig siitiin sogutulmasi diginda ¢iftlik
ortaminda bakteri tiremesini bastirmak i¢in kisith sayida yontem bulunmaktadir [40].
Literattirde ise P. fluorescens de dahil olmak Uzere, psikrotrof mikroorganizmalar ile

miicadelede kullanilan pek ¢ok alternatif yontem denenmistir. Ornegin Azot gazinin ¢ig



stitteki psikrotroflar1 ve mezofilleri kontrol etme potansiyeli, literatiirde incelenen konular
arasindadir [41]. Benzer sekilde, koyun siitiinde yiiksek hidrostatik basincin P.
fluorescens suslarina etkisi farkli sicaklik ve basing degerlerinde incelenmis ve bu

kosullarda bakteriyel inhibisyon gozlenmistir [42].

Arastirilan yontemlerden bazilar1 da kimyasal temelli olup farkli antimikrobiyal
bilesenlerin kullanimin1 igermektedir. Ornegin bir ¢alismada, laktobionik asidin P.
fluorescens’e karsi antibakteriyel etkinligi ve etki mekanizmasi arastirilmis ve olumlu
sonuglar elde edilmistir [43]. Bir baska ¢alismada dort esansiyel yagin (bergamot, targin,
manuka ve Kkekik) P. fluorescens’e karsi gosterdigi antimikrobiyal aktivite
degerlendirilmistir [44]. Linaloolun etkisini inceleyen bir bagka ¢alismada da bu bilesenin
gucli bir antibakteriyel 6zelligi oldugu tespit edilmis ve etki mekanizmalari arastirilmistir
[45]. Biyoaktif bilesenler de antimikrobiyal ajanlar olarak kullanilabilmekte ve paketleme
sistemlerine entegre edilebilmektedir. Bu amagla yapilan bir ¢aligmada, laktoferrin,
kuersetin ve hidroksiapatitinin P. fluorescens eliminasyonu icin sinerjistik bir etki
gosterdigi tespit edilmistir [46]. Bu kimyasallar disinda, ¢esitli proses atiklari da
incelenmis olup, bir caligmada, zeytin degirmeni atik suyu polifenol ekstraktinin, P.
fluorescens susuna karsi antimikrobiyal aktivitesi test edilmis ve MIC degerinin
ustiindeki konsantrasyonlarda belirgin bakteriyel redlksiyon elde edilebilmistir [47].
Bunlara ek olarak, alternatif bir yaklagimla soya fasulyesi ve nohuttan izole edilen nativ
ve esterifiye proteinlerin, 4°C’de 30 gun bekletilen ¢ig siitteki psikrotrof bakterilerin

gelisimini kontrol etme ve siit kalitesini korumadaki etkinligi de arastirtlmistir [48].

Cesitli bakteriyosinlerin de hem kendi baglarina hem de diger yontemlerle kombinasyon
halinde kullamldig1 gériilmiistiir. Ornegin bir ¢alismada, Propionibacterium thoenii
tarafindan iiretilen bir bakteriyosin olan propionisin PLG-1’in aralarinda P. fluorescens
de bulunan psikrotroflarin tizerindeki etkileri arastirilmis ve inhibisyon gézlemlenmistir
[49]. Nisin ile birlikte yiiksek basing uygulamasinin etkisinin arastirildigi bir baska
calismada, 500 IU/mL nisin ile 5 dakika sireyle 250 MPa basing uygulamasinin P.

fluorescens sayisinda 8-log birimden fazla bir azalma sagladigi saptanmustir [50].
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P. fluorescens inhibisyonu igin arastirilan yontemlerden bazilari da diger
mikroorganizmalarin kullanimmni icermektedir. Ornegin bir ¢aligmada, Lactobacillus
rhamnosus'un sogutulmus ¢ig siitten izole edilen farkli Pseudomonas fluorescens ve
Pseudomonas putida popiilasyonlarina depolama siiresi boyunca gostedigi inhibisyon
etkisi aragtirillmistir [51]. Bir baska ¢alismada ise, yerel Uriinlerden izole edilen laktobasil
suslariin (Lactobacillus pentosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus pentosus ve Lactobacillus salivarius) antibakteriyel aktivitesi

degerlendirilmistir [52].

Literatir Salmonella spp. 6zelinde arastirildiginda ise, bakteriyle miicadele ig¢in benzer
yaklagimlarin kullanildigi goriilmektedir. Isil islem, gidalardaki Salmonella'yr kontrol
etmek i¢in yaygin olarak kullanilan temel bir yontemdir. Pigirme, pastorizasyon ve diger
1s11 islemlerle bakteriler etkili bir sekilde kontrol altina almabilmektedir. Ornegin, buhar
pastorizasyonunun badem yizeyinde Salmonella kontaminasyonunu azaltma Gzerindeki
etkisi arastirilmis ve 25 saniyelik buhar uygulamasinin, ¢ig bademlerdeki bakteriyel yiikte
gorsel kalite bozulmasi olmaksizin 5-log birimlik bir azalma elde etmek igin yeterli
oldugu bildirilmistir [53]. Yuksek basingli isleme (High pressure processing, HPP)
patojenleri etkisiz hale getirmek i¢in gidalar yiiksek seviyelerde hidrostatik basinca tabi
tutmay1 igeren bir yontemdir. HPP'nin olgunlagma siirecine ek bir onlem olarak
uygulanmasiyla, Salmonella popiilasyonunda daha biiyiik bir diisiise neden oldugu ve
olgunlastirllmis sosislerde daha diisiik sayida bakteri varliginin tespit edilebildigi
bildirilmistir [54]. Soguk plazma islemi, gidalar1 antimikrobiyal 6zelliklere sahip reaktif
oksijen ve nitrojen tirleri treten termal olmayan bir plazma uygulamasina tabi tutmayi
icermekte ve bu yontemin Salmonella dekontaminasyonu amaciyla hem tek bagina hem
de diger yontemlerle kombine halde siklikla kullanildig1 goriillmektedir [55-57]. Gama
1sinlama gibi klasik yontemlere ek olarak, ylksek yogunluklu atimli 151k (High intensity
pulsed light, HIPL) ve ultraviyole-C (UV-C) Isik gibi gérece yeni yontemler de
gidalardaki ve gidayla temas eden yiizeylerdeki Salmonella’y: etkisiz hale getirmek i¢in
kullanilmigtir [58—60]. Bunlar haricinde, nanoteknolojinin de gidalardaki Salmonella'y1
kontrol etmek icin yenilik¢i yaklagimlar sundugu goriilmektedir. Son yillarda 6zellikle
giimiis nanopartikiillerin gidalarda Salmonella gelisimini engellemek i¢in kullanimina

dair arastirmalar bulunmaktadir [61,62].
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Farkli gida gruplarinda ve gida ile temas eden yiizeylerde Salmonella'y1 kontrol etmek
icin organik asitler de dahil olmak tzere gok cesitli kimyasallarin kullanilabildigi
goriilmiistiir. Bunlarin arasinda asetik asit, propiyonik asit, sitrik asit, sodyum hipoklorit,
hidrojen peroksit, klor ve klor dioksit gazi bulunmaktadir [63-67]. Fenolik bilesenler,
ugucu yaglar ve gesitli bitki ekstraktlart da gidalardaki Salmonella'ya karsi miicadelede
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ornegin yapilan bir ¢alismada bitkilerden elde edilen
17 gesit esansiyel yagin ve dokuz yag bileseninin elma suyunda gida kaynakli patojenlere
kars1 antibakteriyel aktivitesi incelenmis ve sonug olarak melisa yagi, karvakrol, kekik
yag1, terpeineol, geraniol, limon yagi, sitral, limon otu yagi, tar¢in yapragi yagi ve
linaloolun Salmonella’ya kars1 en etkili antimikrobiyal aktiviteyi gosteren ajanlar oldugu
belirlenmistir [68]. Bir baska caligmada tar¢in esansiyel yaginin tek ve ultrasound
teknolojisiyle kombine halde antibakteriyel etkileri arastirilmis ve basarili rediiksiyon
degerleri elde edilmistir [69]. Baharat yagi nanoemiilsiyonlari da, taze meyve ve sebzeler
basta olmak tizere pek cok gida grubunda patojenlerle miicadelede denenen

alternatiflerden biri olmustur [70].

Kimyasallar disinda, ¢esitli mikroorganizma gruplarinin Salmonella inhibisyonu tizerine
etkisi de arastirilmistir. Bunlar arasinda en yaygin denenen gruplardan biri probiyotikler
olmustur.  Probiyotikler, tiiketildiginde saglik yararlar1 saglayabilen canli
mikroorganizmalardir. Baz1 probiyotik suslar, Salmonella da dahil olmak iizere gida
patojenlerinin gelisimini engelleme yetenegi gostermektedir ve bu konuda yiiriitiilmiis
cok sayida ¢alisma bulunmaktadir [71-73]. Probiyotikler disinda, ayn1 kaynaklar igin
yarigarak Salmonella'y: geride birakan ve gelisimini engelleyen zararsiz bakteri suslarinin
kullamimin1 iceren rekabet¢i dislama stratejisi de bir kontrol ydntemi olarak

arastirilmaktadir.

Tum bunlar, gidalardaki P. fluorescens ve Salmonella'nin kontrolii i¢in tizerinde ¢alisilan
geleneksel ve yenilik¢i yontemlerden sadece birkagidir. Bu yontemler umut verici olsa
da, kendi iglerinde dezavantajlar1 bulunmakta ve etkinliklerini optimize etmek, gida
kalitesi tizerindeki etkilerini degerlendirmek ve ticari uygulama giivenliklerini saglamak

icin ¢ok daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Alinan tiim 6nlemlere ve kontrol
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yontemlerinin ¢esitliligine karsin, bu mikroorganizmalarla miicadelede hala ¢evre dostu

ve dogal, ekonomik ve etkili yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.2. Bakteriyofajlar
2.2.1. Bakteriyofajlarin Genel Ozellikleri

Bakteriyofajlar, kisaca fajlar, bakterileri spesifik olarak enfekte eden viruslerdir. Tam bir
hiicre yapisina sahip olmayan ve sadece tek bir nikleik asit iceren son derece kicuk
yapilardir. YUksek konakgi spesifiteleri nedeniyle, bazen yalnizca belirli bakterileri ve
hatta ayni tlir i¢indeki baz1 suslari enfekte edebilmektedirler [74]. Bakteriyofajlar, diinya
tizerindeki en yaygin ve ¢esitli tirlerden biri olup ¢6llerden kutuplara kadar ekstrem iklim
sartlarinmn yasandig1 ekosistemlerde varligini siirdiirebilmektedir [75]. Ornegin deniz
suyunun mililitresinde yaklasik 107 virlis bulunmakta, benzer sekilde orman veya tarim
topraklarmin graminda da yaklasik 10° seviyesinde bakteriyofaj varligina rastlanmaktadir
[76,77].

Bakteriyofajlar enfeksiyon dongilerine gore, genel olarak litik veya lizojenik
bakteriyofajlar olarak siniflandirilmaktadir. Litik dongiiniin ilk asamas1 adsorpsiyon olup
bu asamada bakteriyofaj, bakteri hiicresinin yiizeyindeki spesifik reseptorleri tanimakta
ve bunlara baglanmaktadir. Bu baglanmaya tipik olarak bakteriyofajin kuyruk lifleri
tizerindeki protein yapilar1 aracilik etmektedir. Ardindan gelen penetrasyon asamasinda
bakteriyofaj, genellikle tek sarmalli veya ¢ift sarmalli bir DNA olan genetik materyalini
bakteri hiicresine enjekte etmektedir. Bu siire¢ genellikle, bakteriyofajin kuyruk kilifinin
kasilarak viral DNA'y1 bakteri hiicre duvari ve zar1 boyunca ilerletmesini icermektedir.
Daha sonra gelen, replikasyon ve transkripsiyon asamasidir. Bu asamada bakteriyofaj
bakteri hucresinin icine girdikten sonra, bakteriyofaj DNA'st konagin hiicresel
mekanizmasinin kontroliinii ele alir. Viral DNA, bakteriyofaj genomunun birden ¢ok
kopyast iiretilerek gogaltilir. Bakteriyofaj genlerinin transkripsiyonu da meydana gelir ve
bu sure¢ viral proteinlerin senteziyle sonuglanir. Bunu takiben yeni sentezlenen
bakteriyofaj DNA's1 ve proteinleri, olgun bakteriyofaj vironlarini olusturmak igin bir
araya gelir. Viral DNA, bakteriyofajin bas bolgesini olusturan protein kapsidi i¢inde
paketlenir. Diger kuyruk bilesenleri ile birlikte kuyruk lifleri veya sivri uglar da

birlestirilir. Bakteriyofajlarin sayisi arttikga, lisin, holin gibi hidrolazlar hiicre duvarinin
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ana bileseni olan peptidoglikani pargalayarak bu yapiy1 zayiflatir. Litik dong, yeni
olusan olgun bakteriyofajlarin, bakteri hiicresi pargalanirken ¢evredeki ortama
salinmasiyla sonuglanir. Bu bakteriyofajlar, diger duyarli bakteri hiicrelerini enfekte
etmeye ve yeni litik dongiileri baglatmaya devam edebilmektedir [74,75,78,79]. Lizojenik
dongude ise bakteriyofaj, genomunu konakgi bakterinin DNA'sina entegre ederek bir
probakteriyofaj haline gelir. Probakteriyofaj, konagin DNA's1 ile birlikte kopyalanmakta
ve daha sonra belirli kosullar altinda litik dongiiye girebilmektedir. Litik dongiye benzer
sekilde, lizojenik dongi, bakteriyofajin bakteri hiicresinin yiizeyindeki spesifik
reseptorlere baglanmasiyla baslar. Bakteriyofaj, genetik materyalini hiicre duvari ve
zarindan gecerek bakteri hiicresine enjekte eder. Litik dongiiden farkli olarak, lizojenik
dongiide bakteriyofaj DNA's1 bakteri kromozomuna entegre olur. Integraz ad1 verilen bir
enzim bu islemi kolaylastirmaya yardimci olur. Entegre bakteriyofaj DNA's1 artik
probakteriyofaj olarak isimlendirilmektedir. Bir kez entegre edildikten sonra,
probakteriyofaj, normal bakteri hiicre boliinmesi sirasinda bakteri kromozomu ile birlikte
cogalmaktadir. Probakteriyofaj kopyalanir ve bakteri hiicresi boliiniirken yavru hiicrelere
aktarilir. Bu durum, bakteri populasyonunda probakteriyofajin kalitimini saglamaktadir.
Entegre probakteriyofaji iceren bu bakteri hiicresi, lizojeni olarak bilinen bir duruma
girer. Bu durumda, probakteriyofaj uykuda kalir ve aktif olarak yeni bakteriyofaj
pargaciklari tiretmez. Bakteri hiicresi normal biyimesine ve replikasyonuna devam eder
ve probakteriyofaj DNA's1 bakteriyel kromozom iginde stabil bir sekilde korunur. Cesitli
stres faktorlerine maruz kalma gibi belirli kosullar altinda, probakteriyofaj lizojenik
durumdan ¢ikip litik déngiiye girebilir. Bu siirece indiiksiyon denir. Indiiksiyon,
probakteriyofaj DNA'sinin bakteriyel kromozomdan ayrilmasina ve litik dongiiyi
baslatmasina neden olan g¢esitli faktorler tarafindan tetiklenebilir. Probakteriyofaj
lizojenik durumdan ¢iktiktan sonra, viral DNA replike olur ve bakteri hicresi iginde
bakteriyofaj proteinleri sentezlenir. Yeni bakteriyofaj parcaciklariin montaji, litik
dongiiye benzer sekilde gergeklesir. Sonunda, bakteri hiicresi pargalanir ve yeni olusan
bakteriyofaj partikillerini gevreleyen ortama salar. Bu bakteriyofajlar daha sonra diger
bakteri hiicrelerini enfekte etmeye ve litik veya lizojenik bir dongii olusturmaya devam
edebilir. Lizojenik dongu, bakteriyofajin bakteri konakgisi ile uzun bir siire bir arada var
olmasma, DNA'sim1 kopyalayip sonraki nesil bakteri hiicrelerine iletmesine izin
vermektedir [78,79]. Daha detayli bir inceleme yapildiginda ise, bu iki donguiniin de kendi
icinde cesitlendigi ortaya ¢ikmakta ve simiflandirmanin daha farkli kategorilere gore

yapilmas1 gorlisii one ¢ikmaktadir. Bu goriise gore bakteriyofajlar; “litik ve 1limh
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(temperate) olmayan”, “kronik ve ilimli olmayan”, “litik ve iliml1”, ve “kronik ve iliml1”

olmak Uzere dort sinifa ayrilabilmektedir [80].

Bakteriyofaj genom boyutlar1 3,4 kb ile yaklasik 500 kb arasinda degismekte ve her
bakteriyofaj genomu, heniiz tam olarak karakterize edilmemis ¢ok sayida protein ve gen
icermektedir. Bakteriyofajlar, icerdikleri nikleik asit tipine gore cift sarmalli DNA
(dsDNA\) bakteriyofajlari, tek sarmalli DNA (ssDNA) bakteriyofajlari, ¢ift sarmalli RNA
(dsRNA) bakteriyofajlar1 ve tek sarmalli RNA (ssRNA) bakteriyofajlar1 olarak
gruplandirilabilmektedir. Su ana dek karakterize edilmis bakteriyofajlarin ¢ogunun gift
sarmalli DNA’ya sahip olan kuyruklu bakteriyofajlar oldugu belirtilmektedir [74].

Bakteriyofajlarin siniflandirilmasi, konakg1 araligi, boyutu, yapisi ve morfolojisi, niikleik
asit ve genomik benzerlige dayali olarak Uluslararas1 Virlis Taksonomisi Komitesi
(ICTV) tarafindan diizenli olarak giincellenmektdir. ICTV’nin son karari ile resmilesen
bakteriyofaj siniflandirmasindaki en énemli degisiklik, morfolojiye dayali Myoviridae,
Podoviridae ve Siphoviridae ailelerinin ve Caudovirales takiminin kaldirilmasidir. Bu
takim, ikosaedral kapsitlere ve ¢ift sarmalli DNA genomuna sahip tiim kuyruklu
bakteriyel ve arkeal virsleri bir araya getiren Caudoviricetes sinifi ile degistirilmistir.
Ayn1 zamanda, "podovirus", "myovirus" veya "siphovirus" gibi terimlerin, bu ayirt edici
ozellikleri yansitmak igin serbestge kullanilabilecegi; ancak herhangi bir resmi
taksonomik anlami veya 6nemi bulunmayacagi bildirilmistir. Su anda, Caudoviricetes
smifinda dort takima (Crassvirales, Kirjokansivirales, Thumleimavirales ve
Methanobavirales) bolinmiis 14 aile bulunmaktadir. Heniliz familya veya takim
diizeyinde siniflandirilmamig 37 alt familya ve 631 cins ile birlikte toplam 33 ek familya

kurulmus ancak bunlar heniiz bir takima tahsis edilmemistir [81]. Caudoviricetes sinifinin

taksonomik yapis1 asagidaki ¢izelgede 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.1. Caudoviricetes smifinin taksonomik yapisi. Turner vd.’den uyarlanmistir
[81].

Takim Familya Alt-familya Cins Tur
Crevaviridae 2 3 4
Intestiviridae 3 11 18
Crassvirales Suoliviridae 5 16 36
Steigviridae 1 12 15
Anaerodiviridae - 1 1
Methanobavirales  Leisingerviridae - 1 1
Graaviviridae - 2 2
Haloferuviridae - 3 3
Kirjokansivirales Pyrstoviridae - 1 1
Shortaselviridae - 1 1
Druskaviridae - 2 2
Thumleimavirales Hafunaviridae - 4 10
Halomagnusviridae - 1 1
Soleiviridae - 1 1

Tanimlanmamis - 84 690 2156

2.2.2. Faj Terapinin Kisa Tarihi

Bakteriyofajlarin kesfi, 1800°lii yillarin sonlarma dayanmaktadir. Ingiliz bakteriyolog
Ernest Hanbury Hankin, ilk olarak 1896'da Hindistan'daki Ganga ve Yamuna nehirlerinin
sularinda tespit ettigi bir antibakteriyel aktivite bildirmistir. Bu antibakteriyelin
filtrelenebilir ve 1siya duyarli oldugunu da kaydeden Hankin, bu maddenin kolera
etmenini siirladigini saptanmistir. Fakat bu duruma neyin sebep oldugu agiklanamamus,

dolayisiyla Hankin'in bakteriyofaj varligiyla ilgili bulgularinin sonuglari belirsiz kalmigtir
[82-84].

1915'te Ingiliz bakteriyolog Frederick William Twort Londra'daki Brown Enstitusi'nde
Staphylococcus tizerinde ¢alisirken bakteri kiiltiirlerinin yok edildigini fark etmis, ancak
bu duruma herhangi bir gortinlr bakterinin neden olmadigini tespit etmistir. Daha fazla

arastirmanin ardindan Twort, bu eliminasyondan bilinmeyen bir ajanin sorumlu oldugunu
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varsaymis, ayrica bu ajanin bakterileri 61diirme siirecinde kendisini ¢ogalttig1 sonucuna

da varmigtir [83,85].

Bakteriyofaj kavramui ise ilk olarak 1917'de Kanadali-Fransiz bir mikrobiyolog olan Félix
d'Herelle tarafindan tanimlanmistir. D’Herelle, dizanteriye neden olan bakterileri yiiksek
oranda igerdigi bilinen Hindistan'daki Ganj Nehri'nden bir su 6rnegini filtreleyerek ¢igir
acan bir deney yapmustir. Bu filtrelenmis suyu bir petri kabindaki bakteri kiiltiiriine
eklemis ve kisa bir siire sonra kaptaki bakterilerin tamamen yok edildigini, filtrelenmis
su icermeyen kontrol kiiltiirlerinde ise boyle bir durum gozlenmedigini tespit etmistir. Bu
deney, dogada bakteriyofajlarin varligina dair gii¢lii kanitlar saglamigtir. D'Herelle,
bakterileri enfekte etme ve yok etme yeteneklerini vurgulamak igin bu viruslere "bakteri
yiyiciler" anlamina gelen "bakteriyofajlar" adin1 vermistir. Bakteriyofajlarin, "faj terapi*
adin1 verdigi yaklasimla, bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in kullanilabilecegini
de one siirmiistiir. D'Herelle, bakteriyofajlar ve onlarin potansiyel terapotik uygulamalari
hakkinda kapsamli aragtirmalar yiiriitmiistiir. Bu donemde 06zellikle dizanteri (zerine
yaptig1 ¢alismalar dikkat ¢ekici olmustur. D'Herelle'in bakteriyofajlar tzerindeki bu
calismalar1 kabul gormiis ve diger bilim adamlari tarafindan daha fazla arastirma

yapilmasina yol agmistir [83,84,86].

Bu kesiflerin ardindan 1920’ler boyunca faj terapi ¢alismalart biiyiik artis gdstermistir.
Koleradan dizanteriye, bubonik vebadan konjunktivite ve deri enfeksiyonlarina pek ¢ok
hastaligin tedavisi igin bakteriyofaj ¢alismalar yiirtitiilmistiir [87]. Hatta bu donemde ilk
ticari bakteriyofaj triinlerinin tiretimi de baglamis, 6rnegin Brezilya’daki Oswaldo Cruz
Enstitisii’nde  dizanteriye  karsi  kullanmilmak {izere  bakteriyofaj  Uretimleri

gergeklestirilmistir [88].

Bu yogun calismalar, beraberinde faj terapiye yonelik elestirel bir bakis agis1 da
getirmistir. Bu baglamda, 1930’larin basindan itibaren faj terapi denemelerinde kontrol
gruplarinin  eksikligi, bakteriyofajlarin etkinliklerinin diisiik olusu, bakteriyofaj
lizatlarinin safliklarinin yetersiz olmasi gibi elestirilerin yer aldigi ¢ok sayida calisma
yayinlanmistir [87,89,90]. Bunlara karsin hem terapi uygulamalari hem de bakteriyofaj

dogasin1 anlamak iizerine yapilan ¢alismalar devam etmistir. Bu siiregte dikkate deger
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caligmalar yiiriitenlerden biri de Alman-Amerikali bir fizik¢i ve biyolog olan Max
Delbruck'tir. 1937-1939 yillar1 arasinda Delbruck, Salvador Luria ve Alfred Hershey ile
birlikte bakteriyofajlarin viral dogasin1 gosteren deneyler yapmislar ve bu deneyler
sonucunda bakteriyofajlarin, genetik materyallerini bakterilere enjekte ettikten sonra,
konagin hiicresel mekanizmasini kullanarak ¢ogaldiklarin1 ve bakteriyel liziz yaptigim
gostermiglerdir. Buna ek olarak, 1940 yilinda Ruska, ilk kez bir bakteriyofajin elektron

mikroskobu goriintiisiinii almistir [87,91].

1940’larda penisilin basta olmak iizere antibiyotiklerin kesfi ve kullanima baslanmasiyla
birlikte faj terapi tarihinde de 6nemli bir kirilma noktasi yasanmistir. Antibiyotiklerin
tiretiminin kolayligi ve gittik¢e yayginlasmasi ile faj terapiye de daha mesafeyle ve
elestirel yaklagilmaya baslanilmistir. 1970’lere kadar iclerinde beta-laktamlarin,
tetrasiklinlerin, glukopeptitlerin, siilfonamidlerin ve rifampisinlerin de bulundugu 40’1
askin antibakteriyel bilesenin kesfedildigi, tretildigi ve aktif sekilde kullanildigi bir
dénem baglamistir. Bu donemde Bati’nin bakteriyofajlara karsi ilgisi bitse de Dogu
Avrupa ve Sovyetler Birligi’'nde bakteriyofaj aragtirmalari ve kullanimi1 devam etmistir
[87,92]. Bu donemde faj terapi arastirmalarinda basi ¢eken iki kurulus Giircistan’daki
Eliava Bakteriyofaj, Mikrobiyoloji ve Viroloji Enstitisi ve Polonya’daki Hirszfeld
Immiinoloji ve Deneysel Terapi Enstitiisti olmustur. 1977 yilinda Sanger tarafindan ilk
kez bir bakteriyofaj genomu dizilenmistir. 1980°li yillarda Slopek, Smith ve Huggins,
insanlarda ve ¢esitli hayvan modellerinde septisemi ve menenyjit gibi enfeksiyonlara sebep
olan antibiyotik direngli bakterilere kars1 bakteriyofaj terapi kullanimini arastirmistir ve
1990’1 yillarda bakteriyofaj terapinin hayvan modellerinde test edilmesi yeniden
giindeme gelmistir [87,91,93-97].

2000’lerin basinda ise yeni antibiyotik kesiflerinin azalmasi ve antibiyotik direnci
sorununun yiikselisi bir alternatif metot arayisina sebep olmus ve bdylece faj terapi
calismalarindaki artisin da onii agilmistir. 2006 yilinda Listeria monocytogenes’in
biyokontroli amaciyla ilk ticari bakteriyofaj tirtini iretilmis, 2009 yilinda Wright ve
arkadaglan tarafindan ¢oklu ila¢ direncine sahip Pseudomonas aeruginosa’nin sebep
oldugu kronik otitise kars ilk faz I/II kontrollii klinik denemeleri gergeklestirilmistir.

2015 yilinda Phagoburn adi verilen denemeler kapsaminda yanik enfeksiyonundan
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muzdarip hastalarda faj terapi denemeleri gergeklestirilmistir. 2017 yilinda Schooley ve
arkadaglart  Acinetobacter baumannii septisemisine karsi bakteriyofaj terapiyi

kisisellestirmeyi basarmistir [87,98-100].

Tiim bu gelismelerin ardindan, 6zellikle son 10 yilda bakteriyofaj ¢alismalari her alanda
biiyiik ilerleme gdstermistir. Insanlardaki terapétik kullanimin yani sira, patojen ya da
bozulma etmeni bakterilerin problem yarattig1 tiim alanlarda yenilik¢i bir yaklagim olarak
etkinligi arastirilmaya devam etmektedir. Bakteriyofajlarin genetik ve molekiiler yapilari,
konakgilart ile olan etkilesimleri ve ekolojisi daha detayli incelendikge, bakteriyofajlar
izerine yapilan c¢alismalar da gesitlenmistir. Bakteriyofajlarin kendileri oldugu kadar
endolizinlerinin etkileri de hem tek basina hem de antibiyotik ve diger antimikrobiyal
bilesenlerle kombine halde denenmekte ve basarili sonuclar elde edilmektedir.
Bakteriyofajlar gidadan tarim ve hayvanciliga, atik su aritimindan okyanus ekosistemine
kadar pek c¢ok alanda ©nemli bir potansiyel olarak gortulmektedir. Bakterilerle
micadelenin yani sira, onlarin tespiti amaciyla kullanilan biyosensor sistemlerinin
tanimlayici elemani olarak da degerlendirilmektedir. Bakteriyofaj dogasinin gizleri ve
bakteriler ile olan etkilesimleri daha iyi anlasildikca, bakteriyofajlarin ve bakteriyofajlarla
iligkili arastirma konularinin oniimiizdeki yillarda da bilimsel literatiir i¢cin Onemini

koruyacag1 ongdriilmektedir.

2.2.3. Bakteriyofajlarin Gidalarda Kullanimi

Son yillarda Gzellikle antibiyotik direnci gelistiren bakterilerin sayisindaki artis,
arastirmacilar1 antibiyotige alternatif tedavi yontemleri bulmaya yonlendirmis ve 6ne
cikan alternatiflerden biri de faj terapi olmustur. Insanlara uygulanan faj terapinin yan
sira bu triinler ciftliklerde, gida iriinleri ve ekipmanlarinda, veterinerlik gibi farkli
alanlarda da kullanilmaktadir. Bakteriyofajlar, gida giivenligini saglamak amaciyla,
hayvanlarda bulunan mikrobiyal yiikii azaltma, proses esnasinda gidalarin mikrobiyal
yiikiinii kontrol altina alma, gidanin temasta bulundugu yiizeylerin ve ekipmanlarin
sanitasyonu ve son driinlerde depolama siiresince kontaminasyonun engellenmesi gibi
alanlarda siklikla kullanilmaktadir [101]. Bunlara ek olarak, son yillarda bakteriyofajlarin
ve bakteriyofaj litik enzimlerinin gida endiistrisinde sorunlara neden olan biyofilmlerin

kontroliinde kullanimini arastiran ¢alismalarda 6nemli sonuglar elde edilmistir [102,103].

19



Bakteriyofajlarin gida endistrisinde antimikrobiyal etkili biyokontrol ajanlari olarak
kullaniminin, geleneksel antimikrobiyal tiriinler ile dezenfektanlara gore bazi avantajlari
vardir. Bakteriyofajlarin genis konak¢1 skalasina sahip olma, tek bir cinse veya tiire
spesifik olabilme, antibiyotik direnci bulunan bakterilere karsi da etkili olabilme,
insanlar, hayvanlar, bitkiler ve c¢evre icin gilivenli olma, gidalarin organoleptik
Ozelliklerine etki etmeme ve ckipmanlarda asmmmaya/hasara sebep olmama gibi
Ozellikleri bu avantajlar arasinda sayilabilir [104]. Bakteriyofajlar, hem insan viicudunun
hem de tiim taze gidalarin normal mikrobiyotasinin bir pargasidir ve meyve-sebzelerden
et ve siit iiriinlerine kadar ¢esitli gidalarda ytliksek sayilarda dogal olarak bulunmaktadir.
Dolayistyla, s6z konusu bakteriyofajlar oldugunda, antibiyotik tedavisinde goriilen bazi
istenmeyen reaksiyonlar ortaya ¢ikmamaktadir. Tim bunlar g6z Oniinde
bulunduruldugunda, bakteriyofaj temelli biyokontrol metotlari, alternatifleri arasinda en

cevre dostu girisimlerden biri olarak goriilmektedir [105].

2006 yilinda, dogrudan gidada kullanilacak bir bakteriyofaj preparatinin ilk onayi, FDA
(US Food and Drug Administration) tarafindan Listeria monocytogenes'e 0zgi
bakteriyofaj kokteyli ListShield™'e, bir gida katki maddesi olarak verilmistir. Daha sonra
FDA, Listeria'ya spesifik olarak hazirlanan Listex™ iiriiniinii “genellikle guvenli kabul
edilen” (generally recognized as safe, GRAS) olarak siniflandirmustir. ilerleyen yillarda,
bir dizi bakteriyofaj iiriiniine (6rnegin SalmoFresh™ ve PhageGuard S™) daha FDA
tarafindan GRAS onay1 verilmistir [105]. Tiim bu gelismelerin 1s18inda, son donemlerde
piyasaya surilen ticari bakteriyofaj trtinlerinin sayisi hizla artmaya baslamistir. Ticari faj
tirtinleriyle 6ne ¢ikan firmalara 6rnek olarak, gida giivenligini saglamak {izere 6zellikle
Listeria’ya karst kullanilan bakteriyofaj kokteylleri iireten EBI Food Safety
(Wageningen, Hollanda) verilebilir. Biochimpharm (Tiflis, Giircistan) firmasi ise
dispepsi, dizanteri, kolit ve enterokolit gibi enfeksiyonlara kars1 kullanilmak {izere, hem
stvi hem de tablet formda cesitli bakteriyofaj miksleri liretmektedir. Biophage Pharma
Inc. (Montreal, Kanada) bakteriyofajlarin ¢evresel kullanimi ile antibakteriyel direng
sorunlarini ¢ézmeye yonelik caligmalar yiirlitmektedir. Bunlara ek olarak, Omnilytics
(Salt Lake City, Utah) biberde ve domateste zararli bakterileri kontrol altina almak i¢in
bakteriyofaj temelli Grinler Gretmektedir [106]. Ayrica, Giircistan’da, George Eliava

Institute ve Phage Therapy Center, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde ilgili bakteriye
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0zgu bakteriyofajlar ile tedavi gergeklestirmektedir. Yine Eliava tarafindan kurulan
Eliava BioPreparations Ltd. tarafindan ticari bakteriyofaj miksleri tiretilmekte olup diger
tilkelere ihrag¢ edilmektedir. Hali hazirda temin edilebilen ticari bakteriyofaj biyokontrol
trlinlerinin ¢ogu c¢evreden izole edilmis, genetik olarak degistirilmemis dogal
bakteriyofajlar1 igermektedir. Bu preparatlarin ¢ogu, higbir katki maddesi veya koruyucu
madde igermemektedir ve tipik olarak saflastirilmig bakteriyofajlar ile diisiik miktar tuz
igeren su bazli ¢ozeltilerdir. Piyasadaki ¢esitli bakteriyofaj preparatlari ayrica Kosher ve
Helal sertifikali olup organik gidalarda kullanilabilir ozelliktedir [105]. Gidalarin
biyokontrolii amaciyla piyasaya siiriilen bakteriyofaj miksleri, dretildikleri firmalar ve

etkili olduklar1 bakteriler asagidaki ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 2.2. Gida giivenligi uygulamalari i¢in onaylanmis olan bakteriyofaj tirtinleri [105]

Firma Uriin ada Hedef bakteri
FINK TEC GmbH Secure Shield E1 Escherichia coli
(Almanya)
Ecolicide® Escherichia coli O157:H7
Intralytix, Inc. (ABD) EcoShield™ Escherichia coli 0157:H7
ListShield™ Listeria monocytogenes
SalmoFresh™ Salmonella spp.
ShigaShield™ Shigella spp.
Passport  Food  Safety Finalyse® Escherichia coli O157:H7
Solutions (ABD)
Phagelux (Cin) AgriPhage™ Xanthomonas campestris pv.

Vesicatorica, Pseudomonas

syringae pv. Tomato

SalmoPro® Salmonella spp.
Micreos  Food  Safety PhageGuard Listex™ Listeria monocytogenes
(Hollanda) PhageGuard S™ Salmonella spp.

Uygulama alanlar gittik¢e yayginlasan bakteriyofajlarin, daha etkin ve verimli bir sekilde
hayata gecirilebilmesi i¢in 6zelliklerinin iyi bir sekilde ortaya konmasi, siniflandirma ve
karakterizasyonunun yapilmasi biiyiikk 6nem tagimaktadir. Boylece hem faj terapi daha

giivenli bir sekilde uygulanabilmekte hem de 6zelligi iyi bilinen bakteriyofaj karigimlari
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hazirlanip hedef bakteri tiirleri artirilarak bakteriler daha etkili bir sekilde elimine
edilebilmektedir. Bakteriyofajlarin litik aktivitesinin kendi konakgis1 disindaki tiir ve
suslar i¢in de denenerek konake1 6zgiilliikklerinin ortaya konmasi 6nemli bir asama olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Ayni cinse ait bakteriyofajlarin ayni cins i¢inde farkli tiirlere etkili
olabildigi de bilinmektedir. Konakg1 skalasi ortaya konan bakteriyofajlar arasindan elde
edilmek istenen etkiye gore en ¢ok sayida tiire etki edeni ya da sadece hedeflenen tiire
etkili olan se¢ilebilmektedir. Boylece olusturulacak son iiriinlin spesifitesi ve etki alani
belirlenebilmektedir. Konake1 skalasi kadar replikasyon parametrelerinin (gelisme egrisi,
latent donem siiresi, patlama biiyiikligii vb.) belirlenmesi de bakteriyofaj terapinin
etkinligi acisindan onemlidir. Ornegin, faj terapi uygulamalarinda kullanilacak
bakteriyofajlarin latent doneminin kisa olmasi, patlama biiyiikliigiiniin ise yiikksek olmasi
istenmektedir [107]. Benzer sekilde, bakteriyofajlarin gesitli pH ve sicaklik degerlerinde
aktivitelerinin izlenmesi, uygulama yapilacak gida ortamina gore bakteriyofajlarin
secilmesini kolaylagtirmaktadir. Ayrica mikslere sicaklik ve pH direnci en yiiksek olan
bakteriyofajlar dahil edilerek uygulamanin etkinligi artirilabilmektedir. Faj terapi
uygulamalarinda izole edilen bakteriyofajlarin siniflandirilmasi ve karakteristik
ozelliklerinin ayritilt bir sekilde belirlenmesi de onem tasimaktadir. Siniflandirma
asamasinda restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi (restriction fragment length
polymorphism, RFLP) analizi ile bakteriyofajlarin filogenetik agaglarinin olusturulmasi

literatiirde yaygin olarak kullanilan yontemler arasindadir [108-110].

Bakteriyofajlarin giivenli olusu yapilan ¢aligsmalarla ortaya konmus ve hayvan/insanlarda
tedavi amaciyla kullanimi yayginlagmis olsa da bazi bakteriyofajlarin bakteriyel viriilense
onemli katkida bulunduklar1 veya transdiiksiyon yoluyla gergeklesen yatay gen
transferlerinde vektor 6zelligi gosterdikleri de bilinmektedir. Bir dizi insan patojeni i¢in
virtillens faktorleri; plazmidler, bakteriyofajlar, konjugatif transpozonlar, bltunleyici ve
konjugatif elementler ve patojenisite adalart gibi mobil ve biitlinlestirici genetik
elemanlar tizerinde kodlanmaktadir. Tarihsel olarak, bakteriyofajlar, patojen bakterilerin
ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir rol oynadig: bilinen, en ¢ok calisilmis ve en iyi bilinen
elemanlardandir [111]. Zamanla, bir dizi toksin geninin de bakteriyofajlar tarafindan
kodlandig1 kesfedilmistir ve buna gore bakteriyel patojenitede bakteriyofajlarin roli,
toksin genlerinin bakteri suslar1 arasinda yayilmasina yol agmaktir. Bununla birlikte,

toksin genlerinin bakteriyofajlar tarafindan kodlanan gesitli viriilens faktorlerinin
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yalmzca bir alt kiimesi oldugu gittikce daha acik bir hale gelmistir. Ornegin, bazi
bakteriyofajlar, bakteriyofaj tarafindan kodlanmayan viriilens genlerinin ekspresyonunu
arttiran diizenleyici faktorleri sifrelerken, digerleri, viriilensle ilgili bakteriyel bilesenleri
degistiren enzimleri kodlamaktadir. Dahasi, bakteriyofajlar, bakteriyel virtilense
dogrudan katkida bulunmalarini saglayan o6zelliklere de sahip olabilmektedir [112].
Virilens faktorlerini kodlayan bakteriyofajlar, bakteriyel konakgilari, bakteriyofaj
lizojenik doniisiimii olarak bilinen bir siirecte, patojenik olmayan bir sustan patojenik bir
susa veya artmis viriilense sahip bir susa doniistiirebilmektedirler. Bu viriilens faktorleri,
Podoviridae, Siphoviridae, Myoviridae ve Inoviridae ailelerinin Uyesi olan bir dizi
morfolojik ¢esitlilikte bakteriyofaj {izerinde bulunmaktadir [113]. Tim bu nedenlerden
dolayi, terapi amaciyla ya da gida gibi alanlarda kullanilmasi planlanan bakteriyofajlarin,

bu toksinleri kodlayan genleri icerip icermediginin kontrol edilmesi gerekmektedir.

Bakteriyofajlarin gida endiistrisinde kullanimi birgok c¢alismada arastirilmis  ve
bakteriyofaj etkinligi gosterilmis olsa da bakteriyofajlarin gida tiriinlerinde kullanimina
iliskin bazi zorluklar bulunmaktadir. Her gida sistemi farkli bilesimlere sahip olmakla
birlikte; pH, iyonik bilesim, yag, karbonhidrat, protein kompozisyonlar: ile Uretim,
isleme, depolama ve tiikketime kadar gecen siirede sicaklik profilleri degisiklikler
gostermektedir. Gida iriinlerinin bu kompleks ve stabil olmayan yapilart faj terapi
uygulamalarinda zorluklara yol agmaktadir. Gidalardaki bakteriyofaj caligmalarinda
model olarak secilen gidanin tipi, kimyasal kompozisyonu ve fiziksel 6zellikleri biiyiik
onem tagimaktadir [114]. Ornegin, Staphylococcus aureus ve bakteriyofaj K ile yapilan
bir ¢alismada, bakteriyofaj K'nin ineklerde goriilen mastitis hastaliginin 6nlenmesi igin
kullanim1 ve peynir alt1 suyu proteinlerinin bakteriyofaj-patojen bakteri interaksiyonunu
inhibe etme {izerine olan etkisi arastirilmistir. Caligma sonucunda peynir alti suyu
proteinlerinin bakteri ylizeyine baglanmasi ile birlikte bakteriyofajin bakteriye adsorbe
olmasimi engelledigi ve dolayisiyla bakteri lizizinin ger¢eklesmedigi bildirilmistir [115].
Gida matrisi ile bakteriyofaj stabilitesi arasindaki iliskinin ag¢iklanmasina iliskin
literatiirde yapilan ¢aligmalarda genellikle siit ve siit iiriinlerinin kullanim1 yaygindir
[116,117]. Listeria A511 bakteriyofaji ile yapilan ¢alismada, siit yag globiilleri igerisinde
bakteriyofaj stabilitesi arastirilmistir. Calismada siit yag, kazein ve peynir alt1 suyu olarak
ti¢ farkli fraksiyona ayrilmis ve bu fraksiyonlara bakteriyofaj eklenerek farkli siirelerde

bakteriyofaj aktivitesine bakilmistir. Cig siitlin, yag fraksiyonunun ve peynir alti suyu
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fraksiyolarmin bakteriyofaj titresini sirasiyla 2,4, 2,6 ve 2,1 log birim disiirdigii
bildirilmistir. Kazein fraksiyonunun ise bakteriyofaj titresinde 0,8 log birimlik diisiise
neden oldugu belirtilmistir [116]. Bu nedenle bakteriyofajlarin gida uygulamalarinda
siirecin en Oonemli kismini, izolasyon ve karakterizasyon asamalarindan sonraki gida
etkilesimi ¢alismalar1 olusturmaktadir. En etkili ve bakteriyofaj terapiye uygun
bakteriyofajlar izole edilse de, laboratuvar ortaminda elde edilen basari, kompleks
matrisinden Otiiri her zaman gida uygulamasina da tasinamayabilmektedir. Bu nedenle
bakteriyofajlarin gida bilesenleriyle iliskisi ve etkilesimi, bu bilesenlerin bakteriyofajlar
uzerindeki olumlu/olumsuz etkileri ile bakteriyofajlarin gidanin mikrobiyotasinda
bulunan diger mikroorganizma gruplart ile fiziksel ve kimyasal yapisina etkisinin

arastirilmasi da kritik 6nem arz etmektedir.

2.3. Sut ve Sut Urinlerinde Pseudomonas fluorescens ve Salmonella spp.
Bakteriyofajlarmin Kullanimi

2.3.1. Salmonella spp. Bakteriyofajlari

Literatirdeki Salmonella'ya 6zgl bakteriyofajlarin ¢ogunlugunun S. Typhimurium
bakteriyofaji oldugu, hemen ardindan da S. Enteritidis bakteriyofajlarinin geldigi
belirtilmistir. Ayrica bu bakteriyofajlarin genellikle siphovirus, miyovirus ve podovirus

gruplarina ait oldugu tespit edilmistir.

Yapilan bir ¢calismada, ¢ig siit orneginden izole edilen ZCSE6 bakteriyofaji molekiiler ve
kimyasal olarak karakterize edilmistir. Bu bakteriyofajin infeksiyon ¢oklugu
(Multiplicity of infection, MOI) degeri 1 olacak sekilde, 37°C'de 3 saatlik inkiibasyonun
ardindan bakteri miktarinda 1000 kat diisiise sebep olarak siitte Salmonella gelisimini
onemli dlglide azalttigi bildirilmistir [118]. Bir baska ¢alismada bakteriyofaj LPSentl'in
siit orneklerine 100 veya 1000 MOI degerinde uygulanmasi sonucu, 4°C veya 25°C'de
Salmonella Enteritidis sayisinda 6nemli bir diisiis oldugu gosterilmistir [119]. Benzer
sekilde, cikolatali siitte bakteriyofaj muamelesi sonrasi 8°C'de 24 saat depolamayi takiben
Salmonella seviyelerinin tespit edilemez diizeye indigi belirtilmistir. Gidalara
bakteriyofaj uygulamasi yapilip 15°C'de saklandiginda ise, ¢ikolatali siit icin Salmonella
sayilarinin 24-48 saat icinde tespit edilemeyecek seviyelere diistiigii, ancak 5 giin sonra

yeniden bakteri ¢ogalmasi goriildiigii raporlanmistir [120]. Yaglh ve yagsiz siitle yapilan
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bir ¢alismada, tek bir lizojenik bakteriyofaj uygulandiktan ve 4°C'de depolama
yapildiktan sonra, Salmonella seviyelerinin tespit sinirinin altina diistiigii belirtilmistir
[121]. Benzer sekilde, bakteriyofaj kokteyli uygulamasinin, tavuk gogsii ve siitte 3,0-l0g
birimlik Salmonella inokiilasyonunu takiben, bakteri sayisini saptanabilir sinirlarin altina
diisirdiigii bildirilmistir [122]. Sutteki bakteriyofajin inhibitor etkisi, erken depolama
doneminde fark edilebilir bulunmus ve 4 saat ve 3. giinde 3 log'dan fazla azalma
gostermistir [123]. Bakteriyofaj uygulanmis ¢ig ve pastorize siit kullanilarak yapilan
peynirlerde Salmonella seviyeleri 1-2 log azalirken, bakteriyofajsiz siitten yapilan
peynirde Salmonella sayisinin ~1 log arttigi belirtilmistir [124]. Salmonella
bakteriyofajlarinin kiimes hayvanlar1 ve yumurta, sebze-meyve ile et temelli gesitli gida
gruplarinda uygulamalar1 bulunsa da, siit ve siit tiriinlerine dair ¢aligmalarin daha kisith

oldugu goriilmektedir.

2.3.2. Pseudomonas fluorescens Bakteriyofajlari

2018 yili itibariyle tam genomik sekansi ¢ikarilarak NCBI GenBank veritabaninda
yayinlanmis yaklasik 239 Pseudomonas bakteriyofaji bulundugu, bunlarin sadece
26'smin P. fluorescens' i enfekte ettigi bildirilmistir [125]. Cig siitlerde, pastorize ve UHT
stitlerde bozulma etmeni olan P. fluorescens yaninda Pseudomonas fragi (P. fragi) ile
Pseudomonas putida (P. putida) da yer almaktadir [17,21]. Yapilan arastirmalar
sonucunda gen bankasinda bazilart kismi dizi analizi yapilmig alti adet P. putida
bakteriyofaji bulundugu saptanmistir [126-129] P. fragi’ ye etkili herhangi bir
bakteriyofajin dizi analizi yapilarak gen bankasina dahil edilmedigi goriilmiistiir, ancak
1973 yilinda bu tiire etkili bir bakteriyofajin izole edildigi bilgisine ulagilmistir [130]. Pf
10 olarak adlandirilmis bakteriyofajin, homolog konakgisinin P. floreseins olmasina
karsin iki farkli P. putida susuna etkili oldugu gosterilmistir. Bagka bir arastirmada ise P.
putida ve P. floreseins bakteriyofajlart incelenmistir [131].

Literatlrde, gidalarin bozulmas ve kalite kayiplarindan sorumlu olan P. fluorescens’ in
ve olusturdugu biyofilmlerin eliminasyonu amaciyla bakteriyofaj izolasyonu ve
karakterizasyonuna yonelik ¢alismalar [27,108-110,125,132,133] bulunmaktadir. Ancak
hem bu ¢aligmalarin kapsami hem de izolasyonu ile tanimlama ve karakterizasyonu

tamamlanan bakteriyofajlarin sayis1 sinirlidir. Bu ¢alismalarda izolasyonun ardindan bazi
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karakterizasyon  asamalar1  gergeklestirilmis  olsa  da,  Ozellikle  genetik
karakterizasyonlarin eksik oldugu goriilmektedir. Ayrica bu bakteriyofajlarin ¢ig ya da
pastdrize siitte s6z konusu bakterilerin biyokontrolii amaciyla kullanilmasina yonelik
ayrintili ¢alismalar da bulunmamaktadir. Bakteriyofajlarin etkinliginin ve bakteri
eliminasyon kapasitesinin siit matrisi i¢inde test edilmesi ve gercek 6rnek denemelerinin
yapilmasi ileri uygulamalara gecilebilmesi agisindan elzemdir. Hu ve arkadaslarinin
calismasinda, ¢esitli Pseudomonas tirlerine etkili bakteriyofajlarin izolasyonu ve kismi
karakterizasyonu ile bunlarin siitteki etkinligi iizerine denemeler yapilmistir [27]. Fakat
bu calismada tiriinlerdeki bozulma ve raf dmrii kaybinin baslica nedenlerinden olan P.
fluorescens’e  etkili  bakteriyofajlar izole edilmemistir. Izole edilen diger
bakteriyofajlarinsa replikasyon parametreleri belirlenmemis, genetik herhangi bir
karakterizasyona gidilmemistir. Faj terapinin etkin bir sekilde kullanilabilmesi i¢in
bakteriyofajlarin latent donem, patlama biyiikliigii gibi 6zelliklerinin belirlenmesi 6nem
tasimaktadir. Kokteyllere dahil edilecek bakteriyofajlarin bu parametrelere gore segilmesi
durumunda uygulamanin etkinligi de artmaktadir. Ayrica gida iriinlerinde kullanilmasi
planlanan bakteriyofajlarin genetik yapisinin taninmasi da 6nem arz etmektedir. Buna ek
olarak izole edilen, tanimlanan ve GenBank veritabanina kaydedilen P. fluorescens
bakteriyofajlarinin sayisinin da digerlerine oranla kisith oldugu goriilmektedir. Diger
bozulma etmeni ve patojenlere kiyasla, bu grupla ilgili ¢alismalarin hem igerik ve kapsam
acisindan zayif hem de say1 agisindan azinlikta olmasi, bu alanda daha ileri ¢calismalar

yiriitiilmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir.

Siit, zengin besinsel icerigiyle genis bir tiiketim alani olan, halk saglig i¢in kritik 6nemde
bir gidadir. igerdigi gesitli besin 6geleri, siitii aym zamanda mikrobiyal gelisime ¢ok
elverisli bir gida haline getirmektedir. Bu mikroorganizmalarin bir kismi siitte
bozulmalara yol agarak raf omrii kisalmasi ve iirlinlerde istenmeyen koku/tat/doku
olusumu gibi sorunlara neden olabilmektedir. Bir kismi ise direkt ya da dolayli yoldan
tilketim ile gida kaynakli hastaliklara sebep olarak halk sagligi agisindan ve de ekonomik
acidan ciddi problemlere yol agabilmektedir. Bir bozulma etmeni olan P. fluorescens ve
gida kaynakli bir patojen olan Salmonella spp. siitte sorun yaratan bu mikroorganizmalar
arasinda one c¢ikmaktadir. Siitte bu bakterilerin kontrolii i¢in yeni, doga dostu, etkili,
ekonomik ve biitlinciil yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Mevcut tez ¢alismasinin ¢ikis

noktast bu ihtiyag olmustur. Son yillarda bakterilerle miicadelede One ¢ikan
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alternatiflerden biri olan faj terapinin daha etkin bir sekilde kullanilabilmesi i¢in yerel sus
ve fajlarin izolasyonu, kapsamli karakterizasyonu ve gercek gida ortamlarinda etkinlik
denemelerinin yiiriitiilmesi gerekmektedir. Bu tez calismasi kapsaminda, siit ve siit
urtnlerinde problemlere neden olan iki temel bakteri grubuyla micadelede kullanilmak
tizere bakteriyofajlarin izolasyonu ve kapsamli karakterizasyonu ile gida uygulamasina
hazir hale getirilmesi, bu yolla tilkemize has yerel ve taniml1 izolatlardan bir kiitiiphane
olusturulmasi, tanimlanan bu fajlardan hazirlanan bakteriyofaj kokteyllerinin farkli
Ozellik ve igerikteki siitlerde etkinliginin denenmesi ve bakteriyofajlarin siitiin ¢esitli

mikrobiyolojik, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine etkisi arastirilmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasallar ve Besiyerleri

Tez kapsaminda kullanilan bakterilerin yeni stoklarinin hazirlanmasinda kullanilan
Tyriptic Soy Broth, bakteriyofajlarin izolasyonu, titrelerinin yiikseltilmesinde ve konakg1
skalalarmin belirlenmesinde kullanilan Tyriptic Soy Broth, Tyriptic Soy Yumusak Agar
(% 0,6 agar) ve Tyriptic Soy Agar (% 1,5 agar), Salmonella suslarinin saflastiriimasi ve
saymminda kullanilan Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) agar, Pseudomonas suslarinin
saflastirilmas1 ve sayiminda kullanilan King’s Agar B, ¢ig siit denemelerinde toplam
mezofilik aerobik bakteri (TMAB) sayiminda kullanilan Plate Count Agar (PCA), laktik
asit bakterileri (LAB) sayiminda kullanilan De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar ve
Enterobacteriaceae sayiminda kullanilan Violet Red Bile Glucose (VRBG) agar
Merck’ten (Merck Millipore Corporation, Darmstadt, Almanya) temin edilmistir. SM
tamponu igeriginde yer alan NaCl, MgSQO4.7H>20, Tris-Cl ve jelatin Sigma-Aldrich’ten
(St. Louis, MO, ABD) temin edilmistir. Bakteriyofajlarin konsantrasyonu asamasinda
kullanilan PEG8000 ve kloroform Merck’ten temin edilmistir. Bakteriyofajlarin DNA
izolasyonu ve RFLP analizleri igin kullanilan DNaz, RNaz ve tiim kesim enzimleri ile

markerlar Thermo’dan (Thermo Fisher Scientific, Cleveland, OH, ABD) temin edilmistir.

3.2. Bakteriler ve Bakteriyofajlar

Tez calismasinin Salmonella spp. ile yiiriitiilen kisimlarinda “Gida Kaynakli Patojen
Bakterilerin Biyokontrollinde Bakteriyofaj Terapi Ve Fitoterapinin Birlikte Kullanimi1”
baslikli yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda izole edilen bakteriyofajlar kullanilmistir
[134]. Calismalarda kullanilan bakteriyofajlarla ilgili bilgiler Cizelge 3.1’de verilmistir.
Salmonella bakteriyofajlarinin izolasyonu ve konakgi skalasi incelenirken, Kkultur
koleksiyonumuzda bulunan Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis
ATCC BAA-1045 (S. Enteritidis), Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium IC (S. Typhimurium IC), Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium ATCC BAA-190 (S. Typhimurium), Salmonella sp. enterica st. Anatum,
Salmonella sp. choleraesuis 08 LAL, Escherichia coli, Escherichia coli K12,

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus italicus, Escherichia coli
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tp, Escherichia coli 0157:H7, Micrococcus luteus, Streptococcus pyogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes ve Enterococcus faecium suslari
kullamilmistir.  Pseudomonas  fluorescens bakteriyofajlarinin  konakg1  skalasi
denemelerinde kullanilan Streptococcus thermophilus 231S, Lactobacillus delbrueckii
subsp.bulgaricus 231L, Lactobacillus brevis ve Lactobacillus plantarum daha 6nce izole

edilmis ve farkli ¢alismalarda kullanilmis olan suslardir [135,136].

Cizelge 3.1. Salmonella spp. ile yiiriitilen ¢alismalar kapsaminda kullanilan
bakteriyofajlar ve konakgilari

Bakteriyofaj adi Konakge1 bakteri
SK-E1 S. Enteritidis
SK-E2 S. Enteritidis
SK-E3 S. Enteritidis
SK-T1 S. Typhimurium
SK-T2 S. Typhimurium
SK-Til S. Typhimurium IC

3.3. Bakteri izolasyonu ve Tanimlamasi

Tez ¢alismas1 kapsaminda ¢ig siit ve pastorize siit ile siit fabrikasit ortamindan alinan
ornekler izolasyon kaynagi olarak kullanilmistir. Sivi Orneklerden 10’ar ml, 90 ml
fizyolojik tuzlu suya (FTS, % 0,85 NaCl) eklenerek seri diliisyonlar1 yapilmstir.
Seyreltilmis numunelerden King’s B agara ylizeye yayma yontemiyle ekim yapilmis ve
petriler 30°C'de yaklasik 48 saat inkiibe edilmistir. 360 nm'de UV 15181 altinda floresan
gosteren farkli koloniler seg¢ilmistir. P. fluorescens, P. putida ve P. fragi’ nin
dogrulanmasi i¢in dncelikle kiiltiirel inceleme, daha sonra ise MALDI-TOF ile tanimlama
yapilmistir [137]. Bu tanimlama islemi hizmet alimi seklinde gerceklestirilmistir.
Dogrulama asamalarinda referans sus olarak Pseudomonas fluorescens Migula (ATCC®
13525™) Pseudomonas putida Migula (ATCC® 47054™) ve Pseudomonas fragi
(ATCC® 4973™) kullanilmistir. Kiiltiirel dogrulama agamasinda koloni morfolojisi,
pigmentasyon gibi parametreler dikkate alinmistir. Boylece bakteriyofaj izolasyonuna
baglanmadan Once molekiiler tanimlamasi yapilmis bir bir kiiltlr koleksiyonu

olusturulmustur.
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3.4. Bakteriyofaj izolasyonu ve Karakterizasyonu
3.4.1. Pseudomonas fluorescens Bakteriyofajlarinin izolasyonu ve Saflastirmasi

P. fluorescens kompleks suslariin bakteriyofajlarinin izolasyonu i¢in ¢ig siit ile siit
fabrika ortam ve atiklarindan alinan 6rnekler (AOC Siit Fabrikasi) kullanilmistir. Cig
slitten bakteriyofaj izolasyonu yapilirken, ¢ig siit 6rneklerinin hazirlanmasi agamasinda,
siitler tliplere dagitilmis ve siit yagiin ayrimi i¢in 10.000 rpm ve 4°C’ de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Yag ayrildiktan sonra, kazeinin ¢dkmesi amaciyla ¢ig siite % 10’luk
laktik asit ¢ozeltisi eklenip yaklasik 15 dakika beklenmis ve daha sonra sirastyla kaba
filtre kagidindan ve 0,45 pm por c¢apl steril siringa filtreden gecirilerek bakteri ve

artiklarindan arindirilmistir.

Bakteriyofajlarin izolasyonu i¢in 200 mL 6rnek, 200 mL ¢ift kuvvet TSB’ye eklenmis ve
logaritmik fazdaki ilgili konakg¢1 bakterinin 4 mL'si ile inokiile edilmistir. Bu karigim 24
saat boyunca 150 rpm’de ve 30°C’de inkiibe edilmis ve daha sonra santrifiij edilmistir
(10 dakika, 10.000 xg, 4°C). Berrak stpernatant kloroform ile muamele edildikten sonra
bakteriyofaj lizati spot test ile bakteriler iizerinde denenmistir. Bunun i¢in ¢ift tabaka agar
yontemi kullanilmis olup, yumusak agara bakteri eklendikten sonra daha 6nceden
dokiilmiis olan agar {izerine bu karisim homojen bir sekilde yayilmis, yumusak agarin
kurumasinin ardindan bakteriyofaj lizatindan agar iizerinde belirli bolgelere damlatma
yapilmugtir. Daha sonra petriler, 30°C’de 12-24 saat siireyle inkiibe edilmis ve inkiibasyon
sonrasinda bakteriyofaj plaklari kontrol edilmistir [108]. Varligi saptanan
bakteriyofajlara, ilk asama saflagtirmast i¢in tek plak izolasyonu yapilmistir. Bakteriyofaj
siispansiyonlarinin FTS ya da sivi besiyerinde diliisyonlar1 hazirlandiktan sonra,
bakteriyofajin her bir diliisyonundan 100’er pL ve bakteriyofajin logaritmik fazdaki
konakgi kiiltiiriinden 150 pL alinarak, onceden eritilmis 3 mL yumusak agara eklendikten
sonra agar iizerine dokiilmiistiir. Inkiibasyonun tamamlanmasini takiben tek tek diisen
plaklardan bir tanesi steril enjektdr ucuyla alinip steril bir tiip igerisine aktarilmistir. Daha
sonra lizerine 100 pL besiyeri eklenip karistirllmis ve ardindan oda sicakliginda
beklenerek bakteriyofajlarin besiyerine gegmesi saglanmistir. Daha sonra 10 uL aktif
konakg kiiltiir bu tiip i¢ine eklenmis ve adsorpsiyonun gerceklesmesinden sonra lizerine

steril besiyeri ilave edilerek inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda ortamdaki
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hiicre artiklar1 santrifiij islemi ile uzaklastirilmistir. Elde edilen siipernatant, 0,22 um
porlu filtrelerden gegirilerek steril bakteriyofaj filtrati olarak kullanilmis ve bu islem iki

ya da ti¢ kez tekrarlanmigtir [138].

3.4.2. Zenginlestirme, Titre Belirleme ve Konsantrasyon

Izole edilen bakteriyofajlarin zenginlestirilmesi igin bakteriyofaj ve aktif konakg1 bakteri
kiiltiirii s1iv1 ortamda istenilen titreye ulasincaya kadar pasajlar yaparak karsilagtirilmistir.
Bu amagla her pasajda 10 pL bakteriyofaj ile artan miktarda konakgi bakteri
karsilastirilmis ve bakteriyofaj-bakteri adsorpsiyonunun saglanmasi amaciyla bir siire
beklendikten sonra karistmin hacmi steril sivi besiyeri ile 1 mL’ye tamamlanmastir.
Bakteriyofaj-bakteri karigimlart 30°C ve 37°C’de 12-24 saat sureyle inkibasyona
birakilarak bakteriyofaj aktivitesi gozlenmis ve bakteriyofaj istenen titreye ulasana dek,
bakteri miktar1 bir 6nceki pasaja goére artirilarak zenginlestirmeye devam edilmistir.
Zenginlestirilen bakteriyofajlarin titresi belirlenirken, c¢ift tabaka agar yoOntemi
kullanilmistir. Bu amagla, son pasaja ait bakteriyofajin uygun diliisyonlar1 hazirlanmistir.
Logaritmik fazdaki bakteriden 150 uL, 3 mL yumusak agar ile karistirildiktan sonra agar
lizerine yayilmistir. Agarin katilastikran sonra bakteriyofaj diliisyonlarindan petride
belirlenmis bolgelere 10’ar uL damlatildiktan sonra 30 ve 37°C’de 12-24 saat inkiibasyon
yapilmis ve ardindan bakteriyofaj plaklari sayilmistir [138].

Bakteriyofajlar, sonraki analizlerde kullanilmak {izere hazirlanirken PEG8000
kullanilarak konsantre edilmistir. Bu amagla bakteriyofaj drnegine bakteriyel genomik
materyali uzaklastirmak icin son konsantrasyonlar1 1 pg/mL olacak sekilde DNaz ve
RNaz eklenmistir. 37°C’de 1-2 saat inkiibasyonun ardindan ortama son konsantrasyonu
1 M olacak sekilde NaCl eklenerek 1 saat buzlu su igerisinde bekletilmistir. Ardindan
18.000 xg ve 4°C’de 15 dakika santrifiijlenerek siipernatanta son konsantrasyonu % 10
olacak sekilde PEG 8000 eklenmis, ¢ozinmesini takiben bir gece buzlu su iginde
bekletilmistir. 4°C’de 15 dakika boyunca 18.000 xg’lik santrifiij islemi uygulanmis ve
pelet, 700 uL bakteriyofaj tamponu (SM tamponu: 100 mM NacCl, 10 mM MgS0s.7H-0,
50 mM Tris-Cl pH 7,5, % 0,01 jelatin (a/h)) icerisinde ¢oziilmiistiir. Uzerine esit hacimde
kloroform eklenerek, 4°C’de 9.000 xg hizla 15 dakika santrifiij edilerek (st faz alinmistir
[139].
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3.4.3. Konakg1 Skalasinin ve Plak Etkinliginin Belirlenmesi

Zenginlestirme ve titre belirleme asamalar1 tamamlanan bakteriyofajlar, farkl tiirde ve
susta bakteriler ile karsilastirllmig ve bu bakteriler {lizerinde etkileri spot test ile
arastirtlmistir [140]. Bu amagla; 3 mL yumusak agara 300 pL bakteri eklenmis ve agar
istiine yayillmistir. Agarm kurumasimi takiben, agar {izerinde ilgili bolgelere
bakteriyofajlardan damlatilmistir. Petriler 30 ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyonu takiben damlatma yapilan bélgelerdeki liziz olusumu
gbzlenmistir. Yeni izole edilmis bakteriyofajlar ilk 6nce spot testinde liziz bolgelerine
gore ve plak morfolojisi agisindan taranmaktadir. Cogu bakteriyofaj icin berrak plaklar
litik bakteriyofajin bir gostergesi olarak kabul edilirken bulanik plaklar (6zellikle
merkezlerinde  bulanik  olanlar)  lizojenik  bakteriyofaj  ihtimali  olarak
degerlendirilmektedir. Tez kapsaminda ilk asamada spot test ile bakteriyofaj plaklari
incelenmis ve berrak/bulanik olma durumlarina gore smiflandirilmistir [141].
Bakteriyofajin test edilen susta verdigi titrenin homolog konak¢isinda verdigi titreye

boliinmesiyle bakteriyofajlarin plak etkinligi (efficiency of plating, EOP) hesaplanmaistir.

3.4.4. RFLP Analizleri

Bakteriyofaj DNA’lar1i, GeneJET Viral DNA and RNA Prufication Kit (Thermo Fisher
Scientific, Cleveland, OH, ABD) kullanilarak izole edilmistir. DNA izolasyonuna
gecilmeden once, bakteriyofaj siipernatantlari igerisine son derisimleri 1 pg/mL olacak
sekilde DNaz ve RNaz eklenmis ve 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Boylece konake1
bakteriye ait DNA ve RNA molekiillerinin par¢alanmasi saglanmustir. Inkiibasyondan
sonra DNA izolasyon kiti kullanilarak DNA izolasyonu asamasina gecilmistir. izole
edilen DNA’larin saflik ve konsantrasyon kontrolleri ile kesime alinacak DNA’larin
miktarinin belirlenmesi amaciyla yatay elektroforezde yiiriitiilmiistiir. Jel goriintiileri,
BioRad marka Gel DocTM XR+ (Biorad, Hercules, CA, ABD) model jel gorintileme

sistemi kullanilarak elde edilmistir.

DNA izolasyonunu takiben, son hacim 20 pL olacak sekilde kesim karigimlar

hazirlanmistir. P. fluorescens bakteriyofajlariyla yapilan ¢alismalarda EcoRI, EcoRV,
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Hindlll, Kpnl, Xbal ve Xhol restriksiyon enzimleri kullanilmigtir. Salmonella
bakteriyofaj DNA’lar1 ise ECORI, EcoRV, BamHI, Hindlll, Pstl ve Hpal enzimleri ile
kesilmistir [142-145]. Kesimler, enzimlerin treticisi olan firmanin (Thermo Scientific,
Fast Digest Mix ve klasik) talimatlarina uygun sekilde gergeklestirilmistir. Kesim
karigimlart hizli kesim enzimleri ile 37°C’de 30 dk, klasik enzimlerle 37°C’de 3 saat
siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda kesim karisim1 TAE (40 mM Tris, 20
mM asetik asit, ] mM EDTA pH 8) tamponu i¢inde hazirlanan % 0,8’lik agaroz jelde 60
V ile yiritilmiistiir. Jel goriintiileri, BioRad marka Gel Doc™ XR+ model jel
goriintiileme sistemi kullanilarak elde edilmistir. DNA marker olarak, Lambda (E. coli

Lambda bakteriyofaji) EcoRI/HindIIl Marker kullanilmistir.

Cizelge 3.2. RFLP analizlerinde kullanilan kesim karigiminin igerigi

Bilesen Miktar
Steril deiyonize su Degisken
Kesim tamponu 2 UL
DNA 6rnegi Degisken
Restriksiyon enzimi 1L
Toplam hacim 20 pL

Bakteriyofaj genom biiyiikliiklerini belirlemek ve filogramlar olusturmak i¢in GelJ v.2.0
yazilimi (GelJ, San Diego, CA, ABD) kullanilmistir. Dendrogramlar Dice katsayis1 1
olacak sekilde gergeklestirilmis ve kiimeleme i¢in aritmetik ortalamali agirliksiz ¢ift grup

yontemi (UPGMA) kullanilmistir [146].

3.4.5. Morfolojik Karakterizasyon

Bakteriyofajlarin morfolojik karakterizasyonu, TEM analizi ile gergeklestirilmistir. Bu
amagla konsantrasyon iglemini takiben bakteriyofaj partikilleri 25.000 xg’de 1,5 saat
stireyle gergeklestirilen santrifiij sonucunda ¢oktiiriilmiistiir. Daha sonra karbon formvar
gridler Gzerinde % 2’lik uranil asetat ile boyanan bakteriyofajlar, FEI Tecnai G2 F20 S-
Twin (80 kV) ve FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin CTEM (120 kV) cihazlar1 kullanilarak

goriintiilenmistir.
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3.4.6. Genom Analizi

Genom analizinden 6nce, P. fluorescens bakteriyofaj DNA’lari, GeneJET Viral DNA and
RNA Prufication Kit (Thermo Fisher Scientific, Cleveland, OH, ABD) kullanilarak izole
edilmistir. RFLP profilleri birbirinden farkli, litik aktivitesi yiiksek U¢ bakteriyofajin
genomik materyali saflik ve miktar tayinleri yapildiktan sonra BM Labosis (BMLabosis
BM Lab. Sist. Ltd. Sti., Ankara, Turkiye) firmasina gonderilmis ve tiim sekans analizleri
yaptirilmistir. Sekanslama islemi, Illumina NovaSeq 6000 platformu kullanilarak
yapilmistir. Bakteriyofajlarin dizi analizi sonrasi ham datalarinin islenmesi, yani
biyoinformatik analizler yine BM Labosis tarafindan gergeklestirilmistir. P22.1 (P.
tolaasii ile izole edilen) ve L23.2 (P. fluorescens ile izole edilen) bakteriyofajlarina ait
datalar, referans bakteriyofaj genom dizilimleri (NCBI GenBank’ta bulunan) ile
BWA 0.7.17 yazilim1 kullanilarak iglenmistir. NCBI GenBank’ta yapilan arastirmalar
sonucunda konakgis1 Pseudomonas libanensis olan L12.3 bakteriyofaji igin referans bir
bakteriyofaj dizilimi bulunmadigi igin bu bakteriyofaj genomundan elde edilen data icgin
SPAdes v3.15.5 yazilimi kullanilarak de novo analiz yapilmistir.  Biyoinformatik
analizler sonucunda teslim edilen baz dizilimleri, Geneious Prime yazilimi kullanilarak
islenmistir. Oncelikle NCBI sayfasina gitmeden bu yazilim ile nBLAST programi
kullanilarak ilgili bakteriyofaj genomunun hangi dizilimler ile Ortiistigi
goriintiilenmistir. Ayrica her bir bakteriyofaj genomunun muhtemel ac¢ik okuma

cergevelerinin tespiti yapilmustir.

Salmonella bakteriyofajlariyla yiiriitiilen ¢alismalarda ise, bakteriyofajlarin toksik 6zellik
kodlayan bolgeler icerip igermedikleri kontrol edilerek genotoksisiteleri ortaya
konmustur. Bu amagla bakteriyofajlar tarafindan kodlanan toksin irettigi bilinen
bakteriler igin, stx1, stx2, hly ve cdt bolgelerinin kontrolii yapilmis ve bu kontrol igin
literatiirdeki calismalarda s6z konusu bolgelerin tespiti i¢in kullanilmis primerlerden
yararlanilmis  ve dizi analizi yaptirilmistir. Buna ek olarak, Salmonella
bakteriyofajlarinda lizogeni ve bakteriyofaj direnci ile iliskilendirilen gen bdlgelerinden
olan sieA bolgesi de taranmistir. Bu bdlge disinda lizogeni ve transdiiksiyon ile
iliskilendirilmis gen bolgelerinden olan int, cl ve vix bolgeleri de taranmis, boylece izole

edilen bakteriyofajlarin litik/lizojenik karakteri hakkinda daha detayli fikir elde
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edilebilmistir [147-151]. Bu analizler i¢in dizay edilen primerle ilgili bilgiler asagidaki

cizelgede verilmistir.

Cizelge 3.3. Toksik gen bdlgelerine ait primerler

Gen Sekans

HLYE-C TCGGGCGTTAAAAGTACACAGATCG
HLYE-N GCCGGAAGATGGAATGGTGAAAGTA
HIyEl F 5TCGGCATCCACATTAGTTG3’
HIyE2 CAGTTGCAGCTAGCGATTCA
ctdB-F617 TTGACCCAAAGTTGATGTCTGATTG
cdtB-R878 CGGATCTCTTGCTTCAGTCTTTATAG
sieA TTCTGGGGATAGGATTGCAG
SieA CGATCATGGCAAAGTACCAC
IntF GCCCTCCCGCACGATGAT-3

IntR ATTGGCGGCCTTGCTGTTCTTCTA-
CI-f TCGCCTGTATCGTGCATCAA

Cl-r GCGGGAATTCTTCCTTTGCC

3.4.7. Replikasyon Parametrelerinin Belirlenmesi

Tek agsamali gelisme egrisi ve adsorpsiyon hizi deneyleri literatiirdeki yontemler baz
alinarak gergeklestirilmistir [152,153]. Bakteriyofajlarin tek asamali gelisme egrileri
cikarilirken, orta logaritmik fazdaki bakteri kiiltlirii, MOI degeri 0,001 olacak sekilde
bakteriyofaj ile karigtirllmis ve bu karigim, bakteriyofajlarin adsorbe olmasina izin
vermek i¢in 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra karisim 7.000
xg’de 4 dakika santrifiij edilmis, pellet 30 mL Tryptic Soy Broth i¢inde yeniden ¢oziilmiis
ve 30 ve 37°C'de inkiibasyon baglatilmistir. 120 dakika boyunca belirli zaman
araliklarinda numuneler alinmis, 13.000 xg’de 30 saniye santrifiijlenmis ve daha sonra
cift tabaka agar yontemi ile bakteriyofaj titreleri belirlenmistir. Bakteriyofaj titrelerinin
sabit kaldig: stireden bakteriyofajlarin latent donemleri saptanmistir. Artarak sabit kalan
bakteriyofaj sayisinin latent donemdeki bakteriyofaj sayisina oranlanmasiyla bakteriyofaj
patlama biiytikliikleri hesaplanmistir [108,136]. Bakteriyofajlarin adsorpsiyon egrilerini

cikarmak i¢in oncelikle 950 pL steril besiyerine birka¢ damla kloroform ilave edilmis ve
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tiipler buzda bekletilmistir. 0,01 MOI ile log-faz bakteri ve bakteriyofaj karistirildiktan
sonra 30 ve 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. 10 dakika boyunca her dakika bagi1 50 pL
numune alinarak daha 6nce hazirlanan besiyeri-kloroform karigimina ilave edilerek buz
tizerinde bekletilmistir. Bakteriyofaj titresi, c¢ift tabaka agar yontemi kullanilarak
belirlenmis ve adsorpsiyon hizi sabiti su formiille hesaplanmustir: k = (2.3/Bt) x log (Po/P)
burada k, adsorpsiyon hiz sabitidir; B bakteri konsantrasyonudur ve t, titrenin Po'dan P'ye

diistiigli zaman araligidir [153].

3.4.8. pH ve Sicakhik Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Bakteriyofajlarin pH ve sicaklik stabilitesi belirlenirken, pH’1 0,1 M HCI veya NaOH
kullanilarak onceden 2-11 araligindaki degerlere ayarlanmis olan 9,9 mL steril
Tamponlanmig Peptonlu Su (TPS, Merck, Darmstadt, Almanya) iceren tiiplere 100 pL
bakteriyofaj siispansiyonu ilave edilmistir. Bakteriyofajlar 30°C’de 1 saat inkiibe
edildikten sonra cift tabaka agar yontemiyle bakteriyofaj titreleri belirlenmistir. Benzer
sekilde, onceden 1sitilmis 9,9 mL steril TPS iceren tlplere 100 pL bakteriyofaj
siispansiyonu ilave edilmis ve 1 saat boyunca sicakligi 30°C ila 90°C arasinda degisen su
banyosunda bekletilmistir. Inkiibasyonun sonunda ¢ift tabaka agar yontemiyle

bakteriyofaj titreleri belirlenmistir.

3.4.9. Litik Etkinin Belirlenmesi

Bakteriyofaj aktivitesi agisindan farkli MOI degerlerinin kullanimindan kaynaklanan
degisimleri gozlemlemek ve lizis slresini belirlemek icin bakteriyel rediiksiyon
denemeleri yapilmistir. Bunun i¢in bakteri kiiltiirleri 37°C’de gelistirilmis ve bulaniklik,
bakteri yogunlugunun bir gostergesi olarak 600 nm'de bir UV-Vis Spektrofotometre
(Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, ABD) ile Ol¢iilmiistiir. ODeoo degeri
yaklagik 0,1'e ulastiginda MOI degerleri 1, 10, 100 ve 1000’i karsilayacak titrede
hazirlanan fajlar bakteri kiiltiiri lizerine eklenmistir. Bu karisim 37°C’de inkibasyona

birakilmustir. inkiibasyon sirasinda her saat numuneler alinarak ODgoo degeri dl¢iilmiistiir.
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3.5. Salmonella Bakteriyofaj Kokteylinin Uygulamalari
3.5.1. Bakteri Karisimlar: ve Bakteriyofaj Kokteylinin Hazirlanmasi

Salmonella bakteriyofajlarindan bakteriyofaj kokteyli hazirlanirken daha Onceki
asamalarda gergeklestirilmis karakterizasyon denemelerinden elde edilen sonuglar ve
toksik gen bolgesi bulundurmama durumu goéz 6niine alinmis ve nihayetinde SK-T2, SK-
Til ve SK-E2 bakteriyofajlar1 se¢ilmistir. Bakteri kokteyli ise konakg1 olarak kullanilan
S. Enteritidis, S. Typhimurium ve S. Typhimurium IC serovarlarinin karistirtlmasi ile elde
edilmistir. Bakteriyofajlar, son karisimda her birinin titresi yaklasik 10° POB/mL olacak
sekilde esit hacimde karistirilarak faj kokteyli hazirlanmistir. Benzer sekilde, ¢alisma
kapsaminda kullanilan bakteriler ile son karisimda her bir bakterinin miktar1 yaklasik 10°-
10° KOB/mL olacak sekilde esit hacimde bir araya getirilerek bir bakteri kokteyli

hazirlanmustir.

3.5.2. In-vitro Etkinlik Denemeleri

Bakteriyofaj kokteylinin bakteri eliminasyon etkinligi saptanirken, ilk asamada in vitro
olarak bakteriyofaj ve bakteri karisimlar1 farkli MOI (0,01, 0,1, 1 ve 10) degerlerinde
karistirilmistir. Bu karigimlar 37°C’de inkiibasyona birakilarak 0, 2, 4, 6 ve 24. saatler
sonunda karigimdan 6rnek alinarak XLD agara yizeye yayma yontemiyle ekim yapilarak

bakteri sayist saptanmustir [154].

3.5.3. Bakteriyofaj Kokteylinin Siitteki Etkinliginin Belirlenmesi

In-vitro denemelerden sonra, hazirlanan bakteriyofaj kokteylinin buzdolabi
sicakligindaki etkinligi siit ortaminda test edilmistir. Olusturulan bakteriyofaj miksinin
stit ortamindaki etkinligi test edilirken taze yagsiz siit, yagsiz siit tozu kullanilarak
hazirlanmis ve sterilize edilmistir. Siite Oncelikle hazirlanan bakteri karisimindan
eklenmis, daha sonra bir onceki asamada belirlenen optimum MOI degeri saglanacak
sekilde bakteriyofaj kokteyli ilave edilmistir. Kontrol grubuna ise bakteri ve bakteriyofaj
ile ayn1 miktarda steril PBS eklenmistir. Ornekler 4°C’de inkiibe edilmis, 0, 2, 4 ve 6
saatlik inkiibasyondan sonra alinan Orneklerdeki canli bakteri sayilari ilgili selektif

besiyerlerine ekim yapilarak kontrol edilmistir.
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3.5.4. Bakteriyofaj Kokteylinin Cig Siitteki Antimikrobiyal Aktivitesinin ve Siitiin

Mikrobiyal, Fiziksel ve Kimyasal Ozelliklerine Etkisinin Incelenmesi

Cig siit deneyleri i¢in dort farkli deney grubu olusturulmustur. Birinci grup negatif
kontrol grubu olarak belirlenmis ve bu gruba sadece steril FTS eklenmistir. Ikinci grup
ise 10 mL bakteriyofaj kokteyli ve 10 mL steril FTS ilave edilen sadece bakteriyofaj
uygulamasi yapilan gruptur. Ugiincii gruba 10 mL bakteri kokteyli ve 10 mL steril FTS
eklenmistir. Dordiincii gruba ise 10 mL bakteri kokteyli ve 10 mL bakteriyofaj kokteyli
eklenmistir. Ornekler 5 giin boyunca 4°C’de inkiibe edilmis ve her 24 saatte bir
numuneler alinarak ilgili diliisyonlar steril FTS ile hazirlanmis ve XLD agara ekim
yapilarak bakteri sayisi tespit edilmistir. Depolanan ¢ig siit 6rneklerinin titre edilebilir
asitligi, standart yontemlere gore belirlenmistir. Bu amagla stit érneklerinden bir miktar
erlene alinmis ve tizerine % 1°lik fenol ftalein ¢ozeltisinden 0,5 mL eklenerek karisim,
N/10’luk NaOH ¢ozeltisi ile titre edilmistir. Titrasyon, beliren hafif pembe rengin 10-15
saniye degismeden kalmasina gore sonuglandirilmis ve harcanan hacimler not edilmisti.
Numunelerin titrasyon asitligi degeleri % laktik asit cinsinden hesaplanmis ve ifade
edilmigtir [155]. Ayn1 numunelerde pH degerleri, pHmetre (Ohaus ST3100, Ohaus
Corporation, ABD) ile, refraktif indeks degerleri ise refraktometre (RFM 330,
Bellingham Stanley Ltd., Kent, Ingiltere) ile 6lgiilmiistiir.

3.6. Pseudomonas fluorescens Bakteriyofaj Kokteylinin Uygulamalari
3.6.1. Bakteri Karisimlar: ve Bakteriyofaj Kokteylinin Hazirlanmasi

Bakteriyofajlarin siit ortamindaki etkinliklerinin kontroliinde ilk asamada bir bakteriyofaj
kokteyli olusturularak siit denemesi gergeklestirilmistir. Bu amagla oncelikle bakteri
karisimlar1 ve bakteriyofaj kokteylleri hazirlanmistir. Gida denemeleri, tiim genom
analizi yapilarak toksik gen bolgesi igermedigi saptanan L12.3, L23.2 ve P22.1
bakteriyofajlar1 ve bu bakteriyofajlarin konakgilart ile gerceklestirilmistir. Her susun
konsantrasyonu nihai karisimda ayni olacak sekilde esit hacimlerde seyreltilmelerinden
bakteri karisimi hazirlanmistir. Bakteriyofaj kokteyli benzer sekilde bakteriyofajlarin
uygun diliisyonlari, nihai titre 10° PFU/mL olacak sekilde karistirilarak hazirlanmis ve

uygulamada test edilecek MOI degerlerini karsilayacak sekilde seyreltilmistir.
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3.6.2. Bakteriyofaj Kokteylinin Farkh Yag Iceriklerine Sahip Siitlerdeki

Etkinliginin Belirlenmesi

Bakteriyofaj kokteylinin sutteki antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi i¢in Ankara'daki
marketlerden temin edilen tam yagl (% 3) ve yagsiz UHT siit kullanilmigtir. Bunun igin
steril cam siselere 40 mL st 6rnegi alinmistir. Uygulama gruplart olarak ii¢ grup
olusturulmus ve siite 5 mL (yaklasik 10* KOB/mL) bakteri karisimi eklenip oda
sicakliginda bir siire bekletildikten sonra her birine ii¢ farkli MOI degerini (10, 100 ve
1000) karsilayacak sekilde 5 mL bakteriyofaj kokteyli eklenmistir. Pozitif kontrol grubu
olarak bagka bir grup olusturulmus ve 40 mL stte 5 mL bakteri karigimi1 ve 5 mL steril
besiyeri eklenmistir. Negatif kontrol i¢in 40 mL siit 6rnegine 10 mL steril besiyeri
eklenmistir. Tiim deney gruplar1 5 giin boyunca 4°C’de inkiibe edilmis ve her 24 saatte
bir numuneler alinmustir. ilgili diliisyonlar hazirlandiktan sonra King Agar B iizerine 100
uL, yiizeye yayma yontemiyle ekilmistir. 30°C’de 24-48 saat inkuibasyondan sonra canli

bakteri sayis1 belirlenmistir.

3.6.3. Bakteriyofaj Kokteylinin Cig Siitteki Antimikrobiyal Aktivitesinin ve Siitiin

Mikrobiyal, Fiziksel ve Kimyasal Ozelliklerine Etkisinin Incelenmesi

Sagim sonras1 steril kaplara alinan ¢ig siit Ornekleri soguk zincir kosullarinda
laboratuvara taginarak hizl bir sekilde analizleri yapilmistir. Her bir steril cam siseye 280
mL siit 6rnegi alinmustir. Cig siit deneyleri i¢in dort farklt deney grubu olusturulmustur.
Birinci grup negatif kontrol grubu olarak belirlenmis ve bu gruba sadece steril FTS
eklenmistir. Ikinci grup ise 10 mL bakteriyofaj kokteyli ve 10 mL steril FTS ilave edilen
sadece bakteriyofaj uygulamas: yapilan gruptur. Uglincii gruba 10 mL bakteri kokteyli ve
10 mL steril FTS eklenmistir. Dorduncl gruba ise 10 mL bakteri kokteyli ve 10 mL
bakteriyofaj kokteyli eklenmistir. Boylece hem diisiik hem de yiiksek P. fluorescens
kontaminasyonu durumunda bakteriyofaj kokteylinin etkisini incelemek mimkin

olmustur.

Cizelge 3.4. Ornek gruplari, kodlar1 ve depolama kosullari

Ornek gruplan Kodlar

39



4°C’de 5 giin 25°C’de 24 saat

depolama depolama
Cig siit All Bl.1
Cig siit ve bakteriyofaj Al.2 B1.2
kokteyli
Cig siit ve bakteri karigimi A2.1 B2.1
Cig siit, bakteri karisimi ve A2.2 B2.2

bakteriyofaj kokteyli

3.6.3.1. Bakteriyofaj Kokteylinin Cig Siitiin Mikrobiyal Ozelliklerine Etkisinin

Incelenmesi

Farkli bakteri gruplarinin mikrobiyolojik analizleri i¢in aseptik kosullarda siit 6rnekleri
almmig ve Ornekler iyice karigtirildiktan sonra FTS kullanilarak desimal diliisyonlar
hazirlanmistir. Daha sonra uygun diliisyonlardan 100 pL alinarak, ilgili agarlara yuzeye
yayma yontemiyle ekim yapilmistir. Floresan Pseudomonas sayilari (PF), King's Agar B
kullanilarak, 25°C'de 48 saat inkiibasyondan sonucunda floresan yayan kolonilerin
sayimi ile belirlenmistir. Toplam mezofilik aerobik bakteri (TMAB) sayilari, Plate Count
Agar'da, 2 gin slreyle 25°C'de inkiibasyonu takiben tespit edilmistir. Laktik asit
bakterilerinin (LAB) sayisi, MRS Agar’a yapilan ekim sonras1 37°C’de 24-48 saat sUreyle
yapilan inkiibasyonu takiben belirlenmistir. Orneklerdeki Enterobacteriaceae sayisi (EB)
tespit edilirken, 10 mL erimis VRBG agarin {izerine 1 mL sit eklenmesini takiben, agarin
katilasmasindan sonra tekrar 10 mL kadar erimis VRBG eklenmistir. Petriler 37°C’de 24
saat inklibasyona birakilmistir [156,157].

3.6.3.2. Bakteriyofaj Kokteylinin Cig Siitiin Fiziksel ve Kimyasal Ozelliklerine

Etkisinin Incelenmesi

Depolanan ¢ig siit orneklerinin titre edilebilir asitligi, standart yontemlere gore
belirlenmistir. Bu amagla siit 6rneklerinden bir miktar erlene alinmis ve tizerine % 1’lik
fenol ftalein ¢ozeltisinden 0,5 mL eklenerek karisim, N/10’luk NaOH ¢ozeltisi ile titre
edilmistir. Titrasyon, beliren hafif pembe rengin 10-15 saniye degismeden kalmasina gore
sonuclandirilmis ve harcanan hacimler not edilmisti. Numunelerin titrasyon asitligi

degeleri % laktik asit cinsinden hesaplanmis ve ifade edilmistir [155]. Ayni numunelerde
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pH degerleri, pHmetre (Ohaus ST3100, Ohaus Corporation, ABD) ile, refraktif indeks
degerleri ise refraktometre (RFM 330, Bellingham Stanley Ltd., Kent, Ingiltere) ile
Ol¢tilmiistiir. Siit 6rneklerinin renk degerlerini 6lgmek igin bir i¢in bir renk 6lcer (Konika
Minolta CM-3600d, Tokyo, Japonya) kullanilmistir. Hunter 6lg¢eginde, 100 degerine
sahip bir L degeri beyazi, 0 degerine sahip bir L degeri ise siyah1 gostermektedir. Pozitif

a* degeri kirmiziligi, b* ise sarilig ifade etmektedir.

3.7. istatistiksel Analizler

Bu tez kapsaminda yapilan c¢alismalarda, tiim sonuglar ortalama degerler olarak
sunulmustur ve hata cubuklan ii¢ bagimsiz deneyden elde edilen sonuglarin standart
sapmalarin1 gostermektedir. Numune gruplarinin ortalamalari, % 95°lik bir giliven
araliginda (p<0,05), Fisher’s en kuctk onemli fark (Fisher’s least significant difference,
LSD) tek yonli ANOVA (Minitab 17.1.1, Minitab LLC, Ingiltere) kullanilarak

karsilastirilmistir.

41



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez galismasi kapsaminda, siit ve siit tirtinleri endiistrisinde problemlere sebep olan
patojen Salmonella spp. ve bozulma etmeni Pseudomonas fluorescens’in biyokontrolii
amaciyla bakteri ve bakteriyofaj izolasyonu, karakterizasyonu ve bu bakteriyofajlarin
farkli icerik ve Ozellikteki siitlerde etkinlik denemeleri gerceklestirilmistir. Tez
calismasinin sonuglart Salmonella bakteriyofajlarinin karakterizasyonu, Pseudomonas
fluorescens  fajlarmin  karakterizasyonu, Salmonella bakteriyofaj  kokteylinin
uygulamalar1 ve Pseudomonas fluorescens bakteriyofaj kokteylinin uygulamalar: olmak

tizere dort temel baslikta 6zetlenmistir.

4.1. Salmonella Bakteriyofajlarinin Karakterizasyonu
4.1.1. Konakgei Skalasi ve Plak Etkinligi Degerlerinin Belirlenmesi

Yeni izole edilmis fajlar ilk Once spot testindeki liziz bolgelerine gore ve plak
morfolojileri agisindan taranmaktadir. Bu amagla ilk asamada spot test ile bakteriyofaj
plaklar1 incelenmis ve berrak/bulanik olma durumlarma gore smiflandiriimistir.

Salmonella bakteriyofajlarinin konakg1 skalasi Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Salmonella bakteriyofajlarinin konakg1 skalasi

Bakteriyofajlar

Bakteri suslar SK-E1 SK-E2 SK-E3 SK-T1 SK-T2 SK-Til
S. Enteritidis ++ ++ ++ +++ ++ ++
S. Typhimurium IC ++ + ++ 4+ ++ +
S. Typhimurium + + ++ +++ + ++
S. 08 LAL ++ ++ ++ + +++ ++
S. Anatum ++ ++ ++ 4+ ++ 4
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Bakteriyofajlar

Bakteri suslari SK-E1 SK-E2  SK-E3 SK-T1 SK-T2 SK-Til

E. coli K12 - - - - - -
E. coli tp - - - - - -
E. italicus - - - - - -
S. aureus - - - - - -
E. faecalis - - - - - -
E. coli tp - - - - - -
E. coli O157:H7 - - - - - -
P. aeruginosa - - - - - i,
E. faecium - - - - - -

E. aerogenes - - - - - -

w

. pyogenes - - - - - -

M. luteus - - - - - -

“+++ " Yiiksek diizeyde litik aktivite, “++ ": orta diizeyde litik aktivite, “+ " diisiik diizeyde litik
aktivite, “-": litik aktivite yok.

Yapilan ¢alismalar sonucunda bakteriyofajlarin Salmonella cinsi igerisinde genis bir etki
skalasina sahip oldugu, serovar bazinda litik aktivitenin farklilik gosterebildigi, buna
karsin Salmonella disindaki cinslere karsi etki gostermedigi saptanmugtir. Calismada bes
farkli Salmonella serovari kullanilmis ve bunlarin higbirinin bakteriyofajlara direncli
olmadigi tespit edilmistir. Her bakteriyofaj, farkli Salmonella serovarlarinda
sergiledikleri litik aktivite derecesinde farklilik gostermistir. Buna gore bakteriyofajlar,
birka¢ konakcida berrak plak olusumu gostermistir. Ayrica c¢alismada kullanilan
Salmonella bakteriyofajlarindan higbirinin Salmonella spp. disindaki bakterileri (M.
luteus, E. coli, S. aureus, P. aeruginosa vb.) lize edemedigi goriilmiistiir. Bu sonuglara
dayanarak, bakteriyofajlarin Salmonella cinsleri Gzerinde guclt bir litik etkiye sahip

oldugu ve farkli cins ve tiirlere kars litik aktivite gostermedigi belirlenmistir.
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Konake1 skalasinin belirlenmesini takiben, bakteriyofajlarin konake¢1 olarak kullanilan
diger suslar tizerindeki etkinligini daha net bir sekilde ortaya koyabilmek amaciyla plak
etkinligi degerleri de hesaplanmistir. Salmonella bakteriyofajlarmin plak etkinligi

degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Salmonella bakteriyofajlarin plak etkinligi degerleri

Plak etkinligi degerleri

Fajlar S. S. S.
Enteritidis Typhimurium IC Typhimurium
SK-Til 1,04 1,00 0,95
SK-E2 1,00 0,95 0,95
SK-E3 1,00 1,06 1,03
SK-T1 1,03 1,15 1,00
SK-T2 0,96 0,96 1,00

Plak etkinligi degeri 0,5 ve lizerinde oldugunda bakteriyofajin etkinligi “yiiksek etkinlik”
olarak tanmimlanirken, bu deger 0,001'in altinda ise bakteriyofaj etkisiz olarak kabul
edilmektedir [107]. Salmonella bakteriyofajlarimin  plak etkinligi  degerleri
incelendiginde, tamaminin konak¢i suslara karsi yiiksek etkinlikte oldugu goriilmektedir.
Bakteriyel rediiksiyon ve gida uygulamalari acisindan ele alindiginda bu durum

bakteriyofajlar i¢in bir avantaj teskil etmektedir.

4.1.2. RFLP Analizleri

Konakg1 skalasinin belirlenmesini takiben, bakteriyofajlarinin RFLP analizi yapilarak
kesim profilleri ve birbirlerinden farkliliklar ortaya konmustur. Salmonella bakteriyofaj

genomlarina ait jel goriinleri asagida verilmistir.
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Sekil 4.2. Salmonella bakteriyofajlarinin Hindll1 kesimine ait jel gorintusu

Salmonella bakteriyofaj DNA’larinin ECORYV ile kesimi sonucu bakteriyofajlarin benzer
kesim profilleri gosterdigi goriilmistiir. Hindl11 kesiminde ise yine tek bir banttan (3.530

baz) kaynaklanan bazi farkliliklar géze carpmaktadir.
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SK-Til ve SK-E2 bakteriyofaj genomlari fast digest 6zellikteki ECORV ile de reaksiyona
sokulmus ve bu kesimden hareketle bu iki bakteriyofajin birbirinden farkli oldugu

anlagilmistir.

Sekil 4.3. SK-Til ve SK-E2 bakteriyofajlarinin fast digest ECORV kesimi

i g W A

Sekil 4.4. Salmonella bakteriyofajlarinin EcoRI kesimine ait jel goriintisu
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Sekil 4.5. Salmonella bakteriyofajlarinin Hpal kesimine ait jel gérintusu

Hpal restriksiyon enzimi ile kesime alinan Salmonella bakteriyofaj genomlarinin 3 farkli
profil verdigi tespit edilmistir. SK-Til bakteriyofaj genomunun digerlerinden farkli
olarak 21.226-5.148 bazlik ara bolgede biiyiik bir bandinin oldugu goriilmiistiir.

Kesimlerini tamamlanmasini takiben, jel goriintiileri analiz edilerek ¢aligma kapsaminda
kullanilan fajlarin dendrogramlari olusturulmustur. Salmonella fajlarinin dendrogrami

asagidaki sekilde sunulmustur.

| | SK-E2
SK-E1
k-T2
, SK-T1
SK-ti1

Sekil 4.6. Salmonella bakteriyofajlarinin ECoRI kesimine gore olusturulmus filogenetik

iliskilerini gosteren dendrogram

Dendrogramdan da takip edilebilecegi sekilde, EcoRI kesimlerine gdére bu
bakteriyofajlarin birbirlerinden farkliliklar1 ortaya konmustur. Buna ek olarak, fajlarin

benzerlik indeksleri de belirlenmis ve asagidaki cizelgede sunulmustur.
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Cizelge 4.3. Salmonella fajlarinin EcoRI kesimine gore hesaplanan benzerlik indeksleri

Fajlar SK-Til SK-E1l SK-E2 SK-T2 SK-T1
SK-Til 1,00 0,63 0,44 0,67 0,78
SK-E1 0,63 1,00 0,63 0,63 0,63
SK-E2 0,44 0,63 1,00 0,56 0,67
SK-T2 0,67 0,63 0,56 1,00 0,67
SK-T1 0,78 0,63 0,67 0,67 100

Bu sonuglara gore, en yiiksek benzerlik %78 oraniyla SK-Til ve SK-T1 bakteriyofajlari
arasinda bulunmustur. En disiik benzerlik ise %44 oramiyla SK-Til ve SK-E2

bakteriyofajlari arasinda tespit edilmistir.

RFLP analizleri kapsaminda, bakteriyofajlarin kesim profilleri arasindaki farkliliklarin
ortaya konulmasini takiben jel goriintiilerinden hareketle bakteriyofajlarin tahmini
fragment boyutlar1 ve toplam genom boyutlar1 hesaplanmistir. Bu degerler asagidaki

tabloda sunulmustur.

Cizelge 4.4. Salmonella bakteriyofaj DNA’larinin EcoRI kesim sonucuna gore

hesaplanan tahmini fragment boyutlari ve toplam boyutlari

Bant Fragment boyutlar: (bp)

No Marker  SK-Til SK-E1 SK-E2 SK-T1 SK-T2
1 21.226 24.125 17.874 19.052 19.052 19.463
2 5.148 7.319 7.181 14.480 14.480 15.099
3 4.268 5.644 5.544 7.181 7.460 7.319
4 3.530 5.256 4.987 5.960 5.544 5.075
5 2.027 3.650 2.611 4.901 4.901 3.541
6
7
8
9

1.904 2677 1.731 3.335 2.712 2.677
1.584 2.028 1.350 2.457 2.028 1.990

1.375 1.756 - 1.743 1.756 1.769

947 1.342 - 1.354 1.366 1.354
10 831 - - - - -
11 564 - - - - -
TOPLAM 53.799 41.277 60.463 59.299 58.286
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Bakteriyofajlarin  simiflandirilmasinda temel olan asamalardan biri de genetik
farkliliklarin ortaya konmasidir. Bu amagla, birgok alanda kullanilabilen ve en gilivenilir
yontemlerden biri olan RFLP c¢alismalarinin gergeklestirilmektedir. Bu sayede aymi
konakg1 spektrumuna sahip iki fajin birbirinden farkli oldugu ortaya konabilmektedir.
Dolayisiyla fajlar ile yapilan genetik ¢aligmalarin baslangicinda restriksiyon enzimleri ile
kesim analizleri ve olusan fragmentlerin DNA/DNA hibridizasyon c¢alismalari
yapilabilmektedir. Temel analizler olarak gerceklestirilen bu ¢caligmalardan sonra fajlarin

farklilig1 ortaya konmakta ve bir sonraki caligmalara gecilmektedir.

Literatirde S. Enteritidis ve S. Typhimurium siniflandirilmasinda RFLP analizinin
kullanildig1 pek ¢ok ¢alisma bulmak miimkiindiir. Ornegin bu ¢alismalardan birinde 33
adet S. Enteritidis fajinin siniflandirilmasi i¢in kullanilan yontemlerden biri de RFLP
olmus ve bu amagla EcoRI ile Hindlll restriksiyon enzimleri kullanilmistir [158]. Bir
bagka calismada EcoRV enzimi kullanarak faj DNA fragmentlerinin RFLP profilleri
cikarilarak smiflandirma gergeklestirilmistir [144]. Hindlll and EcoRV enzimlerinin
kullanildigi  bagka bir ¢alismada, Salmonella fajlarinin  simiflandirilmas:  ve
karakterizasyonu i¢in RFLP analizinin yani sira, litik spektrumun cikarildigi ve faj
replikasyon parametrelerinin ortaya kondugu goriilmistiir [143]. Switt ve arkadaslarinin
calismasinda, 6zdes genom biiyiikliiklerini ve benzer veya 6zdes liziz profillerini temsil
eden Salmonella faj izolatlar1 ayrica EcoRI enzimi kullanilarak RFLP analizi ile
karakterize edilmistir. Bu calismada faj izolatlar1 ECORI enzimine diren¢ gosterdiginde
RFLP analizi igin ek enzimler (Rsal, Kpal, Hpal, Psal ve Sall) kullanildig1 belirtilmistir
[145]. Bu ¢alisma kapsaminda da ilgili enzimler kullanilarak kesimler gergeklestirilmis

ve fajlar arasindaki farklar ortaya konmustur.

Literatlirdeki Salmonella bakteriyofajlarinin genom boyutlar1 arasinda buyik bir
varyasyon bulunmaktadir. Tanimli Salmonella faj genomlarinin, 22 ila 250 kb arasinda
degisebildigi belirtilmektedir. Bu grupta genom biiytikliigii 200 kb’dan biiyiik olan jumbo
fajlar da bulunmaktadir. Diinyadaki ¢ok ¢esitli ¢evresel kaynaklardan izole edilen bu
fajlardaki ¢esitlilik, konakgr cesitliligine paralel sekilde degismektedir [159,160]. Bu
calisma kapsaminda kullanilan bakteriyofajlarin yaklasik genom biiyiikliiklerinin ise 41,2

PR

kb ile 60,5 kb araliginda degistigi saptanmistir.
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4.1.3. Morfolojik Karakterizasyon

Salmonella bakteriyofajlarinin TEM mikrograflart asagidaki sekilde verilmistir. Bu
mikrograflardan yola ¢ikilarak yapilan analizler, SK-E1, SK-E2 ve SK-T2
bakteriyofajlarinin ikosahedral bir kafa ve uzun bir kuyruga, buna karsilik SK-E3 ve SK-
Til’in ise ikosahedral bir kafa ve kontraktil kilifli bir kuyruga sahip oldugunu

gostermistir.

SK-El SK-E2 SK-E3

SK-T1 SK-T2 SK-Til

Sekil 4.7. Salmonella bakteriyofajlarinin TEM mikrograflari

Salmonella bakteriyofajlarinin kafa capi, kuyruk uzunlugu ve morfotipleriyle ilgili

bilgiler, asagidaki ¢izelgede 6zetlenmistir.

Cizelge 4.5. Salmonella bakteriyofajlarinin morfolojik 6zellikleri

Bakteriyofajlar Morfoloji Kafa cap1 (nm) Kuyruk uzunlugu
(nm)

SK-E1 Siphovirus 80,20 + 5,60 142,20 £+ 4,20

SK-E2 Siphovirus 73,87 £ 5,24 142,57 £ 15,58
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Bakteriyofajlar Morfoloji Kafa ¢ap1 (nm) Kuyruk uzunlugu

(nm)
SK-E3 Myovirus 80,67 + 6,06 126,43 + 25,75
SK-T1 Myovirus 74,00+4,20 135,25+8,92
SK-T2 Siphovirus 77,20 £ 4,40 155,83+13,00
SK-Til Myovirus 90,10 £ 470 134,67+9,10

Literaturdeki Salmonella’ya etkili fajlarin morfotipleri degiskenlik gostermesine karsin
digerlerinden daha yaygm olan morfotipler bulunmaktadir. Ornegin bir ¢alismada,
incelenen 177 Salmonella bakteriyofajindan 161'inin kuyruklu yapida oldugu ve
Myoviridae, Siphoviridae ve Podoviridae familyalarina ait oldugu, kalan 16 filamentli
veya izometrik fajinsa, Inoviridae, Leviviridae, Microviridae ve Tectiviridae ailelerinin
uyeleri oldugu bildirilmistir [161]. Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan bakteriyofajlarin
da literaturdeki Salmonella fajlarinin ¢ogu gibi siphovirus ve myovirus yapisinda oldugu

gorilmiustir.

4.1.4. Genotoksisitenin Kontrol Edilmesi

Salmonella bakteriyofajlarinda, genotoksik bdlgelerin taramasi igin ilgili primerler
kullanilarak dizi analizi yapilmistir. Dizi analizi sonucunda elde edilen ham baz
dizilimleri elde edildikten sonra 6ncelikle bu dizilerde olusan pik ve karsilik gelen bazin
dogrulugu kontrol edilmis, yanlis okunan bazlar ya da okunamayan boélgeler dizilimden
cikarildiktan sonra NCBI sayfasindaki BLAST ve ORF Finder araglar1 kullanilarak gen
bankasinda bulunan DNA ve protein dizilimleri ile elde edilen dizilimler hem niikleik asit
hem de amino asit dizilimi olarak birbiriyle Kkarsilastirilmistir.  Salmonella
bakteriyofajlarinda toksin iiretiminden sorumlu, hly, cdt; lizogeni ve bakteriyofaj direnci
ile iligkilendirilen sieA, int ve cl gen bolgeleri i¢in tarama yapilmis, Salmonella
bakteriyofajlarinda toksik gen bolgesine ve/veya lizogeni-bakteriyofaj direnci ile ilgili
gen bolgelerine ya da uyusan kiiclik bir bolge bile tespit edilmemistir. Boylece bu

bakteriyofajlarin gida uygulamalari i¢in kullanima uygun oldugu belirlenmistir.
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4.1.5. Replikasyon Parametrelerinin Belirlenmesi

Faj terapi uygulamalari i¢in hangi bakteriyofajlarin en verimli sekilde kullanilabilecegine
karar verilirken replikasyon parametreleri de g6z 6niinde bulundurulmaktadir. Bu amagla
calisma kapsaminda kullanilan bakteriyofajlarin tek asamali gelisme egrileri ile
adsorpsiyon egrileri ¢ikarilarak bunlardan hareketle replikasyon parametreleri
hesaplanmistir. Salmonella bakteriyofajlarinin gelisme egrileri ve adsorpsiyon egrileri

asagidaki sekillerde sunulmustur.
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Sekil 4.8. SK-E1 (A), SK-E2 (B) ve SK-E3 bakteriyofajlarina ait gelisme egrileri
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Sekil 4.9. SK-T1 (A), SK-T2 (B) ve SK-Til bakteriyofajlarina ait gelisme egrileri
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Sekil 4.10. SK-E1 (A), SK-E2 (B) ve SK-E3 bakteriyofajlarina adsorpsiyon egrileri
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Sekil 4.11. SK-T1 (A), SK-T2 (B) ve SK-Til bakteriyofajlarina ait adsorpsiyon egrileri

Bakteriyofajlarin gelisme ve adsorpsiyon egrilerinden hareketle belirlenen latent donem
sliresi, patlama bliyiikliigii ve adsorpsiyon hiz sabiti gibi temel replikasyon parametreleri

asagidaki ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 4.6. Salmonella bakteriyofajlarinin replikasyon parametreleri

Bakteriyofajlar Latent donem stiresi  Patlama biiyiikliigii Adsorpsiyon hiz
(dk) (POB/enfekte sabiti (mL/dKk)
hiicre)
SK-E1 15 176 1,20 x 108
SK-E2 10 88 3,00 x 1078
SK-E3 20 163 1,18 x 1078
SK-T1 5 42 5,15 x 108
SK-T2 15 113 2,92 x 108
SK-Til 25 80 4,39 x 108

Gelisme egrilerinden elde edilen sonuglara gore, SK-T1 bakteriyofajinin en kisa latent
doénem suresine, SK-E1 bakteriyofajininsa en yiiksek patlama biiytikligiine sahip oldugu
saptanmustir. S. Enteritidis bakteriyofajlarinin adsorpsiyon oranlarinin genellikle daha
yiiksek oldugu, SK-E1'in inkiibasyonun ilk 4 dakikasinda % 95'inden fazlasinin konak
hiicrelere adsorbe oldugu goriilmiistiir. SK-E2'nin ve SK-E3’iin ise ve inkiibasyonun ilk
3dakikasinda bakteriyofajlarin % 90'dan fazlasinin konak hiicrelere adsorbe oldugu
goriilmistiir. S. Typhimurium bakteriyofajlarinda ise yaklasik % 90’lik bir adsorpsiyon

e

orant i¢in gerekli olan siirenin 3-7 dakika arasinda degistigi gorilmiistiir.
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Replikasyon parametreleri bakteriyofaj uygulamalar1 i¢in bakteriyofaj seciminde 6nemli
olup genel olarak latent periyodu kisa, patlama biiyiikligii yiiksek olan bakteriyofajlar
uygulamalarda daha etkin bir sekilde kullanilabilmekte ve daha basarili bakteri
eliminasyonu saglanabilmektedir [141]. Bu c¢alisma kapsaminda kullanilan
bakteriyofajlarin latent donem siirelerinin 5-25 dakika arasinda, patlama blyukluklerinin
ise 42-176 POB/enfekte hiicre arasinda degistigi gorilmistiir. Literatiirdeki diger
Salmonella bakteriyofajlarinin latent donem siireleri ve patlama biiyiikliiklerinde de
benzer araliklar gdzlenmistir. Ornegin bir calismada LPST153 bakteriyofajinin latent
donem siiresinin 10 dakika ve patlama biiylikligliniin yaklasik 113 POB/enfekte hiicre
[162], bir bagka ¢alismada LPST10'un latent donem siiresinin yaklagik 10 dakika, patlama
biiyiikliigiiniinse 101 POB/enfekte hiicre oldugu saptanmigtir [163]. Bir diger ¢alismada,
bakteriyofaj vB_SalP_TR2'nin latent dénem siresinin 15 dakika ve patlama
biyiikliigiiniin 211 POB/enfekte hiicre oldugu bulunmustur [164]. Bu yaklasik degerlerin
disinda, ¢ok daha uzun latent donem siiresine sahip Salmonella bakteriyofajlari da oldugu
goriilmiistiir. Ornegin dort Salmonella bakteriyofaji ile yiiriitiilen bir ¢alismada, latent

donem sirelerinin 53-65 dakika arasinda degistigi, patlama biiyiikliiklerininse 92 ve 177
POB/enfekte hiicre arasinda degistigi belirtilmistir [165]. Bu agidan bakildiginda, izole
edilen bakteriyofajlarin bakteriyofaj terapi uygulamalarinda kullanima uygun oldugu

gorulmektedir.

4.2.7. pH ve Sicaklik Stabilitelerinin Belirlenmesi

Salmonella bakteriyofajlariin pH ve sicaklik stabiliteleri Sekil 4.12°de verilmistir. Buna
gore, bakteriyofajlarin pH 4-11 araliginda yiiksek oranda stabil oldugu, pH 3 ve altinda
sayisinin tespit edilemeyecek seviyelere diistiigli saptanmistir. Sicaklik degerleri
incelendigindeyse, bakteriyofajlarin 60°C’ye kadar gorece stabil kalirken sonrasinda
aktivite kayb1 yasadigi, 80°C ve istiinde ise genellikle sayisinin tespit edilemeyecek

seviyelere diistiigli belirlenmistir.
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Sekil 4.12. Salmonella bakteriyofajlarinin farkli pH ve sicaklik degerlerinde stabilitesi

4.1.7. Litik Etkinin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda, gida uygulamalarinda kullanilmasi planlanan Salmonella
bakteriyofajlarinin tek baslarina kullanilmalari durumunda farkli MOI degerlerindeki
litik etkileri UV-Vis spektrofotometre ile ODesoo degerindeki absorbans degerleri takip

edilerek belirlenmistir.

SK-T2 bakteriyofajina ait degerler asagidaki sekilde verilmistir. Deney sonucunda
kontrol 6rneginde ilk 2 saat igerisinde hizli bir artig oldugu gdézlenmis fakat MOI 1, 10,
100 ve 1000 degerlerinde ayni durum yasanmamustir. Bakteriyofajin oldugu gruplardaki
bakteri sayisindaki artis, kontrol ornegine kiyasla cok daha yavas gerceklesmistir.
Uygulama gruplar1 arasinda, MOI 1 degerinde bakteri sayisindaki artis digerlerine gore
daha hizl1 olmustur. En diistik titrede faj1 bu grup icerdigi i¢in bu beklenen bir durumdur.
En gucli litik etki MOI 100 degerinde bulunmustur.
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Sekil 4.13. SK-T2 fajimin farkli MOI degerlerindeki litik etkinligi
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SK-Til fajinin farkli MOI degerlerindeki litik aktivitesi asagidaki sekilde verilmistir.
Buna gore, tiim MOI degerlerinde bakteri yogunlugu ilk iki saat igerisinde artmis daha

sonra diisiise ge¢mistir. En fazla diisiisiin ise MOI 100 degerinde oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.14. SK-Til fajiin farkli MOI degerlerindeki litik etkinligi

SK-E2 fajinin farklt MOI degerlerinde konakgisi tizerindeki litik etkisi agagidaki sekilde
verilmistir. Bu sonuglara gore, kontrol grubunda ve MOI 1, 10, 100 ve 1000 degerlerinde
ilk iki saatte bakteri sayisinda artis gdzlenmistir. Iki saat igerisinde bakteri sayisinda en
fazla artis kontrol 6rneginde gerceklesmistir. Ikinci saatten sonra tiim MOI degerlerinde
bakteri sayisinda diisiis gOriilmiistiir. Dordiincii saate kadar MOI 1, 10 ve 100
degerlerinde bakteri sayisindaki diislis devam ederken MOI 1000 degerindeki diisiis

miktar1 azalmistir.
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Sekil 4.15. SK-E2 fajimin farkli MOI degerlerindeki litik etkinligi

4.2. Pseudomonas fluorescens Bakteriyofajlarimin izolasyonu ve Karakterizasyonu
4.2.1. Bakteri izolasyonu ve Dogrulanmasi

Bakteri izolasyonu calismalar1 kapsaminda, AOC Siit Fabrikasi’na gelen farkl ¢ig siit
tanklarindan farkli zamanlarda 6rnek alinmis ve bunun disinda Ankara ve Bolu’da ¢ig siit
satan yerel {reticilerden yine farkli farkli zamanlarda temin edilen orneklerden
Pseudomonas fluorescens grubu suslarin izolasyonu i¢in ¢alisma yiiriitiilmistiir. Bunun
disinda AOC Siit Fabrikasi atik suyundan ve ekipman yiizeylerinden de 6rnek alinmigtir.

[zolasyon igin kullanilan kaynaklar asagidaki gizelgede dzetlenmistir.

Cizelge 4.7. Bakteri izolasyon kaynaklari

Ornek kaynag Ornek adi Ornek sayisi

Cig siit PO-1 3
Cig siit PO-2 3
Cig siit A-1 3
Cig siit A-2 3
Cig siit C-1 5
Cig siit C-2 5
Cig siit C-3 5
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Atatiirk Orman Ciftligi Cig siit L-1

Siit Fabrikas1 Cig siit L-2
Cig siit L-3
Ekipman ylzeyi surinti 1
Ekipman ylzeyi surintu 2
Ekipman ylzeyi sirintu 3
Fabrika atik suyu-1
Fabrika atik suyu-2
Fabrika atik suyu-3

Cig siit P-1
Cig siit P-2
Cig siit P-3
Cig siit P-4
Cig siit P-5
Ankara yerel iiretici ¢ig siit Cig siit O-1
Cig siit 0-2
Cig siit O-3
Cig siit O-4
Cig siit O-5
Cig siit 0-6

W W W W W W W W W W W W W W N NN N W wWw w

Temin edilen 6rneklerin seri diliisyonlar1 hazirlandiktan sonra, uygun diliisyonlardan
King B agar tizerine ekim yapilarak 30°C'de yaklasik 48 saat inkiibe edilmistir. 360 nm'de
UV 15181 altinda floresan gosteren farkli koloniler secilmis ve kolonilerin saflastirma
islemi 3 kez tekrarlanmistir. Izolasyon siirecinde, King B agar iizerindeki kolonilerin

floresan kontroliine dair bazi fotograflar asagida verilmistir.

58



Sekil 4.16. P. fluorescens bakteri izolasyonunda floresan kontrolii

[zolasyonu ve saflastirma siireci tamamlanan izolatlarin tanimlamast MALDI-TOF MS

Biotyper cihazi ile yapilmistir. Pseudomonas cinsine ait oldugu belirlenen izolatlar ve

tanimlama sonucu asagidaki ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 4.8. Pseudomonas cinsine ait olan izolatlar

izolatin kodu

Tanimlama sonucu

Grup

Izolasyon kaynag

011

01.2

01.3
01.4
015
01.6
021
02.2
03.1

03.2
04.1
05.1

Pseudomonas
extremorientalis
Pseudomonas
azotoformans
Pseudomonas rhodesiae
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas libanensis
Pseudomonas rhodesiae
Pseudomonas

extremorientalis

Pseudomonas proteolytica

Pseudomonas koreensis

Pseudomonas synxantha

P. fluorescens grubu

P. fluorescens grubu

P.fluorescens grubu
P. putida grubu
P. putida grubu
P. putida grubu
P.fluorescens grubu
P.fluorescens grubu
P.fluorescens grubu

P.fluorescens grubu

Yerel iiretici ¢ig siit O-1

Yerel iiretici ¢ig siit O-1

Yerel iiretici ¢ig siit O-1
Yerel iiretici ¢ig siit O-1
Yerel iiretici ¢ig siit O-1
Yerel iiretici ¢ig siit O-2
Yerel iiretici ¢ig siit O-2
Yerel iiretici ¢ig siit O-2
Yerel iiretici ¢ig siit O-3

Yerel iiretici ¢ig siit O-3
Yerel iiretici ¢ig siit O-4
Yerel (retici ¢ig siit O-5




05.2

06.1

06.2
PO1.1
PO1.2
PO2.1
P1.2
p2.1
P2.2
P2.6
P4.1
P4.2
P5.2
P5.3
ALl
Cl.1
C2.2

C2.3

C2.4

C3.1
C3.2
L1.1
L1.2
L2.1
L2.2
L2.3

Pseudomonas
extremorientalis
Pseudomonas
extremorientalis
Pseudomonas libanensis
Pseudomonas gessardii
Pseudomonas gessardii
Pseudomonas koreensis
Pseudomonas proteolytica
Pseudomonas tolaasii
Pseudomonas tolaasii
Pseudomonas tolaasii
Pseudomonas gessardii
Pseudomonas gessardii
Pseudomonas gessardii
Pseudomonas gessardii
Pseudomonas rhodesiae
Pseudomonas grimontii
Pseudomonas
extremorientalis
Pseudomonas
extremorientalis
Pseudomonas
extremorientalis
Pseudomonas rhodesiae
Pseudomonas rhodesiae
Pseudomonas tolaasii
Pseudomonas libanensis
Pseudomonas tolaasii
Pseudomonas tolaasii

Pseudomonas fluorescens

P.fluorescens grubu

P.fluorescens grubu

P. fluorescens grubu
P. fluorescens grubu

P. fluorescens grubu

P.fluorescens grubu
P. fluorescens grubu

P.fluorescens grubu

P. fluorescens grubu
P. fluorescens grubu
P. fluorescens grubu
P. fluorescens grubu
P. fluorescens grubu

P. fluorescens grubu

P. fluorescens grubu

P. fluorescens grubu
P. fluorescens grubu
P. fluorescens grubu
P. fluorescens grubu
P. fluorescens grubu
P. fluorescens grubu

P. fluorescens grubu

Yerel iiretici ¢ig siit O-6

Yerel iiretici ¢ig siit O-6

Yerel iiretici ¢ig siit O-6
AOC c¢ig siit PO-1
AOC c¢ig siit PO-1
AOC c¢ig siit PO-2

Yerel iiretici ¢ig siit P-1

Yerel iiretici ¢ig siit P-2

Yerel iiretici ¢ig siit P-2

Yerel iiretici ¢ig siit P-2

Yerel iretici ¢ig siit P-4

Yerel iiretici ¢ig siit P-4

Yerel iiretici ¢ig siit P-5

Yerel iiretici ¢ig siit P-5

AOC ¢ig siit A-1
AOC ¢ig siit C-1
AOC ¢ig siit C-2

AOC ¢ig siit C-2

AOC ¢ig siit C-2

AOC ¢ig siit C-3
AOC ¢ig siit C-3
AOC ¢ig siit L-1
AOC ¢ig siit L-1
AOC ¢ig siit L-2
AOC ¢ig siit L-2
AOC ¢ig sut L-2

Calismanin ilk agsamasinda, ¢ig siit ve siit fabrikasi ortami1 6rneklerinden birbirinden farkl

Pseudomonas tiir ve suslar izole edilmeye caligilmistir. Bu bakterilerin izolasyonu,

kendilerinin neden oldugu sorunu ¢6zmek i¢in aranacak bakteriyofajlara konakg1 olmalari

dolayisiyla tez calismasi genelinin kritik noktalarindan birini olusturmaktadir. Bu amacla
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farkli kaynaklardan ¢ok sayida Pseudomonas tiir ve susu izole edilerek MALDI-TOF ile
molekiiler tanimlamasi yapilmis ve bu suslardan birgogunun Pseudomonas fluorescens
grubu suslari icerisinde yer almasi da bir avantaj olarak goriilmiistiir. Bu kapsamda P.
fluorescens disinda, P. extremorientalis, P. azotoformans, P. rhodesiae, P. putida, P.
fragi, P. libanensis, P. rhodesiae P. proteolytica, P. koreensis, P. gessardii, P. tolaasii ve
P. grimontii gibi suslar izole edilmistir. Cig siit 6rneklerinden elde edilen suslarin,
literatiir geneliyle uyumlu oldugu goriilmiistiir. Bir ¢alismada, ticari bir mandirada dort
farkl: silo tankinda saklanan dort ¢ig siit 6rneginden alinan 32 izolatin 6n taramasi, tiim
orneklerde cesitli suslarin bulundugunu gostermis, bununla birlikte, fenotipik testler ve
16S rRNA dizilimi ile hepsinin P. fluorescens grubundaki Pseudomonas tiirleri oldugu
belirlenmistir [166]. De Jonghe ve ark., depolanmis ¢ig siitte P. fluorescens suslarinin
baskin oldugunu bulmusken, Marchand ve ark. (2009), Pseudomonas fragi ve
Pseudomonas lundensis'in en yaygin suslar oldugunu raporlamistir. Caldera ve ark.
(2016) ise, cig siitte ¢ig siitte P. gessardii, P. fragi, P. brenneri, P. proteolytica, P. peli
ve P. rhodesiae tlrlerinin baskin olarak bulundugunu bildirmistir [30,167,168].

4.2.2. Bakteriyofajlarin izolasyonu, Saflastirilmasi ve Zenginlestirilmesi

Tez kapsaminda, P. fluorescens grup suslarma etkili bakteriyofajlarin izolasyonu igin de
benzer sekilde ¢ig siit ornekleri kullanilmistir. Gerekli 6n islemler yapildiktan sonra,
bakteriyofaj lizat1 spot test ile bakteriler iizerinde denenmis ve inkiibasyon sonrasinda
bakteriyofaj plaklari kontrol edilmistir. Bakteriyofaj izolasyonu i¢in ilk agamada yapilan

denemelerden elde edilen bazi sonuglar asagidaki fotograflarda verilmistir.

Sekil 4.17. P. fluorescens bakteriyofaj izolasyonu icin drneklerde bakteriyofaj varlig

arastirilmasinda ilk denemeler
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Varlig1 saptanan bakteriyofajlara, ilk asama saflastirmasi igin tek plak izolasyonu
yapilmistir. Tek plak alarak devam edilen bu igslem, bakteriyofaj plaklarinin safligindan
emin olunana dek tekrarlanmistir. Elde edilen son siipernatant, 0,22 um g6zenekli
filtrelerden gecirilerek steril bakteriyofaj filtrati olarak kullanilmistir. Tek plak
izolasyonu tamamlanan bakteriyofajlarin  istenilen titreye ulagincaya dek
zenginlestirilmistir.  Izole edilen bakteriyofajlarin tek plak izolasyonuna ait bazi

fotograflar asagida verilmistir.

062 L23 All

P22 L12 P41

' y

¢
| -
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Sekil 4.18. Bakteriyofajlarin tek plak izolasyonu ¢alismalarindan 6rnekler

Yukarida verilen sekillerden de goriilebilecegi iizere, farkli kaynaklardan ve farkli
konakgilar ile yapilan bakteriyofaj izolasyonu sonucunda, birbirinden farkli plak
morfolojileri ve litik aktiviteler gosteren bakteriyofajlar izole edilmistir. Tek plak
izolasyonu ile saflastirilmasi tamamlanarak titresi yiikseltilen bakteriyofajlarin listesi

asagida verilmistir

Cizelge 4.9. Tek plak izolasyonu ile saflastirilmasi tamamlanarak titresi yiikseltilen

bakteriyofajlar
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Bakteriyofaj Konakgi sus Bakteriyofaj titresi (POB/mL)

L12.1 Pseudomonas libanensis 1,0 x 10°
L12.2 Pseudomonas libanensis 1,0 x 10°
L12.3 Pseudomonas libanensis 3,0 x10°
L23.1 Pseudomonas fluorescens 1,7 x 1010
L23.2 Pseudomonas fluorescens 1,0 x 101!
L23.3 Pseudomonas fluorescens 9,0 x 10°
L23.4 Pseudomonas fluorescens 7,0 x 1010
L21.1 Pseudomonas tolaasii 19x 101
L21.2 Pseudomonas tolaasii 1,0 x 1010
L21.3 Pseudomonas tolaasii 5,0 x 10%°
062.1 Pseudomonas libanensis 4,0 x 1010
062.2 Pseudomonas libanensis 3,0 x 1010
062.3 Pseudomonas libanensis 5,0 x 10°
P41.1 Pseudomonas gessardii 6,0 x 10°
P41.2 Pseudomonas gessardii 2,0 x 10%
P41.3 Pseudomonas gessardii 1,0 x 1010
All1l Pseudomonas rhodesiae 2,0 x 10%°
All.2 Pseudomonas rhodesiae 1,3x 101
Al11.3 Pseudomonas rhodesiae 3,0 x10%
All4 Pseudomonas rhodesiae 1,0 x 10°
All.5 Pseudomonas rhodesiae 7,0 x 10°
All.6 Pseudomonas rhodesiae 7,0 x 10°
All.7 Pseudomonas rhodesiae 1,5 x 1010
All1.8 Pseudomonas rhodesiae 5,0 x 1010
P22.1 Pseudomonas tolaasii 1,0 x 10%°
p22.2 Pseudomonas tolaasii 1,0 x 1010

P22.3 Pseudomonas tolaasii 1,0 x 1010

4.2.2. Konake1 Skalasi ve Plak Etkinligi Degerlerinin Belirlenmesi

Zenginlestirme ve titre belirleme asamalart tamamlanan bakteriyofajlar, c¢alisma

kapsaminda kullanilan diger suslarla karsilastirilmis konakgi skalalari belirlenmistir.
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Denemeler sonucunda liziz olusumlart gozlemlenmis ve calisilan bakteriyofajlarin
caligilan diger bakteriler iizerine etki gosterip gostermedigi saptanmistir.Bakteriyofaj

plaklari, bu asamada elde edilecek sonuglara gore liziz goriilmemesi ve berrak ya da

bulanik 6zellikte plak goriilmesine gore siniflandirilmistir.

Sekil 4.19. Bakteriyofajlarin konakg1 skalasi belirleme galismalarindan 6rnekler

Calisma kapsaminda kullanilan bakteriyofajlarin konake1 skalalar1 asagidaki cizelgede

verilmistir.
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Cizelge 4.10. P. fluorescens bakteriyofajlarin konakg1 skalasi

Fajlar

Bakteri suslar:

L1.2 L21 L23 All P22 P41 062 031 O15 (€23 PP* PP

PA°

PFG*

L12.1
L12.2
L12.3
L23.1

L23.2
L23.3

L23.4
L21.1
L21.2
L21.3
062.1
062.2
062.3
P41.1
P41.2
P41.3
Alll
All.2
Al1.3
AllA4
Al1l5
Al16
All1.7
All.8
p22.1
p22.2
P22.3
PF1.
PF2.1
PP.1
PFG.2
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Calisma kapsaminda ayrica, uygulamada kullanilacak bakteriyofajlarin farkli cinsler
tizerindeki litik aktiviteleri de test edilmistir. Bu denemelerin sonuglar gizelge 4.11°de

verilmistir.

Cizelge 4.11. Pseudomonas bakteriyofajlarinin farkli cinsler iizerindeki litik aktiviteleri

Bakteri suslar: Fajlar

L23.2 p22.1 L12.3

Enterococcus faecalis - - -
Salmonella Enteritidis ATCC BAA-1045 - - -
Salmonella Typhimurium ATCC BAA-190 - - -
Escherichia coli K12 - - -
Streptococcus thermophilus 231S - - -
Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus 231L - - -
Lactobacillus brevis - - -
Lactobacillus plantarum - - -

-1 liziz yok.

Konakg¢1 skalast c¢alismalar1 sonucunda, izole edilen bakteriyofajlarin konake1
Ozgiilliigiinlin yiiksek oldugu, biiyiik cogunlugunun kendi konak¢i susu disinda diger
Pseudomonas tiirlerine karsi litik aktivite gostermedigi ya da ¢ok zayif litik aktivite
gosterdigi, bunun yaninda farkli suslarda da litik aktivitenin degisebildigi saptamustir.
Nascimento ve arkadaslarinin benzer bir ¢alismasinda, izole edilen yedi P. fluorescens
bakteriyofajinin tiimii, test edilen dokuz cinsin 23 bakteri susu arasinda yalnizca konakg1
bakteriyi veya az sayida Pseudomonas susunu enfekte ettigi belirtilmistir. Bu
bakteriyofajlar da son derece spesifik bakteriyofajlar olarak 6ne g¢ikmaktadir [40].
Sillankorva ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise ¢I|BB-PF7A bakteriyofajinin yalnizca P.
fluorescens suslarna etkili oldugu ve diger Pseudomonas tiirlerine kars1 litik aktivite
gostermedigi  saptanmistir  [108]. Sun ve arkadaslarimin ¢aligmasinda KSL-1
bakteriyofajinin yalnizca kendi konak¢i susunda litik aktivite gosterdigi, diger P.
fluorescens suslar1 olan A46 ve AR4’¢ karsi bile litik aktivite gostermedigi belirtilmistir.
Genel itibariyle literatiirdeki P. fluorescens bakteriyofajlar1 yiiksek spesifiteleri ile one

¢ikmaktadir. Tiim bu bilgiler 1s18inda, tez kapsaminda izole edilmis olan P. fluorescens
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grubu bakteriyofajlarin konake1 skalasinin literatiir ile uyum sagladigi goriilmustiir [169].
Bakteriyofaj terapi c¢alismalarinda konak¢i skalasi genis bakteriyofajlar tercih
edilmektedir. Literatiir incelendiginde de bu grupta bulunan bakteriyofajlarin son derece
spesifik karakterde bir litik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Eliminasyon amaciyla
kullanilacak nihai bakteriyofaj Uriinu bir bakteriyofaj kokteyli olacagindan, esas hedef
olan ¢ig siitte sorun yaratan gruplarin yeterli kismimi hedefleyen bir {iriin elde
edilebilecektir. Ustelik bu bakteriyofaj kokteyline P. putida ve P. fragi bakteriyofajlarinin
da katilmasiyla etki alan1 genigletilebilecektir. Bir diger bakis acisiyla, hedeflenen
mikroorganizma grubu diginda ¢ok sayida tiir ve cinse etki edecek bakteriyofajlarin siitte
istenmeyen degisimlere de sebep olarak organoleptik oOzellikle etki etme riski

bulunabileceginden, bakteriyofaj spesifikligi dezavantaj olmaktan ¢ikmaktadir.

Bakteriyofajlarin konake¢1 ozgiilliiklerinin belirlenmesinde plak etkinligi degerleri de
siklikla kullanilmaktadir. Boylece konak¢i spektrumlari daha nesnel sonuglarla
aciklanabilmektedir. Calisma kapsaminda kullanilan bakteriyofajlarin, ilgili konakgi

bakteriler (izerinde verdikleri plak etkinligi degerleri asagidaki ¢izelgede sunulmustur.
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Cizelge 4.12. P. fluorescens bakteriyofajlarin plak etkinligi degerleri

Plak etkinligi degeri

Fajlar

L12 L21 L23 P22 All P41 062 PF PP PFR
L12.1 1,00 0,01 0,50 0,0005 0,00 0,00 0,00 0,000005 0,00 0,00
L12.2 1,00 0,20 1,00 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L12.3 1,00 1,00 1,00 0,80 0,00 0,00 0,00001 0,60 0,00 0,05
L21.1 3,00 1,00 2,00 2,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L21.2 1,00 1,00 0,05 0,45 0,00001 0,00 0.00 0,00 0,00 0,00
L21.3 1,00 1,00 1,00 1,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,000001 0.00
L23.1 1,00 0,08 1,00 0,20 0,0002 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L23.2 0,50 0,01 1,00 1,00 0,00005 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L23.3 1,00 0,20 1,00 1,00 0,30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P41.1 0,00 0,00 0,00 0.00 0,0005 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Plak etkinligi degeri

Fajlar ]

L12 L21 L23 p22 All P41 062 PF PP PFR
P41.2 0,001 0,0001 0,001 0.0006 0,0001 1,00 0,00 0.0001 0,00 0,00
P41.3 0,50 0,50 0,50 5,00 0,01 1,00 0,00 0,00 5,00 0,00
p22.1 0,0025 0,0025 0,0025 1,00 0,0025 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
p22.2 0,75 0,10 0,75 1,00 0,40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P22.3 0,000025 0.000025 0,000025 1,00 0,0025 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
All1l 0,00002 0.00002 0,002 0,00002 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
All.2 0,0001 0.0001 0,0001 0,0001 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
All4 0,00002 0.00002 0,00002 0,050 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Al115 0,00 0,00 0,00 1,20 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Al11.6 0,00001 0,00001 0,00001 0,03 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Al1l1.8 0,00002 0,00002 0,00002 0,00002 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
PF1.1 0,03 0,0001 0,03 0,01 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00
PF2.1 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00
PP1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 1,00 0,00
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Plak etkinligi degeri 0,5 ve lizerinde oldugunda bakteriyofajin etkinligi “yiiksek etkinlik”,
0,5 ile 0,1 arasinda ise “orta etkinlik”, 0,1 ile 0,001 arasinda ise “diisiik etkinlik” olarak
tamimlanirken, bu deger 0,001'in altinda ise etkisiz olarak kabul edilmektedir [107]. Bu
sonuclara gore P41.3 bakteriyofaji, 6 konakgi tizerinde yiiksek etkinlik gosterirken, L12.3
bakteriyofaji 5 ve L21.1 bakteriyofaji 4 konakg tizerinde yiiksek etkinlik gostermistir.
Bakteriyofajlarin etkinliklerinin Pseudomonas fluorescens kompleks suslar1 arasindaki
etkinlik degerleri daha yiiksekken, Pseudomonas putida ve Pseudomonas fragi

tizerindeki etkinlik degerleri daha diistik ¢ikmistir.

4.2.3. RFLP Analizleri

Bu agsamada calisma kapsaminda izole edilerek saflagtirilmig olan, titresi ve aktivitesi
itibariyle bir sonraki asamaya geg¢meye uygun bakteriyofajlarin DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Izole edilen DNA’larim saflik ve konsantrasyon kontrolleri ile kesime
almacak DNA’larin miktarinin  belirlenmesi amaciyla yatay elektroforezde
yiriitiilmiistiir. Boylece kesime alinacak DNA’larin yogunluk ve safliklariyla ilgili daha
detayli bilgi edilebilmis, kesime alinacak miktarlara bunlara gore karar verilebilmistir. Jel

goriintiileri, jel goriintlileme sistemi kullanilarak elde edilmistir.
P. fluorescens bakteriyofajlarmin RFLP analizlerine iliskin jel goruntileri asagida
paylasilmistir.

A11 A11 A11 A1l L12 L12 L12 O62 062 G62
5 6 Towis- 8 =i 1 2 3 1 2 3

P41 P41 P41 P22 P22 P22 L21 L21 L21 PF PF PP L23 L23 L23 L23 A11 A11 A11 A1l
3 2 1 1 2 3 1 2 3 1 2 1 1 2 3 4 1 2 3 4

-~

- ——— -u>4uu - .“M&—J‘—ds -

Sekil 4.20. Bakteriyofaj DNA’larinin yatay elektroforez goriintiileri
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A1l A1l A1l ANl A1l P41 P41 L23 L23
3 5 8 8 1 2 1

P22 Li12 L12 P22
3 1 3

u

Sekil 4.21. P. fluorescens bakteriyofaj DNA’larinin yatay elektroforez goriintiileri

Kesimi tamamlanan bakteriyofaj DNA’larina ait jel goriintiileri asagida paylagilmistir.

21226 bp— ] ....!
::..::"*-: TSR
- - -— - - - Pr——

3530 bp T " - -

Sekil 4.22. P. fluorescens bakteriyofaj DNA’larinin EcoRI kesimine ait jel gortntusi

Sekilde goriildiigii iizere bakteriyofaj DNA’larinin ECORI enzimiyle kesimi sonucu
birbirinden farkli kesim profilleri gézlenmistir. P41 konak¢sinin iki bakteriyofaji da
birbirinden farkli kesim profili gostermistir. P22.1, P22.2 ve P22.3 bakteriyofajlari benzer
bir kesim profili sergilerken aynt durum Al11.1 ve A1l1l.3 bakteriyofajlarinda da
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goriilmiistiir. L21 grubu bakteriyofajlar incelendiginde L21.1 ve L21.3 bakteriyofajlar
benzer bir kesim profili gosterirken L21.2 bunlardan farkli bir profil sergiledigi
goriilmiistiir.  Yeni izolatlardan olan PF.1 (Pseudomonas fluorescens), PF.2
(Pseudomonas fragi) ve PP.1 (Pseudomonas putida) bakteriyofajlarina bakildiginda ise
bu ¢ bakteriyofajin da birbirinden farkli kesim profili gosterdigi goriilmistiir. L23.1 ve
L23.4 bakteriyofajlari ile L23.2 ve L23.3 bakteriyofajlar1 da birbiriyle benzer bir kesim

profili gostermistir.

Cizelge 4.13. P41, L12, P22 ve L21 bakteriyofajlarinin DNA’larinin EcoRI kesim

sonucuna gore hesaplanan fragment boyutlar1 ve toplam boyutlari

Bant Fragment boyutlar: (bp)

No Marker P41.3 P412 L121 P221 P222 P223 L2111 L212 L213
1 21.226 15927 12307 14925 19.394 15251 14.606 17.379 18.157 17.763
2 5.148 13.693 4.155 12.049 16.278 11550 11.796 9.772 7.077 14.295
3 4268 12571 185 7509 8299 7218 7509 4528 1873 9.772
4 3530 1890 1320 3.168 5130 3.168 3.168 - 1.171  7.659
5 2027 1450 1175 1890 3121 1873 1.873 - - 3.761
6 1904 1.242 - 1.637 1286 1430 1.275 - - 1.479
7 1.584 1.176 - 1.283 - 1.280 - - - 1.283
8 1.375 - - 1.172 - 1.228 - - - 1.184
9 947 - - - - 1.175 - - - -

10 831 - - - - - - - - -

11 564 - - - - - - - - -

TOPLAM 43404 47.950 20.812 43.632 53.508 44.173 40.226 31.679 28.277 57.197
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Cizelge 4.14. PF1, PF2, PP, L23 ve A1l bakteriyofajlarinin DNA’larinin ECORI kesim

sonucuna gore hesaplanan fragment boyutlar1 ve toplam boyutlari

Bant Fragment boyutlar1 (bp)

No Marker PF1 PF2 PP1 L23.1 L23.2 L2333 L234 Alll A1l113
1 21.226 20.269 14.925 15585 14925 15.251 14.925 14.925 11.796 12.049
2 5148 15251 12307 12.049 12.049 12.842 12.307 12.049 10.620 10.844
3 4268 12307 7.509 7.218 7509 5224 5321 7361 5521 5.624
4 3530 7.814 3265 4.155 3121 3265 2.785 2988 2747 2.824
5 2027 3315 1840 3.031 1840 1.793 1.808 1779 1943 1.962
6 1904 1873 1257 2302 1472 1555 1296 1257 1793 1.824
7 1584 1574 - 1779 1349 1293 - - 1412 1418
8 1375 1228 - 1648 1250 1.226 - - 1.231 1.236
9 947 - - 1479 1173 1.168 - - 1.180 1.184
10 831 - - 1.378 - - - - - -

11 564 - - 1.259 - - - - - -

TOPLAM 43.404 63.630 41.102 51.883 44.688 43.617 38.442 40.358 38.243 38.964

Bakteriyofajlarin tahmini genom biiyiikliiklerinin hesaplanmasini takiben, aralarindaki
filogenetik iligkilerin ortaya konulabilmesi amaciyla dendrogramlari ¢ikarilmigtir.
Dendrogramlari olusturmak i¢in GelJ v.2.0 yazilimi kullanilmigtir. Dendrogramlar Dice
katsayist 1 olacak sekilde gergeklestirilmis ve kiimeleme i¢in aritmetik ortalamali

agirliksiz ¢ift grup yontemi (UPGMA) kullanilmistir.

Strain Number

Lzt

L21.3
PP.1
PF.1

L23.2
P22.2
P23
PF.2

Lz34

L23.1
Lzt

L21.2

L2335
Pa12
A3

P41.3

Sekil 4.23. P. fluorescens bakteriyofajlarinin ECORI kesimine gore olusturulmus

filogenetik iliskilerini gosteren dendrogram
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Kesim profillerinden ve dendrogramdan elde edilen sonuclara gore, izole edilen
bakteriyofajlarin neredeyse tamaminin birbirinden farkli oldugu tespit edilmistir. Ayn1
konakg1 ile aynmi ornekten izole edilen bakteriyofajlarda bile farklilik goriilmiistiir. Bu
sonuclar, EK1’deki ¢izelgede verilen benzerlik indeksleri ile de daha net bir sekilde
izlenebilmektedir. Bu tabloya gore, bakteriyofajlarin bityiik kisminin benzerlik indeksleri
0,5 ve altindayken en yiiksek benzerlik oran1 % 82 ile L23.1 ve L12.1 bakteriyofajlari
arasinda goriilirken, 1.23.2 ve P22.2 bakteriyofajlari arasinda % 78’lik bir benzerlik

gorilmistiir.

Bakteriyofaj DNA’larinin ECORV kesimine ait jel goriintiisii asagida verilmistir.

;41 P41 L12 P22 P22 P22 L21 L21 L21 PF PF PP L23 L23 L23 L23 A1l A1l
3 2 1 1 2 3 1 2 3 1 2 1 1 23 4 1 3

21226bp—> '—vvt-“ “H-u H“ “u""

5148bp — ., —
4268bp — !
3530bp —

2027bp —
1904 bp (=]

1584bp —
1375 bp

947 bp
831bp —

S64bp —

Sekil 4.24. P. fluorescens bakteriyofaj DNA’larmin EcORV kesimine ait jel gorintisi

Sekilde goriildiigii tizere, 18 adet bakteriyofaj ECORV enzime kesime alinmistir. Yapilan
analiz sonrasinda bu bakteriyofajlardan yalnizca P41.3 ve P41.2’de bu enzimin kesim
bolgesi oldugu saptanmistir. Bu iki bakteriyofaj da ECoORV igin benzer bir kesim profili

gostermistir.
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Bakteriyofaj DNA’larmin Kpnl kesimine ait jel goriintiisii asagidaki sekilde verilmistir.

P41 L12 P22 W22* P22 21 121 I L23 L23 A1l ANl
3 2 1 2 3 1 2 2 1 3

21226 bp—— U —

5148bp —
4268 bp ——

3530 bp

2027 bp
1904 bp
1584 bp
1375 bp

947 bp
831 bp

|| L]

Sekil 4.25. P. fluorescens bakteriyofaj DNA’larimin Kpnl kesimine ait jel gorintusu

Bakteriyofaj DNA’larinin Kpnl kesimine ait goriintiiler incelendiginde, kesim yapilan
bakteriyofajlardan yalnizca P22.1 ve P22.2’de bu enzimin kesim bolgesi oldugu
goriilmistiir. Bu iki bakteriyofajin kesim profili farklilik gostermistir.

Bakteriyofajlarin Xbal kesimine ait jel gorintiisii asagida verilmistir.

P41 L12 P22 P22 P22 k23 L21 L21 PF PF PP L23 L23 L23 A1l AN

" oW ot By 2 3 1 21 Gy 2 1 3 7T, M 3

M
ea—y u—s—.—o—-——‘u
SOPOPTORIN i — = o ot —— L

5148bp — .
4268 bp —
3530 bp —

e
- -
[—

Sekil 4.26. P. fluorescens bakteriyofaj DNA’larinin Xbal kesimine ait jel gortntisu

Bakteriyofaj DNA’larimin Xbal kesimine ait goriintiiler incelendiginde, kesim yapilan

hicbir bakteriyofajda bu enzimin kesim bolgesinin bulunmadigi goriilmiistiir.
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EcoRI kesimi EcoRV kesimi Hindlll kesimi

A1l A1l AN L12 L2 A1l A1 A1l L12  L12 A1l A1 AN L12

N e SR S0 T W

M s g g Py A g 1

21226 bp—s " ‘ e et ) b God

5148 bp—,

4268 bp——
3530 bp——

2027 bp

1904 bp—
1584 bp ——
1375 bp ——

947bp —
831bp —

Sekil 4.27. P. fluorescens bakteriyofaj DNA’larinin EcoRI, EcoRV ve Hindlll

kesimlerine ait jel gorintlsu

All.2, Al1.4, Al11.6, L12.3 ve L12.2 bakteriyofajlariyla yapilan EcoRI, ECORV ve
Hindlll kesimleri sonucunda A11.2 ve A11.6 bakteriyofajlarin EcoRI kesimlerinin
benzer profil gosterdigi ve her ti¢ A11 bakteriyofajinin da ECORV ile Hindlll enzimlerinin
kesim bolgelerini tasimadigr saptanmustir. L12.1 ve L12.3 bakteriyofajlart ise hem
EcoRV hem de HindIll kesim profilleri agisindan farklilik gostermistir. Kesim
bolgelerinin gordlmesini takiben bu jeller incelenerek bakteriyofajlarin 6ngoriilen toplam
genom biiyiikliikleri hesaplanmistir. Fragment boyular1 ve toplam boyutlar asagidaki

tabloda verilmistir.
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Cizelge 4.15. A11.2, A11.4 ve A11.6 bakteriyofaj DNA’larinin EcoRI kesim sonucuna

gore hesaplanan fragment boyutlar1 ve toplam boyutlari

Bant Fragment boyutlari (bp)

No Marker All.2 All4 All.6
1 21.226 12.686 16.166 12.686
2 5.148 4.278 12.542 4.317
3 4.268 2.035 4.162 2.436
4 3.530 1.469 2.230 1.583
5 2.027 - 2.003 -

6 1.904 - 1.605 -

7 1.584 - 1.454 -

8 1.375 - - -

9 947 - - -

10 831 - - -

11 564 - - -
TOPLAM 43.404 20.469 40.163 21.023

Cizelge 4.16. L12.3 ve L12.1 bakteriyofaj DNA’larinin ECORV kesim sonucuna gore

hesaplanan fragment boyutlari ve toplam boyutlari

Bant Fragment boyutlar1 (bp)

No Marker L12.3 L12.1
1 21.226 19.738 22.223
2 5.148 17.545 20.695
3 4.268 - 18.174
4 3.530 - -

5 2.027 - -

6 1.904 - -

7 1.584 - -

8 1.375 - -

9 947 - -

10 831 - -

11 564 - -
TOPLAM 43.404 37.283 61.092
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P41 P41 L12 P22 P22 P22 L21 21 L21 PF PP L23 L23 L23 L23 A1l AN M
3 4

2 2 1 2 3 1 2 3 2 1 1 3

5148 bp
4268 bp
3530 bp

Sekil 4.28. P. fluorescens bakteriyofaj DNA’larimin HindlIl kesimine ait jel goriintisu

HindIII kesimleri incelendiginde, P41, L21 ve A11 grup bakteriyofajlarinda bu enzimin
kesim bolgesinin bulunmadigi saptanmistir. Kesim bolgesi bulunan bakteriyofajlar
arasinda ise L12, P22 grup bakteriyofajlari ile PF.2, PP.1, L23.1, ve L23.4 bakteriyofajlar
benzer kesim profili gostermistir. L23.2 ve L23.3 bakteriyofajlar1 ayn1 kesim profilini

gosterirken PF.1 bakteriyofaji diger hepsinden farkli bir kesim profili gostermistir.

P41 L12 P22 P22 P22 L21 L21 PF PF PP L23 L23 L23 A11 A1l
3 2 1 2 3 1 3 1 2 1 1 3 4 1 3

21226 bp e . g e ) e e () N

5148 bp —— )
4268 bp — e
3530 bp T e

Sekil 4.29. P. fluorescens bakteriyofaj DNA’larinin Xhol kesimine ait jel gortntisu

Bakteriyofaj DNA’larmin Xhol kesimine ait gorintuler incelendiginde, kesim yapilan

hicbir bakteriyofajda bu enzimin kesim bolgesinin bulunmadigi goriilmistiir.
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Kpnl Kesimi Xhol Kesimi Xbal Kesimi

M A1l A1l A1l L12 L12 A1 A1l L12 L12 A1l A1l A1l L12 L12
2 4 6 3 1 2 4 3 1 2 4 6 3 1

Bt ot O

21226 bp—

5148 bp —
4268 bp ——
3530 bp —

2027 bp — .

194 bp —

1375bp —

947bp ___,
831bp —

Sekil 4.30. P. fluorescens bakteriyofaj DNA’larinin Kpnl, Xhol ve Xbal kesimlerine ait

jel goruntusu

Bakteriyofaj DNA’larinin Kpnl, Xhol ve Xbal kesimine ait goriintiiler incelendiginde,
kesim yapilan hicbir bakteriyofajda bu enzimin kesim bolgesinin bulunmadig

gorilmiustir.

Tum bu kesimler, jel géruntilemeleri ve fragment analizleri sonucunda, bakteriyofajlar
klasifiye edilerek aralarindaki farkliliklar net bir sekilde ortaya konulabilmistir. Buna ek

olarak bakteriyofajlarin tahmini genom biiyiikliikleri de hesaplanmistir.

Kesim profillerinin incelenmesi sonucunda, analize alinan bakteriyofajlarin neredyse
tamamimin birbirinden farkli bakteriyofajlar oldugu saptanmistir. Bakteriyofaj
DNA’larinin EcoRI enzimi ile kesimi saglanabilmisken, 4 bakteriyofaj hari¢ hicbir
bakteriyofajda ECORV enziminin kesim bdlgesinin bulunmadigi saptanmustir.
Bakteriyofajlardan yalnizca 1 tanesi Kpnl enzimiyle kesilebilirken benzer sekilde HindIII
enzimiyle de sinirli sayida kesim yapilabilmistir. Bunlara ek olarak higbir bakteriyofajda
Xbal enziminin kesim bolgesinin bulunmadig1 saptanmistir. Literatiirde, Radhakrishnan
ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada atik su Orneklerinden P. flourescens
bakteriyofajlari izole edilmistir. Izole edilen bakteriyofajlart EcoRI, Hindlll, Nhel, Kpnl
ve Alul olacak sekilde bes farkli enzim ile kesilmis, bu enzimler arasindan EcoRI, HindlIl11

enzimlerinin agaroz jelde temiz bir bant olusturdugu bildirilmistir. izole edilen ve RFLP
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analizleri yapilan yedi bakteriyofajin genom uzunluklarinin 26 ve 82 kbp arasinda
degistigi  bildirilmistir [110]. Lopez ve arkadaslar1 kiimeslerde sorun yaratan
Pseudomonas suslarina 6zgii bakteriyofaj izolasyonu yapmislardir. Konakg1 sus olarak P.
aeruginosa (ATCC 25619) ve P. flourescens (ATCC 13525) suslar1 kullanilarak 11 adet
bakteriyofajin izolasyonu gerceklestirilmistir. Bakteriyofajlar Haelll, Hinfl and Alul
enzimleri kullanilarak kesilmis ve agaroz jelde (% 1,5) yiiriitilmiistiir. Haelll enzimi bes
bakteriyofajin birbirlerinden farkli oldugunu ortaya koymustur [170]. Narlarda bakteriyel
yaniklik hastaligina neden olan Pseudomonas spp. ile yapilan bir ¢alismada Pseudomonas
sp. SK 10 bakterisi izole edilmis ve bu bakteriye karsi etkili olan bakteriyofajlarin
izolasyonu gerceklestirilmistir. Bakteriyofajlar EcoRI ve HindIIl enzimleri ile kesilmis
ve agaroz jelde (% 0,5) yiiriitiilmiistiir. Bakteriyofajlarin genom boyutu molekiiler agirlik
etiketleri ile belirlenmistir. PRPL2 ve SSGL8 bakteriyofajlarinin genom boyutu sirasiyla
25403 kb ve 29877 kb olarak belirlenmistir. iki enzim ile kesim sonuglarma gére iki
bakteriyofajin genomik olarak birbirlerinden farkli olduklarinin net bir sekilde
goriilebildigi bildirilmistir [171]. Bir baska ¢alismada izole edilen ve karakterizasyonlari
gerceklestirilien P. fluorescens bakteriyofajlarinin genom biiyiikliiklerinin 32 il13 45 kbp
arasinda degistigi bildirilmistir [40]. Bir diger ¢alismada izole edilen Pseudomonas lactis
bakteriyofajlarinin DNA’larinin Xbal enzimi ile kesilmedigi, buna karsilik Spel, Ndel, ve
Xhol ile kesilebildigi belirtilmistir. Bu ¢alismadaki bakteriyofajlarin genom biiyiikliikleri
yaklasik olarak 47 ve 49 kb olarak bulunmustur [172]. Buna ek olarak, 2018 y1l1 itibariyle
sekans bilgileri NCBI veritabanina girilmis olan 150 Pseudomonas fluorescens
bakteriyofajlarinin genom biiyiikliiklerinin 3.573 bp ile 316.674 bp arasinda degistigi
bildirilmistir. Mevcut ¢alismada kullanilan bakteriyofajlarin genom biiyiikliiklerinin ise

yaklasik olarak 20 kb ile 64 kb arasinda degiskenlik gosterdigi saptanmustir.

4.2.4. Morfolojik Karakterizasyon

Bakteriyofaj karakterizasyonunda 6nemli bir asama da bakteriyofajlarin morfolojik
yapilariin ve kafa capi, kuyruk uzunlugu gibi 6zelliklerinin yaninda morfotiplerinin

belirlenmesidir. P. fluorescens bakteriyofajlarinin TEM mikrograflari asagida verilmistir.
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Sekil 4.31. L12.1 (A) ve L12.3 (B) bakteriyofajlarina ait TEM mikrograflari

Sekil 4.32. L23.2 bakteriyofajina ait TEM mikrografi
A B

¢

L

Sekil 4.33. A11.1 (A) ve A11.5 (B) bakteriyofajlarina ait TEM mikrografi

A B

Sekil 4.34. P22.1 (A) ve P22.2 (B) bakteriyofajlarina ait TEM mikrograflar
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Sekil 4.35 P41.1 bakteriyofajina ait TEM mikrografi

Bakteriyofajlarin TEM goériintiilerinin alinmasinin ardindan, kafa ¢apt ve kuyruk
uzunlugu gibi Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla Ol¢limler yapilmis, ayrica
mikrograflardan hareketle bakteriyofajlarin hangi morfolojik ailelere ait olduklart

belirlenmistir. Bakteriyofajlarin morfolojik 6zellikleri asagidaki gizelgede verilmistir.

Cizelge 4.17. P. fluorescens bakteriyofajlarinin morfolojik 6zellikleri

Bakteriyofajlar Morfoloji Kafa capi (nm) Kuyruk uzunlugu
(nm)

P41.1 Siphovirus 48,13 + 6,87 108,51 £ 9,52
p22.1 Tectivirus 50,01+2,27 -

p22.2 Tectivirus 54,19 + 3,08 -

L12.1 Tectivirus 56,76 + 5,84 -

All.l Tectivirus 47,44 £ 2,70 -

All5 Tectivirus 59,42 +£2,99 -

L12.3 Tectivirus 58,81 + 3,35 -

L23.2 Tectivirus 48,48 + 4,26 -
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Bakteriyofaj karakterizasyonunda en yaygin kullanilan yontemleren birisi de TEM
goriintliilemesi yoluyla yapilan morfolojik karakterizasyondur. Mevcut ¢alismada TEM
goriintiilemesi  yapilan bakteriyofajlarin ¢ogunun tectivirus morfotipinde oldugu
saptanmustir. Bu bakteriyofajlarin kafa caplarinin 47,44 ile 59,42 nm arasinda degistigi
goriilmiistiir. Ayrica incelenen bakteriyofajlardan birinin de siphovirus yapisinda oldugu
belirlenmistir. Bu bakteriyofajin ortalama kafa ¢ap1 48,13 nm Olgiilirken kuyruk
uzunlugu ortalama 108,51 nm olarak Ol¢iilmiistiir. Literatiirdeki P. fluorescens
bakteriyofajlar1 da farkli morfolojik o6zellikler gostermektedir. Sillankorva ve
arkadaglarinin ¢alismasinda izole edilmis olan P. fluorescens bakteriyofajinin
Podoviridae ailesine ait oldugu belirtilmis olup bu bakteriyofajda da uzun kuyruk yapisi
gozlenmemistir [108] Nascimento ve arkadaslarinin caligmasinda da benzer sekilde
UFJF_PfSW6 ve UFJF_PfDIWG6 bakteriyofajlarinin Podoviridae ailesine ait oldugu
saptanmistir. Buna karsin, Sun ve arkadaglarinin c¢alismasinda izole edilmis olan
bakteriyofajin siphovirus morfotipinde ve yaklasik 103 nm uzunlugunda bir kuyruga
sahip oldugu belirtilmistir [169].

4.2.5. Genomik Karakterizasyon

GeneJET Viral DNA and RNA Prufication Kit kullanilarak izole edilen bakteriyofaj
DNA’larmin RFLP dizilimleri belirlenmis ve birbirinden farkli ¢ikan bakteriyofaj
genomlarindan 3 adedinde tiim dizi analizi yaptirilmistir. Bu analiz ile biyoinformatik
analizler kullanilarak olusan contiglerin birlestirilmesi BM Labosis tarafindan

yapilmugtir.

P. tolaasii P22.1, ve P. fluorescens L23.2 ve P. libanensis olan L12.3 bakteriyofajina ait
diziler Geneious Prime yazilimi kullanilarak islenmistir. Oncelikle NCBI sayfasina
gitmeden bu yazilim ile nBLAST programi kullanilarak ilgili bakteriyofaj genomunun
hangi dizilimler ile Ortiistiigli gorlintiilenmis ve muhtemel acik okuma cergevelerinin

tespiti edilmistir.

Biyoinformatik analizler sonucunda % GC miktarimin 52 oldugu saptanan P22-1
bakteriyofaj genomunun 45.058 bazlik biiyiikliige sahip oldugu ve GenBank’ da yer alan
NC 042107 kodlu P. tolaasii NV1 [173] bakteriyofaj genomu ile yuksek benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Dolayisiyla olusan acik okuma cergeveleri de birbirine es

diigmiistiir. 64 adet ORF tespit edilmis ve bunlar icinde patojenik etkiye sahip
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Pseudomonas’larda bulunabilecek herhangi bir viriilens gen bdlgesine ve/veya
antibiyotik diren¢ genine rastlanmamistir. ORF bdlgeleri, Sekil 4.36°da, ifade ettikleri
proteinler ise EK-1’de verilmistir. Ayrica ¢alistigimiz bakteriyofaj genomu ve P. tolaasii
NV, kendilerinden yaklasik 5.000 baz daha kisa olan NC 016764 kodlu Pseudomonas
Bf7 bakteriyofaji ile BLAST programi ile karsilagtirtlmistir.
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Sekil 4.36. Pseudomonas P22-1 bakteriyofajinin ORF bolgeleri
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Sekil 4.37. Pseudomonas P22-1, NV1 ve Bf7 bakteriyofaj genomlarin karsilastiriimasi ve
ORF bolgeleri

P. fluorescens L23.2 bakteriyofaj genomunun uzunlugu ise 45.517 baz olarak
bulunmustur. Bu genom yapilan nBLAST sonucunda uzunlugu 45.516 baz ve GenBank
numarasit JX863101 olan Pseudomonas fluorescens UFV-P2 bakteriyofaj genomu ile
yiiksek benzerlik gostermistir [174]. Genomun % GC miktar1 % 51,5 olarak bulunurken
41 adet ORF bolgesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu bolgelerin kodladigi olas1 proteinler
EK-1’de verilmistir. Bu genomlarda da antibiyotik diren¢ geni ve viriilenslikle ilgili bir

gene rastlanmamastir.
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Sekil 4.38. L23.2 ve UFV-P2 bakteriyofaj genomlarinin BLAST sonucu
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Konakgisi P. libanensis olan L.12.3 i¢in daha 6nce GenBank’ a girisi yapilmis referans
bir bakteriyofaj genomu bulunamadigi i¢in, ortaya ¢gikan dizilimin birlesim islemi de novo
yazilimi kullanilarak yapilmistir. Baz sayis1 39.652 olan genomun, gen bankasinda
bulunan hicbir bakteriyofaj ile benzerlik gostermedigi tespit edilmistir. Bu genomun ilk
etapta belirlenen ORF sayis1 22 olmustur. Genomun nBLAST yapildiktan sonra ORF
sayisinin 49 olabilecegi tespit edilmistir. Olasi gen bolgeleri arasinda antibiyotik direng
genine veya patojenik gen bolgesine rastlanmamistir. Ilgili gen bolgelerinin
bakteriyofajlarin kendi yapilarini olusturmak i¢in gereksinim duydugu bolgelerden
olustugu ve kodladig1 proteinlerinde 6nceden siniflandirilmis standard proteinler (gp19,
gpl5 gibi) oldugu goriilmiistiir. Olas1 gen bolgelerine ait proteinlerin listesi EK-1’de

verilmistir.

Terminase large subunit go19 CDS X « Tail fiber protein COS

- Internal virion protein gp16 CDS =
Internal virion protein gp15 CDS 3 « = Tail tubular protein gp12 CDS

e - Minor capsid protein 108 CDS — 92CDS — 82(CDS

— 62CDS B B 52(CDS e

42005 = hypothetical protein CDS memm: « 32008 3 — hy.. hyp. 2

-— - DNA ligase CDS B 5 - & 12CDS

— < X hypothetical protein CDS hypothetical protein CDS me: — —

Sekil 4.39. L12.3 bakteriyofaj genomuna ait olas1t ORF bélgeleri ve kodladigi proteinler

Dizi analizleri sonucunda 3 bakteriyofaj genomunun 39.652 ile 45.515 baz uzunlugunda
olduklar tespit edilmistir. Elde edilen bu uzunluklarin 6ncelikle RFLP sonucunda elde
edilen genom biiyiikliikleri ile paralel oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zaman dizilerin BLAST
sonucunda uyum gosterdikleri bakteriyofajlarin birbirinden tamamen farkli olmasi1 RFLP
sonucunda alinan farkliliklar1 dogrular nitelikte olmustur. Ayni1 zamanda calisilan
bakteriyofajlarin da DNA dizilimlerinin farkli oldugu kesinlesmistir. Ozellikle L12.3
bakteriyofaj genomuna ait dizilim Glkemizi de temsil edecek nitelikte GenBank da yerini

alacak, boylece hem bilimsel hem de uygulama agisindan biiyiik katk: saglayacaktir.
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4.2.6. Replikasyon Parametrelerinin Belirlenmesi

Tek asamali gelisme egrisi ve adsorpsiyon hizi deneyleri literatiirdeki yontemler baz

alinarak gergeklestirilmistir. Bakteriyofajlarin gelisme egrileri elde edildikten sonra, bu

egrilerden hareketle latent donem siireleri ve patlama biiyiiklikleri belirlenmistir.

Ardindan bakteriyofajlarin adsorpsiyon egrileri olusturulmus ve bu verilerden hareketle

adsorpsiyon hiz sabitleri hesaplanmaistir.

P. fluorescens bakteriyofajlarinin gelisme egrileri asagidaki sekillerde sunulmustur.
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Sekil 4.40. Al11 bakteriyofajlarina ait gelisme egrileri
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Sekil 4.41. L12 bakteriyofajlarina ait gelisme egrileri
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Sekil 4.42. L21 bakteriyofajlarina ait gelisme egrileri
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Sekil 4.43. L23 bakteriyofajlarina ait gelisme egrileri
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Sekil 4.44. P22 bakteriyofajlarina ait gelisme egrileri
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Sekil 4.45. PF ve PP bakteriyofajlarina ait gelisme egrileri

Bakteriyofajlarin gelisme egrilerinden yola ¢ikilarak hesaplanan latent donem siiresi ve

patlama biiytikliigii degerleri asagidaki ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 4.18. P. fluorescens bakteriyofajlarinin replikasyon parametreleri

Bakteriyofaj Latent donem Patlama biiyiikliigii

suresi (POB/enfekte hiicre)
(dk)

All1l 15 20,00

All.5 15 43,33

L12.2 15 56,52

L12.3 15 60,00

L21.1 5 10,00

L21.2 15 80,00

L23.1 15 43,00

L23.2 15 91,00

P22.1 10 80,00

P22.3 15 80,00

PF.1 <5 22,00

PP.1 15 60,00
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Replikasyon parametreleri bakteriyofajlarin bakteriyel eliminasyon aktivitelerinde
6nemli bir role sahiptir. Bakteriyofaj terapi uygulamalarinda kisa latent periyodu ve
yiikksek patlama biyiikliigiine sahip bakteriyofajlarin daha ¢ok tercih edildigi
bilinmektedir [141]. Pseudomonas bakteriyofajlar1 ile yapilan ¢alismalarda bazi
bakteriyofajlarin latent donem siiresinin 100 dakikayr gegebildigi gozlemlenmistir
[40,172]. Ayn1 sekilde bakteriyofajlarin patlama biiyiikliigiiniin, enfekte hiicre basina 25
ila 153 POB arasinda degisebildigi de goriilmiistiir [40,108,109,172,175]. Bu ¢alismada
kullanilan bakteriyofajlarin literatiirdeki ayn1 ve yakin grup bakteriyofajlara nispeten
daha kisa latent donem siiresine sahip oldugu ve patlama biiyiikliklerinin 20 ila 91

e

POB/enfekte hiicre arasinda degistigi goriilmiistiir.

Gelisme egrilerine ek olarak, P. fluorescens bakteriyofajlarinin adsorpsiyon
kinetiklerinin daha 1iyi anlagilabilmesi amaciyla ayrica adsorpsiyon egrileri de

cikarilmistir. Egriler asagida paylasilmistir.

Al1.1 bakteriyofajinin adsorpsiyon egrisi incelendiginde, bakteriyofajlarin yaklagik %
90’1mn1n adsorpsiyonu i¢in gerekli olan siirenin yaklasik 10 dakika oldugu saptanmustir.
Bakteriyofajin adsorpsiyon hiz sabiti ise 4.93 x 10" mL/dk olarak hesaplanmustir. A11.2
bakteriyofajinin yaklasik % 35’inin adsorpsiyonu i¢in gerekli olan siirenin yaklasik 7
dakika oldugu, adsorpsiyon hiz sabitinin ise 3,42 x 108 mL/dk olarak hesaplanmistir.
Al1.4 bakteriyofajinin % 65’inin, A11.6 bakteriyofajininsa % 70’inin adsorpsiyonu igin
gerekli olan siirenin yaklasik 10 dakika oldugu saptanmistir. A11.4 ve All.6’nin
adsorpsiyon hiz sabitleri sirastyla 1,17 x 107" mL/dk ve 8,75 x 10°° mL/dk olarak
hesaplanmistir. A11.8 bakteriyofajinin % 80’min adsorpsiyonu igin gerekli olan siirenin
yaklasik 10 dakika oldugu saptanmistir. Bakteriyofajin adsorpsiyon hiz sabiti ise 1,40
x 1078 mL/dk olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.46. A1l bakteriyofajlarina ait adsorpsiyon egrileri

L12.1 bakteriyofajinin adsorpsiyon egrisi incelendiginde, bakteriyofajlarin % 80’inin
adsorpsiyonu i¢in gerekli olan siirenin yaklasik 6 dakika oldugu saptanmistir.
Bakteriyofajin adsorpsiyon hiz sabiti ise 1,13 x 107" mL/dk olarak hesaplanmustir.
L12.2’nin yaklasik % 90’1mnin adsorpsiyonu igin gegen siirenin 7 dakika oldugu tespit
edilmis, hiz sabiti ise 1,43 x 107" mL/dk olarak hesaplanmistir. L12.3 bakteriyofajinin
yaklasik % 90’1mnin adsorpsiyonu i¢in gecen siirenin 3 ila 4 dakika arasinda oldugu tespit

edilmistir. Bakteriyofajin adsorpsiyon hiz sabiti ise 2,83 x 107 mL/dk olarak
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Sekil 4.47. L12 bakteriyofajlarina ait adsorpsiyon egrileri
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L21.2 bakteriyofajinin

adsorpsiyon

egrisi

incelendiginde,

10 dakika

icinde

bakteriyofajlarin yaklasik % 60’min adsorpsiyonunun gergeklestigi belirlenmistir.

Bakteriyofajin adsorpsiyon hiz sabiti ise 4,35 x 108 mL/dk olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.48. L21.2 bakteriyofajina ait adsorpsiyon egrisi

L23.1 bakteriyofajinin adsorpsiyon egrisinden elde edilen sonuca gore, bakteriyofajlarin

% 80’inin konake1 hiicreye adsorbe olmasi i¢in gecen siirenin yaklasik 10 dakika oldugu
saptanmustir. Bakteriyofajin adsorpsiyon hiz sabiti ise 2,40 x 108 mL/dk olarak

hesaplanmistir. L23.2 bakteriyofajinin ise % 95’inin konakg¢1 hiicreye adsorbe olmasi igin

gecen siirenin yaklagik 9 dakika oldugu saptanmistir. Bakteriyofajin adsorpsiyon hiz

sabiti ise 5,13 x 10 mL/dk olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.49. L23 bakteriyofajlarina ait adsorpsiyon egrileri

91



P22.1 bakteriyofajinin adsorpsiyon egrisinden elde edilen sonuca gore, bakteriyofajlarin
% 90’1n1n konake1 hiicreye adsorbe olmasi i¢in gecen siirenin yaklasik 10 dakika oldugu

saptanmustir. Bakteriyofajin adsorpsiyon hiz sabiti ise 3,09 x 107" mL/dk olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 4.50. P22.1 bakteriyofajina ait adsorpsiyon egrisi

P41.2 bakteriyofajina ait adsorpsiyon egrisi incelendiginde, bakteriyofajlarin yaklasik %
70’inin adsorpsiyonu i¢in gecen siirenin 7 dakika oldugu tespit edilmistir. Bakteriyofajin
adsorpsiyon hiz sabiti ise 8,79 x 108 mL/dk olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.51. P41.2 bakteriyofajina ait adsorpsiyon egrisi
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PF.1 bakteriyofajinin adsorpsiyon egrisi incelendiginde, ilk 10 dakika igerisinde
bakteriyofajlarin yaklasik % 40’min adsorpsiyonunun gergeklesebildigi tespit edilmistir.
Bakteriyofajim adsorpsiyon hiz sabiti ise 1,52 x 1078 mL/dk olarak hesaplanmustir. PF.2
bakteriyofajimnin 10 dakika iginde yaklasik % 30’unun adsorpsiyonunun gergeklestigi ve
bakteriyofajin adsorpsiyon hizinin diisiik oldugu tespit edilmistir. Bakteriyofajin
adsorpsiyon hiz sabiti ise 2,71 x 10 ® mL/dk olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.52. PF bakteriyofajlarinin adsorpsiyon egrileri

PP.1 Dbakteriyofajinin adsorpsiyon egrisi incelendiginde, 10 dakika iginde
bakteriyofajlarin yaklasik % 30’unun adsorpsiyonunun gergeklestigi ve bakteriyofajin
adsorpsiyon hizinin diisiik oldugu tespit edilmistir. Bakteriyofajin adsorpsiyon hiz sabiti
ise 4,68 x 10" mL/dk olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.53. PP.1 bakteriyofajina ait adsorpsiyon egrisi
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4.2.7. pH ve Sicaklik Stabilitelerinin Belirlenmesi

Yapilan denemeler sonucunda, L12.1 bakteriyofajinin pH 7-9 araliginda stabil oldugu,
pH 7’nin altina diistiiglinde ve 9’un istiine ciktiginda stabilitesini yitirdigi, pH 3’lin
altinda ise sayisinin tespit edilemeyecek seviyelere diistiigii saptanmistir. Sicaklik
denemeleri ise bakteriyofajin 40°C’ye kadar stabil kalirken sonrasinda hizla aktivite
kaybr yasadigi ve sayisinin 60°C {istiinde tespit edilemeyecek seviyelere distiigi
belirlenmistir. L12.2 bakteriyofajinin pH 5-9 araliginda stabil oldugu, pH 4 ve 11°de
yaklasik 2 log-birimlik diislis yasadigi, buna karsin pH 3’lin altinda sayisinin tespit
edilemeyecek seviyelere diistiigii saptanmustir. Ayrica bu bakteriyofajin 40°C’ye kadar
stabil kalirken sonrasinda hizla aktivite kayb1 yasadigi, 50°C’de yaklasik 2 log-birimlik
diisiis yasadigi, 60°C tstlinde ise sayisinin tespit edilemeyecek seviyelere diistigi
belirlenmistir. L12.3 bakteriyofajinin pH 4-9 araliginda yiiksek oranda stabil oldugu, pH
11°de yaklasik 3 log-birimlik diisiis yasadigi, buna karsin pH 3 ve altinda sayisinin tespit
edilemeyecek seviyelere diistiigi saptanmustir. Sicaklik denemeleri ise bakteriyofajin
50°C’ye kadar stabil kalirken sonrasinda hizla aktivite kayb1 yasadigi, 60°C iistiinde ise

sayisinin tespit edilemeyecek seviyelere diistiigli belirlenmistir.
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Sekil 4.54. L12 bakteriyofajlarinin farkli pH ve sicaklik degerlerindeki stabilitesi

L21.1 bakteriyofajinin pH 5-9 araliginda yiiksek oranda stabil oldugu, pH 4 ve pH 11°de
yaklasik 2 log-birimlik diisiis yasadigi, buna karsin pH 3 ve altinda sayisinin tespit
edilemeyecek seviyelere diistiigli saptanmistir. Sicaklik denemeleri ise bakteriyofajin
40°C’ye kadar stabil kalirken sonrasinda aktivite kaybi yasadigi, 60°C {istlinde ise
sayisinin tespit edilemeyecek seviyelere diistiigii belirlenmistir. L21.2 bakteriyofajinin
pH 5’te yaklasik 1 log-birimlik dlsiis yasadigi, pH 4’te yaklasik 3 log-birimlik, pH 11°de
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ise yaklasik 2 log-birimlik diisiis yasadigi saptanmustir. Sicaklik denemeleri ise
bakteriyofajin 40°C’ye kadar stabil kalirken sonrasinda hizla aktivite kaybi yasadigi,
60°C ve istiinde ise sayisiin tespit edilemeyecek seviyelere diistiigli belirlenmistir.
L21.3 bakteriyofajinin pH 7-9 araliginda yiiksek oranda stabil oldugu, pH 5’te yaklasik 3
log-birimlik diisiis yasadigi, pH 11°de ise yaklasik 2 log-birimlik diisiis yasadigi
belirlenmistir. Ayrica bakteriyofajin 40°C’ye kadar stabil kalirken sonrasinda hizla
aktivite kayb1 yasadigi, 60°C ve lstiinde ise sayisinin tespit edilemeyecek seviyelere

diistligii tespit edilmistir.
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Sekil 4.55. L21 bakteriyofajlarinin farkli pH ve sicaklik degerlerindeki stabilitesi

L23.1 bakteriyofajinin pH 7-9 araliginda yiiksek oranda stabil oldugu, pH 4 ve 5’te
yaklasik 1-2 log-birimlik diistisler yasadigi, pH 11°de ise yaklasik 2 log-birimlik diisiis
yasadig1 saptanmistir. Diger gruplara oranla bu pH degerlerindeki diisiis sayisinin daha
az oldugu gozlenmistir. Sicaklik denemeleri ise bakteriyofajin 40°C’ye kadar stabil
kalirken sonrasinda hizla aktivite kayb1 yasadigi, 60°C ve iistiinde ise sayisinin tespit
edilemeyecek seviyelere distiigii belirlenmistir. L23.2 bakteriyofajinin pH 5-11
araliginda yiiksek oranda stabil oldugu, pH 4’te yaklagsik 3 log-birimlik diisiis yasadigi,
pH 3 ve altinda sayisinin tespit edilemeyecek seviyelere diistiigii saptanmigtir. L.23.3
bakteriyofajinin diger bakteriyofajlara nispeten pH 4-11 araliginda daha stabil oldugu,
pH 4’te ve 11°de yaklasik 1-2 log-birimlik diisiis yasadig ve diger bakteriyofajlarda
oldugu sekilde, pH 3 ve altinda sayisinin tespit edilemeyecek seviyelere diistiigii
saptanmistir. Sicaklik denemeleri ise bakteriyofajin 40°C’ye kadar stabil kalirken
sonrasinda hizla aktivite kaybi1 yasadigi, 60°C ve {stiinde ise sayisinin tespit

edilemeyecek seviyelere diistiigli belirlenmistir.
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Sekil 4.56. L23 bakteriyofajlarmin farkli pH ve sicaklik degerlerindeki degerlerindeki
stabilitesi

P22.1 bakteriyofajinin pH 5-11 araliginda yiiksek oranda stabil oldugu, pH 4’te yaklasik
4 log-birimlik disiis yasadigi saptanmustir. P22.2 bakteriyofajinin pH 5, 9 ve 11
degerlerinde 1-2 log-birimlik diistisler yasadigi, pH 4 degerinde ise 3-log birimden fazla
diistis yasadigr gortlmistiir. Sicaklik denemelerinde ise bakteriyofajin 40°C’ye kadar
stabil kalirken sonrasinda hizla aktivite kaybi yasadigi, fakat diger bakteriyofajlarin
aksine 60°C’de 1 saat inkiibasyon sonucunda hala belirli bir miktar bakteriyofajin aktif
kalabildigi saptanmigtir. P22.3 bakteriyofajinin pH 5-9 araliginda yiiksek oranda stabil
oldugu, pH 4’te yaklasik 2 log-birimlik diisiis yasadigi, pH 11°de ise 2 log-birimden daha
az digiis yasadigi belirlenmistir. Sicaklik denemelerinde ise bakteriyofajin 40°C’ye kadar
stabil kalirken sonrasinda aktivite kayb1 yasadigi, diger bakteriyofajlarin aksine 60°C’de
10! POB/mL seviyesinde aktif kalabildigi, 70°C ve iistiinde ise sayisinin tespit

edilemeyecek seviyelere diistiigii belirlenmistir.

1 e i :
" Zrz: . =
7| EP223 7] m W B P223
= . & 2 7 ’
- - 7. 7
E 64 E 64 2 7
8 8 '
o 54 a 54 7
e X A T
g g Al N
S 4 S 4 ’ ’ ’
= = ‘nh
&2 & 24 ? ? ?
7 17 187
i 1T 7
ol A NA || || . / 2002 107 7 NN
2 3 4 5 1 9 1 4 30 40 5 60 70 8 90
pH Sicaklik (°C)

Sekil 4.57. P22 bakteriyofajlarinin farkli pH ve sicaklik kosullarindaki stabilitesi
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P41.2 bakteriyofajinin pH 5-11 araliginda yiiksek oranda stabil oldugu, pH 4’te 6nemli
bir diisiis yasadig1 ve pH 3 ve altinda sayisinin tespit edilemeyecek seviyelere diistiigii
belirlenmistir. Sicaklik denemelerinde ise bakteriyofajin 50°C’ye kadar stabil kalirken
sonrasinda aktivite kayb1 yasadig1, diger bakteriyofajlarin aksine 60°C’de 10> POB/mL
seviyesinde aktif kalabildigi, 70°C ve iistlinde ise sayisinin tespit edilemeyecek seviyelere
diistiigii belirlenmistir. P41.3 bakteriyofajinin pH 7-11 araliginda yiiksek oranda stabil
oldugu, pH 5°te ufak bir diisiis yasarken pH 4’te yaklasik 2-log birimlik bir diisiis yasadigi
belirlenmistir. Sicaklik denemelerinde ise bakteriyofajin 50°C’ye kadar stabil kalirken
sonrasinda aktivite kayb1 yasadigi, 60°C ve istiinde ise sayisinin tespit edilemeyecek

seviyelere diistiigii belirlenmistir.
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Sekil 4.58. P41 bakteriyofajlarinin farkli pH ve sicaklik kosullarindaki stabilitesi

Al1.1 bakteriyofajinin pH 5-11 araliginda yiiksek oranda stabil oldugu, pH 4’te yaklasik
3-log birimlik bir diisiis yasadig1 belirlenmistir. A11.2 bakteriyofajinin pH 5-9 araliginda
yiiksek oranda stabil oldugu, pH 4’te yaklagik 2-log birimlik ve pH 11°de ise yaklasik 1-
log birimlik diigiis yasadigi tespit edilmistir. Ayrica 40°C’ye kadar stabil kalirken
sonrasinda aktivite kayb1 yasadigi, 60°C ve istiinde ise sayisinin tespit edilemeyecek
seviyelere diistiigii belirlenmistir. A11.4 bakteriyofajinin pH 5-9 araliginda yiiksek
oranda stabil oldugu, pH 4’te yaklagik 2-log birim ve pH 11°de yaklasik 1-log birim diisiis
yasadig1 belirlenmistir. Bakteriyofajin 40°C’ye kadar stabil kalirken sonrasinda aktivite
kayb1 yasadig1 goriilmiistiir. A11.6 bakteriyofajinin pH 5-9 araliginda yiiksek oranda
stabil oldugu, pH 4’te yaklasik 3-log birim ve 11°de yaklasik 2-log birim diisiis yasadigi,
50°C’ye kadar stabil kalirken sonrasinda aktivite kayb1 yasadigi, 60°C ve {iistiinde ise
sayisinin tespit edilemeyecek seviyelere diistiigii tespit edilmistir. A11.8 bakteriyofajinin

pH 5-9 araliginda yiiksek oranda stabil oldugu, pH 4’te yaklasik 2-log birim ve 11°de
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yaklasik 1-log birim disiis yasadigi, pH 3 ve altinda sayisinin tespit edilemeyecek

seviyelere diistiigli goriilmiistiir. Sicaklik denemelerinde ise bakteriyofajin 40°C’ye kadar

stabil kalirken sonrasinda aktivite kayb1 yasadigi, 60°C ve lstiinde ise sayisinin tespit

edilemeyecek seviyelere diistiigli belirlenmistir.
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Sekil 4.59. Al11 bakteriyofajlarinin farkli pH ve sicaklik kosullarindaki stabilitesi

PF1.1 bakteriyofajinin pH 5-9 araliginda yiiksek oranda stabil oldugu, pH 4 ve 11°de

yaklasik 3 ve 2-log birimlik diisiis yasadigi, pH 3 ve altinda sayisinin tespit edilemeyecek

seviyelere distiigii belirlenmistir. Sicaklik denemelerinde ise bakteriyofajin 40°C’ye

kadar stabil kalirken sonrasinda aktivite kaybi yasadigi, 60°C ve iistiinde ise sayisinin

tespit edilemeyecek seviyelere diistiigii belirlenmistir.
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Sekil 4.60. PF1.1 bakteriyofajinin farkli pH ve sicaklik kosullarindaki stabilitesi
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PF2.1 bakteriyofajinin pH 5-9 araliginda yiiksek oranda stabil oldugu, pH 4 ve 11°de 3-

log birimden fazla diislis yasadigi, pH 3 ve altinda sayisinin tespit edilemeyecek

seviyelere diistiigi belirlenmistir. Sicaklik denemelerinde ise bakteriyofajin 40°C’ye

kadar stabil kalirken sonrasinda aktivite kayb1 yasadigi, 60°C ve 102 POB/mL seviyesinin

istlinde aktif kalabildigi, 70°C ve iistliinde ise sayisinin tespit edilemeyecek seviyelere

distiigii belirlenmistir.
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Sekil 4.61. PF2.1 bakteriyofajimin farkli pH ve sicaklik kosullarindaki stabilitesi

PP.1 bakteriyofajinin pH 5-9 araliginda yiiksek oranda stabil oldugu, pH 4 ve 11°de

yaklagik 2-log birimlik diislis yasadigi, pH 3 ve altinda sayisinin tespit edilemeyecek

seviyelere diistiigii belirlenmistir. Sicaklik denemelerinde ise bakteriyofajin 50°C’ye

kadar stabil kalirken sonrasinda aktivite kayb1 yasadigi, 60°C ve {istiinde ise sayisinin

tespit edilemeyecek seviyelere diistiigii belirlenmistir.
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Sekil 4.62. PP.1 bakteriyofajinin farkli pH ve sicaklik kosullarindaki stabilitesi
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Bu denemelere ek olarak, siit uygulamalarinda kullanilacak olan bakteriyofajlar ayrica
diisiik sicaklik/uzun siire pastorizasyon kosullarini simiile etmesi amaciyla 63°C’de 30

dakika streyle de inkibe edilmis, islem sonrasinda aktif faj tespit edilememistir.

pH ve sicakligin bakteriyofajlarinin stabilitesi tizerindeki etkisi ¢alisma kapsaminda
gosterilmistir. Genel olarak, bakteriyofajlarin notr ve alkali kosullar altinda stabil oldugu
bulunmustur. Ote yandan pH 2 ve pH 3’te bakteriyofaj sayisinin tespit smirinin (10?
POB/mL) altina distiigii ve genel olarak pH 5'in altina diistiigiinde bakteriyofaj
sayllarinda Onemli bir azalma oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak her
bakteriyofajlarin genel itibariyle yiiksek sicakliklara duyarli oldugu bulunmustur.
40°C’de bile bakteriyofaj titrelerinde diisiisler gbzlenmis olup ve 50°C ve 60°C’de 1
saatlik inkiibasyondan sonra bakteriyofaj titrelerinin neredeyse yari yariya azaldigi
goriilmistiir. 70, 80 ve 90°C’de yapilan deneylerde tiim bakteriyofaj titrelerinin tespit
limitinin altina distigi gbézlemlenmistir. Pseudomonas bakteriyofajlarinin termal
direnci, literatiirde agiklanan izolatlar arasinda degiskenlik goOstermektedir. Bazi
arastirmacilar, siit endiistrisindeki 1s1l islemlerde kullanilanlara benzer zaman/sicaklik
kombinasyonlarina maruz kaldiktan sonra canli kalan bakteriyofajlar bildirmistir
[169,175]. Ote yandan 1s1l islemlere (>60°C, 30 dakika) maruz birakildiktan sonra
inaktive edilen bakteriyofajlar da bildirilmistir [109,172]. Bakteriyofajlar, gidanin
kendisinden ve Gretim sureclerinden kaynaklanan farkli pH ve sicaklik kosullarina maruz
kaldiklarindan, gida uygulamalarinda bakteriyofajlarin, pH ve sicaklik kararliligt
onemlidir. Siit iriinlerinde kullanilacak bakteriyofajlarin maruz kalacagi pH degerlerinin
genel olarak 4,5-6,8 araliginda, sicaklik degerlerinin ise 4°C ile 121°C arasinda degistigi
bilinmektedir [27]. Bu ¢alismada kullanilan bakteriyofajlar pH stabiliteleri agisindan
incelendiginde ¢ig siitte kullanima uygun olduklar1 goriilmistiir. Ayrica sicakliga duyarl
olduklar1 i¢in pastdrizasyon gibi islemler sonucunda canliliklarini kaybetmeleri ve nihai
iriinde aktif olarak bulunmamalar1 beklenir. Bu ag¢idan incelendiginde c¢alisilan

bakteriyofajlarin nihai uygulama igin uygun adaylar olduklar1 gézlenmistir.

4.4. Salmonella Bakteriyofaj Kokteylinin Uygulamalari
4.4.1. In-vitro Etkinlik Denemeleri

Hazirlanan bakteriyofaj kokteyli, MOI 0,01, MOI 0,1, MOI 1 ve MOI 10 degerlerini

karsilayacak sekilde bakteri kokteyli iizerine eklenmis ve inkiibasyona birakilmistir. Bu
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karisimdan 0, 2, 4, 6 ve 24. Saatlerde 6rnek alinarak uygun diliisyonlar hazirlanmis ve

yuzeye yayma yontemiyle selektif besiyerine ekim yapilarak bakteriyofaj etkinligi takip

edilmistir.
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Sekil 4.63. MOI 0,01, MOI 0,1, MOI 1, MOI 10 degerlerinde uygulanan Salmonella
bakteriyofaj kokteylinin bakteri kokteyli Gizerinde 24 saatlik surecteki etkisi.

In-vitro denemede elde edilen sonuglara gore, ilk 6 saatlik siire¢ degerlendirildiginde,
kontrol ve uygulama gruplar1 arasinda 6nemli farklarin bulundugu saptanmistir. Bu
sonuclara gore 6. saat sonunda MOI 0,01, 0,1, 1 ve 10 gruplari i¢in kontrole kiyasla 6,23,
5,14, 4,26 ve 3,80 log-birimlik bakteriyel rediiksiyon elde edilmistir. 6. Saat sonrasinda
faj uygulamas1 yapilan gruplarda da bakteri sayis1 hizla artmasina ragmen, 24. saat
sonunda kontrol grubuna kiyasla MOI 0,01, 0,1, 1 ve 10 i¢in sirasiyla 0,89, 1,02, 0,79 ve
1,12 log-birimlik azalmalar gozlenmistir. Bu 6rneklerde, farkli MOI degerleri arasinda
anlaml bir fark bulunmamasina karsin, bakteriyofaj uygulamasi yapilmayan kontrol
grubu ile uygulama yapilan tiim gruplar arasinda anlamli bir fark olustugu goriilmiistiir

(p<0,05).

37°C’de 24 saatlik inkiibasyonun ardindan en ideal MOI degerleri bakteriyofaj
kokteylinin bakteri sayisini diisiirme oranina gore belirlenmis ve hem 6 saat hem de 24
saat sonuclar1 goz 6niinde bulundurularak uygulamasi sonucunda, MOI 0,01 ve MOI 10
degerlerindeki bakteriyofajlarin daha giiclii bir etki gosterdigi saptanmistir. Bu sebeple
slitte Salmonella miktarin1 azaltmak i¢in bakteriyofaj bazli biyokontrol uygulamasinda

hem MOI 0,01 hem de MOI 10 degerlerinin denenmesine karar verilmistir.
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4.4.2. Bakteriyofaj Kokteylinin Siitteki Etkinliginin Belirlenmesi

Olusturulan bakteriyofaj miksinin siit ortamindaki etkinligi test edilirken steril taze yagsiz
sut kullanilmistir. Siite oncelikle hazirlanan bakteri karisimindan eklenmis, daha sonra
bir 6énceki asamada belirlenen optimum MOI degerleri saglanacak sekilde bakteriyofaj
kokteyli ilave edilmistir. Kontrol grubuna ise bakteri ve bakteriyofaj ile ayni1 miktarda
steril PBS eklenmistir. Ornekler 4°C’de inkiibe edilmis, 0, 2, 4 ve 6 saatlik inkiibasyondan
sonra alinan 6rneklerdeki canli bakteri sayilari ilgili selektif besiyerlerine ekim yapilarak

kontrol edilmistir. Siit ortaminda yapilan denemeye dair sonuclar asagidaki sekilde

verilmistir.
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Sekil 4.64. Siit ortaminda Salmonella bakteriyofaj kokteylinin bakteri eliminasyon
etkinligi

Bu sonuglara gore 4°C’de siit ortaminda bakteri eliminasyonu acisindan en etkin sonug
MOI 10 degerinde alinmistir. Bu grupta kontrol grubuna oranla, 6 saatlik inkiibasyon
sonucunda bakteri sayisinda 0,77 log-birimlik bir azalma gorilmistiir. Buna karsin MOI
0,01°de 6 saatlik inkiibasyon sonucunda bakteri sayisindaki diisiis 0,38 log-birimle sinirl
kalmustir. Inkiibasyon sonucunda {i¢ farkli gruptaki bakteri sayilari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark (p<0,05) olustugu gozlenmistir. Bakteriyofajlarin aktivitesini
etkileyen en 6nemli parametrelerden biri de sicakliktir. Salmonella fajlari ile yapilan diger

calismalarda da, diisiik sicakliklarda fajin etkinliginin daha sinirli oldugu saptanmistir
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[176]. Sicaklik, bakteriyofajlarin adsorpsiyon, penetrasyon, ¢ogalma ve latent dénem
stirelerinde temel bir rol oynamaktadir. Optimum sicakliklardan daha diisiik sicakliklarda,
daha az faj genetik materyali konakgi hiicrelere niifuz etmekte, bu da etkinligi
siirlandirmaktadir [177]. Ayrica diisiik sicakliklarda bakteri gelisiminin siirli olmasi
sebebiyle faj etkinliginin de daha diisiik oldugu belirtilmektedir. Bu sebeple diisiik
sicakliklarda gergeklestirilen denemelerde, daha smirli rediiksiyon degerleri elde
edilmektedir. Literatirde, Salmonella ile yapilan gida denemelerinde, bakteri sayisinda
cesitli diizeylerde diisiis elde edildigi goriilmektedir. Ornegin bir ¢alismada, tavuk
sosislerine faj uygulamasindan sonra Salmonella sayis1 1,8-2,1 log azaltildig:
belirtilmistir [178]. Ye ve ark. (2010), alfalfa filizlerine faj kokteyli uygulandiktan sonra
Salmonella seviyelerinin yaklasik 3 log azaldigini tespit etmistir [179]. Ayrica, Huang ve
akadaglar1 tarafindan yiriitillen bir ¢alismada (2018), faj uygulamasmin Salmonella
sayisini siitte MOI 1 ve 100 i¢in yaklasik 1,44 ve 2,37 log birim, sosiste MOI 1 i¢in 0,52
log birim ve marulda 2,02 log birim azalttigini belirtmistir [152].

4.4.3. Bakteriyofaj Kokteylinin Cig Siitteki Antimikrobiyal Aktivitesinin ve Siitiin

Mikrobiyal, Fiziksel ve Kimyasal Ozelliklerine Etkisinin Incelenmesi

4.4.3.1. Mikrobiyolojik Analizler

Salmonella bakteriyofajlariyla yapilan denemeler sonucunda, Al.1 ve A1.2 gruplrinda
inkiinasyon siresince Salmonella varligi saptanmamustir. 4°C’de 5 giin sonunda A2.1
grubunda bakteri sayisinda 0,27 log-birimlik artis gozlenirken A2.2 grubunda 0,67 log-
birim azalis goriilmiistiir. Faj kokteyli igermeyen kontrollerle karsilastirildiginda 1,01 log
birimlik bakteriyel azalma tespit edilmistir. t0 hari¢ tiim depolama giinlerinde,
bakteriyofaj uygulanan ve uygulanmayan gruplardaki bakteri sayilarinin anlamli 6l¢iide

farkli oldugu bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.65. 4°C’de 5 giin boyunca depolanan ¢ig siit 6rneklerinde Salmonella sayilari

4.4.3.2. pH ve Titrasyon Asitligi

4°C’de 5 giin siireyle depolanan ¢ig siit drneklerinin pH degerleri asagidaki sekilde
verilmistir. Bu sonuglara gore, 4°C’de 5 giinliik depolama sonucunda, Al.1 ve A2.1
gruplariin pH degerlerinde 0,84 birimlik diisiis gozlenirken, A1.2 ve A2.2 gruplarinin
ikisinde de 0,85 birimlik disiis gézlenmistir. 4°C’de 5 giin siireyle depolanan ¢ig siit
orneklerinin titrasyon asitligi degerleri Sekil 4.66°da verilmistir. Buna gore 4°C’de
gerceklesen depolama sonucunda Al.1 ve Al.2 gruplarinda titrasyon asitligi degeri
sirastyla 0,15 ve 0,16 birim artarken; A2.1 ve A2.2 gruplarinda sirasiyla 0,18 ve 0,20

birim artmustir.
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Sekil 4.66. 4°C’de 5 giin boyunca depolanan ¢ig siit 6rneklerinin pH (A) ve titrasyon
asitligi (B) degerleri
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4.4.3.3. Briks Degerleri

Cig siit degerlerinin depolama stiresince Briks degerlerinde goriilen degisim asagidaki
cizelgede verilmistir. Depolama silresince tum gruplarda Briks degerlerinde diisiis

gorilmistlir. Son giin aliman 6rneklerde yalnizca disardan bakteri inokiilasyonu yapilan

grupta istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur.

Cizelge 4.19. 4°C’de 5 giin boyunca depolanan ¢ig siit orneklerinin Briks degerleri

Ornek Zaman (giin)

0 1 2 3 4 5
Al.l  8383+0,05° 8,88+0,05° 8,80+0,00° 8,80+0,00° 8,78+0,05% 8,70+0,00°
Al2  9,18+0,32® 8,83+0,05° 8,75+0,06° 8,78+0,05° 8,73+0,05* 8,70+0,00°
A2.1  9,05+0,17®® 9,40+0,12* 9,20+0,35 8,85+0,06° 8,75+0,00* 8,75+0,06
A22  8,95+0,06® 9,20£0,12° 8,88+0,05° 8,95+0,06° 8,80+0,12* 8,70+0,00°

Sonuclar ortalamazstandart sapma olarak gosterilmis olup, farkli tist simgeler ilgili stitunda farkli
ornek gruplarinin renk degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir fark oldugunu
gostermektedir.

4.5. Pseudomonas fluorescens Bakteriyofaj Kokteylinin Uygulamalari

45.1. Bakteriyofaj Kokteylinin Farkh Yag iceriklerine Sahip Siitlerdeki

Etkinliginin Belirlenmesi

Asagidaki sekil, ti¢ farkli MOI'de ve kontrol grubunda bakteriyofaj kokteylleri ile
muamele edilmis tam yagl siit numunelerinde 5 giin boyunca goézlenen bakteri ve
bakteriyofaj sayilarini gostermektedir. 4°C’de depolamanin ardindan, MOI 10, 100 ve
1000 i¢in kontrole kiyasla bakteri sayisinda sirasiyla 3,96, 4,09 ve 3,52 log-birim
azalmalar gozlenmistir. Ayrica bakteriyofaj kokteyli uygulanmayan kontrol grubunda
bakteri sayisinin 5 gln igerisinde 4,47 log KOB/mL’den 8,21 log KOB/mL’ye yiikseldigi
belirlenmistir. Depolama stiresi boyunca bakteriyofaj sayisindaki artis da takip edilmistir.
Sonuglara gére MOI 10, 100 ve 1000 icin bakteriyofaj sayilarinda sirasiyla 2,61, 1,67 ve
0,63 log-birimlik artislar gorilmiistiir.
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Sekil 4.67. 4°C’de 5 giin depolanan tam yagl siit 6rneklerindeki bakteri ve bakteriyofaj

sayilari

Asagidaki sekil, bakteriyofaj uygulanmis ve uygulanmamis yagsiz siit érneklerinde 5
gunlik depolama siresi boyunca tespit edilen bakteri ve bakteriyofaj sayilari
gostermektedir. Buna gére, MOI'leri 10, 100 ve 1000 olan bakteriyofaj kokteyli ile
muamele edilen numunelerde depolama siiresinin sonunda kontrole kiyasla 4,39, 5,29 ve
5,10 log-birimlik 6nemli bakteri azalmalari gozlenmistir. Herhangi bir bakteriyofaj
uygulamasi yapilmayan yagsiz siit 6rneginde bakteri sayisinin 5 giin sonunda 4,73 log
KOB/mL’den 8,62 log KOB/mL’ye yiikseldigi tespit edilmistir. Ayrica MOI 10, 100 ve
1000 gruplari i¢in ilk giine kiyasla bakteriyofaj sayilarinda sirasiyla 3,49, 2,85 ve 1,70
log-birim artis tespit edilmistir.
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Sekil 4.68. 4°C’de 5 giin depolanan yagsiz siit 6rneklerindeki bakteri ve bakteriyofaj

sayilari
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Literatlrde, siitte Pseudomonas fluorescens suslarmin kontrolii i¢in farkli MOI'lerde
bakteriyofaj kokteyli uygulanmasina yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bakteriyofaj
kokteylinin siit uygulamasinda elde edilen sonuglar, tim MOI gruplari i¢in basarili bir
bakteriyel azalma gostermistir. Literatlirde benzer bakteriyofaj gruplarina sahip siit
uygulamalarinda bakteri sayisinda genel olarak 2-3 log-birim azalma go6zlendigi
bildirilmektedir [27,40,172]. Mevcut ¢alismada, 5 giinliik inkiibasyonun sonunda bazi
uygulama gruplarinda 5,29 log-birime kadar bakteri azalmasi gézlemlenmistir. TUm
uygulama gruplarinda bakteriyofaj sayisinda artis gézlenmis ve buna bagli olarak
bakteriyofaj sayis1 arttikga bakteri sayisindaki azalmanin da arttigi saptanmustir. Ug
uygulama grubuna (MOI 10, 100 ve 1000) farkli konsantrasyonlarda bakteriyofajlar
eklenmesine ragmen, depolamay1 takip eden giinlerde bakteriyofaj sayilari arasinda
anlaml1 bir fark olusmadigi gézlemlenmistir (p<0,05). Depolamanin ilk giinlerinde farkli
MOT'lerdeki bakteri sayilari arasinda 6nemli farkliliklar bulunurken, depolamanin sonuna
dogru farkli MOI gruplar1 arasinda anlamli bir fark olugsmamuistir (p<0,05). Tam yagh ve
yagsiz siit i¢in yapilan her iki uygulamada da maksimum bakteri azalmasinin saglandigi
grup MOI 100 grubu olmugstur. Literatiirde ¢ok sayida calisma, daha yiliksek MOI
degerlerinde daha fazla bakteri eliminasyonunun saglandigini goéstermistir [180]. Yapilan
bir ¢alismada yiiksek titrede bakteriyofaj uygulandiginda “disaridan lizis” olarak bilinen
bir slirecin meydana geldigi ve bunlarin replikasyon olmaksizin sitoplazmik membranin
lizisine neden oldugu bildirilmistir [181]. Bununla birlikte, asir1 yiiksek bakteriyofaj
konsantrasyonlarinin bakteriyofaj immiin sistemini uyararak duyarsiz mutantlara neden
olabilecegi de akilda tutulmalidir [182]. Bu nedenle, miimkiin olan en diisiik ve en etkili
MOI ile galisiimalidir. Bu sebeple bu ¢alisma kapsamindaki denemelerde daha yiiksek

MOI degerlerine yer verilmemis ve optimum MOI 100 olarak belirlenmistir.

Yagsiz ve tam yagh siit sonuglart karsilastirildiginda yagsiz siitte hem bakteriyofaj
sayisindaki artisin hem de bakteri sayisindaki azalmanin daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Bu durum, gida bilesenlerinin bakteriyofaj aktivitesi {izerindeki sinirlayici etkisi ile
aciklanabilmektedir. Bakteriyofajlar ve gida matrisi arasindaki etkilesim iizerine yapilan
caligmalar siirli olmakla birlikte, yag ve protein gibi bilesenlerin gidadaki bakteriyofaj
aktivitesi tlizerinde olumsuz etkiye sahip olabilecegi bilinmektedir. Siitteki yag
globdllerinin antibakteriyofaj aktivitesi ile iligkili oldugu daha 6nceki ¢alismalarda ortaya

konmustur [183]. Literatiirde gida matriksi ile bakteriyofaj stabilitesi arasindaki iligkiyi
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aciklamaya yonelik yapilan ¢alismalarda siit ve siit tirtinlerinin kullaniminin daha yaygin
oldugu goriilmektedir. Ornegin Listeria A511 bakteriyofajiyla yapilan bir ¢alismada yag
globillerinde bakteriyofaj stabilitesi arastirilmis ve ¢ig siitiin yag, peynir alt1 suyu ve
kazein fraksiyonlarinin bakteriyofaj titrelerini azalttig1 bildirilmistir [116]. Bu durum, tez
calismasi kapsaminda elde edilen sonuglarla da uyumludur. Yag igerigi yiiksek siitte
bakteriyofaj sayisinin ve buna bagl olarak bakteriyofajlarin inhibisyon aktivitesinin daha

diisiik oldugu ortaya ¢ikmistir.

4.5.2. Bakteriyofaj Kokteylinin Cig Siitteki Antimikrobiyal Aktivitesinin ve Siitiin

Mikrobiyal, Fiziksel ve Kimyasal Ozelliklerine Etkisinin Incelenmesi

Bakteriyofajlarin siit ortamindaki etkinligi tespit edildikten sonra, daha kapsamli bir ¢ig
sit denemesi tasarlanarak bakteriyofaj kokteylinin ¢ig siitteki P. fluorescens grubu
suslarina ek olarak diger baskin mikroorganizma gruplarina ve ¢ig siitiin baz1 fiziksel ve

kimyasal 6zelliklerine etkisi de incelenmistir.

4.5.2.1. Mikrobiyolojik Analizler

4°C’de 5 giin ve 25°C'de 24 saat siireyle inkiibe edilen ¢ig siit 6rneklerindeki PF sayilar
Sekil 4.69'da verilmistir. Bu sonuglara gore, 4°C’de 5 giin sonunda A1.1 ve A2.1 gruplari
icin PF sayisinda 1,94 ve 2,78 log-birimlik artiglar gozlenmistir. Depolama sirasinda,
bakteri sayisinin negatif kontrolde 5,58 log KOB/mL'ye ve bakteri karigimi ile inokiile
edilen A2.1 grubunda 8,53 log KOB/mL’ye kadar yiikseldigi gortilmiistiir. Bakteriyofaj
kokteyli icermeyen kontrollerle karsilastirildiginda A1.2 ve A2.2'de sirasiyla 1,67 ve 3,44
log birimlik bakteriyel rediiksiyon tespit edilmistir. tO hari¢ tum depolama gunlerinde,
bakteriyofaj uygulanan ve uygulanmayan gruplardaki bakteri sayilarinin anlamli 6lgtide
farkli oldugu bulunmustur (p <0,05).

Benzer sekilde, bakteriyofajsiz tim numunelerde 25°C’de 24 saat boyunca bakteri
sayisinin arttigi gozlenmistir. Bakteri ve bakteriyofaj eklenmemis kontrol grubunda, PF
sayis1 24 saat i¢inde 2,2 log birim artarken, PF bakteri karisimi ile kontamine edilmis
grupta bakteri sayis1 1,3 log birim artmustir. 24 saatin sonunda, B1.2 ve B2.2 igin

kontrollerine kiyasla PF sayisinda sirasiyla 2,38 ve 2,15 log-birimlik azalmalar
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gozlenmistir. Bakteriyofaj uygulanan ve uygulanmayan gruplar arasinda t0 hari¢ tiim

zamanlar i¢in anlamli (p<0,05) fark oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.69. 4°C’de 5 giin (A) ve 25°C'de 24 saat (B) siireyle inkiibe edilen ¢ig siit

orneklerindeki PF sayilari

Denemeler sonucunda oda sicakliginda ve buzdolabi sicakliginda depolanan ¢ig siit
orneklerinde bakteriyofaj kokteylinin etkin bir sekilde ¢alisarak hedef bakteri sayisinin
baskilanmasima yardimci oldugu saptanmistir. Bakteriyofaj uygulamasi yapilmayan
orneklerde bakteri sayist hizla yiikselerek enzim iiretimini miimkiin kilan sayilara
ulagsmigken, bakteriyofaj uygulamasi sayesinde bu yiikselis kontrol altinda tutulabilmistir.
Literatiirdeki bir baska ¢alismada, bakteriyofajin, soguk depolama kosullarinda siitte
Pseudomonas lactis gelisimini baskilayip baskilamadigini aragtirmak i¢in CM-LB broth,
yagsiz siit ve tam yagl siite bakteriyofaj ekleyerek canli hiicre sayisindaki diisiis
izlenmistir. Bakteriyofaj enfeksiyonu olmadan, CM-LB broth, yagsiz siit ve tam yagli siit
icin tum Orneklerde P. lactis sayilar1 yaklasik 1x10° KOB/mL’ye yiikseldigi
belirtilmistir. Bakteri sayilar1 bakteriyofajin eklenmesinden yaklagik 32 veya 48 saat
sonrasina kadar artmaya devam etse de, bakteri sayilarinin tiim uygulama gruplarinda
kademeli olarak azalmaya basladigi ve. CM-LB broth, yagsiz siit ve tam yagl siitte,
bakteriyofajla uygulanan gruplardaki canli bakteri sayilarinin, bakteriyofaj
uygulanmayanlara kiyasla 1000 kat azaldig1 ve canli hiicre sayilarinin, enfeksiyondan 128

saat sonraya (yaklasik 5 giin) kadar diisiik kaldigi rapor edilmistir [172].

4°C ve 25°C’de inkibe edilen sutteki bakteriyofaj kokteylinin TAMB sayilar tizerindeki
etkisi Sekil 4.70'te gosterilmistir. Buna gore, 4°C’de inkiibasyon sirasinda tim gruplarda

TAMB sayilar1 artmistir. TAMB sayilar1 dalgalanma gostermekle birlikte en yiiksek say1
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Ozellikle inktbasyonun son iki guniinde bakteri inokilasyonu yapilan A2.1 grubunda
gbzlenmistir. Bu gruptaki bakteri sayisi 4. ve 5. giinlerde diger gruplardan anlamli olarak
farkli bulunmustur (p<0,05). Depolamanin basindan sonuna kadar gruplarda TAMB

sayilarinin 2,24-2,93 log-birim arasinda arttig1 tespit edilmistir.

25°C’de inkiibe edilen drneklerde ise, 24 saat sonunda B1.1 ve B1.2 gruplarinda sirasiyla
3,20 ve 3,30 log birimlik artis gozlenmistir. B2.1 ve B2.2 gruplarinda ise TMAB
sayilarinda sirasiyla 3,09 ve 3,17 log-birimlik artis saptanmistir. Inkiibasyon sonucunda
bakteriyofaj eklemesi yapilan ve yapilmayan gruplar arasinda anlamli bir fark olustugu

belirlenmistir (p<0,05). Bakteriyofaj eklenen gruplardaki TMAB sayilari, digerlerinden

daha yiiksek bulunmustur.
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Sekil 4.70. 4°C’de 5 giin (A) ve 25°C'de 24 saat (B) siireyle inkiibe edilen ¢ig siit
orneklerindeki TMAB sayilari

4°C’de 5 giin ve 25°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilen ¢ig siit orneklerindeki LAB
sayilar1 sekil 4.71°de verilmistir. Buna gore, 4°C’de yapilan depolama sonucunda LAB
sayilar1 Al.1 ve Al.2 gruplarinda sirasiyla 2,24 ve 2,36 log-birimlik artis gostermistir.
Buna karsilik A2.1 ve A2.2 gruplarinda sirasiyla 1,31 ve 2,15 log-birimlik artis
gorilmistiir. Bakteri inokiilasyonu yapilmayan gruplarda LAB sayilarinda daha diisiik
artislar oldugu goriilmiistiir. Depolamanin 1. ve 4. giinlerinde 6rnekler arasinda anlaml
bir fark bulunmazken 5 giiniin sonunda drnek gruplart arasinda anlamli farklar (p<0.05)
goriilmiis ve bakteriyofaj uygulamasi yapilan gruplarda son giinde LAB sayilar
digerlerinden daha yiiksek ¢cikmistir. Yalnizca bakteri inokiilasyonu yapilan grupta ise
LAB sayilarinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
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25°C’de gergeklesen depolama siirecinde ise, 24 saat sonunda B1.1 ve B1.2 gruplarindaki
LAB sayisinda sirasiyla 3,19 ve 3,24 log-birimlik artis goriilmiistiir. Buna karsilik B2.1
ve B2.2 gruplarinda 3,40 ve 3,49 log-birimlik artislar saptanmustir. 11k 4 saat i¢inde 6rnek
gruplar1 arasinda ciddi farklar gézlenmezken, 8. saatten itibaren yalnizca bakteriyofaj
eklenen grupta, 12. saatten itibaren de hem bakteri hem bakteriyofaj eklemesi yapilan
grupta daha yiiksek LAB sayilari saptanmistir. Yalnizca P. fluorescens suslarinin
eklendigi grupta, LAB sayis1 digerlerine gore daha diisiik kalmistir. 24. saate kadar, 6rnek
gruplar1 arasinda anlamli farklar goriiliirken, 24. saat itibariyle alinan 6rneklerdeki LAB

sayilar1 arasinda anlamli bir fark goriillmemistir (p<0,05).
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Sekil 4.71. 4°C’de 5 giin (A) ve 25°C'de 24 saat (B) siireyle inkiibe edilen ¢ig siit
orneklerindeki LAB sayilari

Laktik asit bakterileri, ¢ig slitte yaygin olarak bulunan bir bakteri grubudur. Siitiin
fermantasyonunda 6nemli bir rol oynar, fermente siit tiriinlerinde arzu edilen tatlarin ve
dokularin gelistirilmesine katkida bulunurlar. Laktozu fermente eden bir bakteri grubu
olan LAB, pastorizasyondan once sigir, keci, koyun ve manda siitlinde baskin bir
popiilasyon oldugu bildirilmektedir. Siitte en yaygin LAB cinsleri arasinda Lactococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus ve Enterococcus bulunmaktadir [184]. 4°C’de
ve 25°C’de yirtulen deneyler sonucunda, genel itibariyle P. fluorescens sayisinin daha
yiiksek oldugu gruplarda LAB sayisinin daha diisiik oldugu saptanmistir. Bu durum, besin
rekabeti ile agiklanabilmektedir. Pseudomonas ve LAB, ¢ig siitte bulunan besinler igin
rekabet etmektedir. Ozellikle uzun siireli sogutmalarda, Pseudomonas spp. ¢ig siitiin
baskin mikroflorasi haline gelmektedir, ¢unki bu mikroorganizmalar, ¢ig siitteki diger

gruplarla karsilagtirlldiginda sogutma sicakliklarinda ¢ok daha kisa bir jenerasyon
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siresine sahiptir [185]. Sonug¢ olarak, Pseudomonas ¢ig siitte dominant hale gelmekte ve
LAB’yi geride birakarak bu grubun gelismesini sinirlayabilmektedir. Literatiirde de buna
benzer durumlar rapor edilmis ve besin rekabeti sebebiyle P. fluorescens’in Escherichia
coli O157:H7’nin gelisimini baskiladig: tespit edilmistir [186]. Bakteriyofaj eklemesi
yapilan gruplarda da daha yiiksek LAB sayis1 elde edilmesi, bu durumu dogrulamistir.
Bakteriyofajlarin PF sayisin1 azaltmasini takiben, LAB de ortamda daha baskin hale

gelebilmistir.

4°C’de 5 giin ve 25°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilen ¢ig siit 6rneklerindeki EB sayilari
sekil 4.72°de verilmistir. 4°C’de elde edilen sonuglara gore, EB sayis1 depolama sonunda
Al.l ve Al1.2 gruplarinda sirasiyla 1,05 ve 0,87 log-birim artarken; A2.1 ve A2.2
gruplarinda sirastyla 0,95 ve 1,22 log-birim artis gdstermistir. Ornek gruplari arasinda 0,
1, 2, ve 4. giinlerde anlamli bir fark bulunmazken son giin alinan 6rneklerde gruplar
arasinda anlamli fark olustugu goriilmistiir (p<0,05). Yalnizca bakteriyofaj eklemesi

yapilan grupta (A1.2) EB sayilarinin daha diisiik oldugu saptanmistir.

25°C’de gergeklesen depolamada ise, beklenildigi lizere EB sayilar1 4°C’ye gore daha
yiiksek seyretmistir. B1.1 ve B1.2 gruplarinda 24 saat sonunda EB sayilari sirasiyla 2,22
ve 2,27 log-birimlik artis gostermistir. Buna karsilik B2.1 ve B2.2 gruplarinda sirasiyla
1,66 ve 2,32 log-birimlik artis goriilmiistiir. 24. saat 6rneklerinde bakteriyofaj eklemesi
yapilan ve yapilmayan gruplar arasinda anlamli fark olusmustur (p<0,05). Ozellikle 12.
saat sonrasinda bakteriyofaj eklemesi yapilan gruplarda daha yiiksek EB sayilar elde

edilmistir.
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Sekil 4.72. 4°C’de 5 giin (A) ve 25°C'de 24 saat (B) siireyle inkiibe edilen ¢ig siit

orneklerindeki EB sayilari
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Enterobacteriaceae, hem insanlarin hem de hayvanlarin bagirsaklarinda dogal olarak
bulunabilen blyiik, heterojen bir Gram-negatif bakteri grubudur ve Escherichia, Shigella,
Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, Serratia gibi pek ¢ok cinsi i¢ine almaktadir. Bu
cinsler cevrede yaygin olarak bulunmakta ve pek c¢ok yolla st kontamine
edebilmektedir [187]. Enterobacteriaceae, gida endiistrisinde indikatdr organizmalar
olarak mikrobiyolojik kalite test edilirken hijyen durumunu degerlendirmek i¢in etkili
parametreler olarak kullanilmaktadir [188]. Oda sicakliginda bakteriyofaj eklemesi
yapilan gruplarda EB sayisiin daha yiiksek ¢ikmasmin bir sebebi, bu gruplarda
bakteriyofajlarin P. fluorescens sayisini diisiirerek rekabeti azaltmasi ve bu sicakliklarda
EB grubuna ait bakterilerin daha rahat sekilde geliserek sayilarini artirabilmesi olabilir.
4°C’de siirdiiriilen depolamada ise, bakteriyofaj uygulamasinin 4. giine kadar EB sayilart
arasinda 6nemli bir fark olusturmadigi gortilmistiir. Bu gruptaki bakterilerin, gida
kaynakli patojenler de dahil olmak tizere ¢gogunun mezofilik olmasi ve diski kaynakl
Enterobacteriaceae’nin opitumum gelisme sicakligimin 37°C olmasi sebebiyle bu
sicakliklarda popiilasyonda baskin hale gelememesinin etkili olabilecegi diistinlilmiistiir

[189].

Cig siitiin depolama stirecindeki mikrobiyal degisimleri takip eden diger ¢alismalarda da,
bakteri dinamiklerinin farkliliklar gésterdigi belirtilmistir. Tek bir farkli susun varliginin
bile mikrobiyal denge lizerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilecegi diisiiniilmektedir.
Diisiik sicakliklar sebebiyle, ilk numunede sayica hayli diisiik olabilen bazi bakteri
tdrlerinin ¢cogalip baslangigta dominant olan turleri ortadan kaldirabildigi goriilmektedir
[190]. Bir basgka calismada, bu ¢alisma kapsaminda elde edilen sonuglara paralel olarak
4°C’de depolamanin ilk 48 saati boyunca toplam bakteri sayis1 ve psikrotrof
mikroorganizmalarin sayisi diizenli olarak artarken, mezofilik laktik bakterilerdeki artisin
daha smurli oldugu goriilmiistiir. Buna karsin 13-15°C’de yapilan depolamada 24 saatin
sonunda mezofilik laktik bakterilerin sayisinin psikrotrof grubundan daha yiiksek oldugu

saptanmigtir [191].

St ve st dranlerinde bakteriyofaj temelli kontrol stratejileri yogun olarak
calisilmaktadir. Bakteriyofajlar ve faj kokteylleri pastorize ve UHT sute, farkli tipteki
peynirler ve yogurtlar ile peynir alti suyu ve teleme gibi ara triinlere uygulanarak gesitli
mikroorganizma gruplariin kontrolii tizerine ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir [192-196]. Bu

uygulamalarin bakterilerin biyokontroliindeki basaris1 degiskenlik gostermektedir.
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Gidanin fiziksel yapisi ve kompleks icerigi hem bakteriyofajlar iizerine direkt olarak etki
edebilmekte, hem de bakteri-faj etkilesimine etkisi tizerinden dolayli olarak uygulamanin
seyrini degistirebilmektedir. Siit ile yapilan c¢alismalarda genel olarak, ¢ig siitteki
bakteriyel eliminasyonun UHT ve diger 1s1l islem gérmiis siitlere gore daha diisiik oldugu
saptanmustir. Ornegin bir ¢alismada ¢ig siitte faj uygulamas: ile Staphylococcus aureus
sayisinda azalma saglanamazken 90°C’de 1sil islem gormiis siitte 7,2 log birimlik
rediiksiyon elde edilmistir [195]. Bu sonuclara paralel olarak, mevcut ¢alisma
kapsaminda da UHT siit denemelerinde elde edilen bakteriyel rediiksiyonun, ¢ig siite gore

daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Hem s1vi hem de jel formdaki siit {iriinlerinde pastorizasyon, homojenizasyon, uygulama
yontemi, MOI ve depolama kosullarinin faj aktivitesinde belirleyici oldugu belirtilmistir.
Genel olarak, sivi lriinlerde bakterinin eliminasyonunun daha yiiksek basariyla elde
edilebildigi ortaya konmustur. Daha yiiksek sertlik ve viskozite degerlerine sahip
urinlerde, bakteri-bakteriyofaj etkilesiminin kisitlanmasi  sebebiyle aktivitenin
kisitlandigr diistiniilmektedir [117]. Bu kosullara ek olarak, siitiin kompleks i¢erigindeki
major ve mindr bilesenlerin de direkt ya da indirekt olarak bakteriyofaj aktivitesine etki
ettigi bildirilmistir. Ornegin siit proteinleri ile bakteriyofajlar arasindaki etkilesimleri
konu edinen az sayida calismada, bakteriyofajlarin 6zellikle kazein fraksiyonu ile
etkilesiminin yliksek diizeyde oldugu, ortam pH’inin ya da homojenizasyon kosullarmin
degismesi ile, kazeindeki degisimlere paralel olarak faj geri kazaniminin ve afinitesinin
de degistigi ortaya konulmustur [117,197,198]. Siitteki lipidler ile bakteriyofaj etkilesimi
Uzerine yapilan ¢aligmalardan elde edilen veriler, siit yagi globillerindeki yapisal
degisikliklerin bakteriyofajlarin hem aktivitesini hem de baglanmasini etkiledigini
go6stermektedir. Bu ¢aligmalarda, yag orani diisiik olan ya da yagsiz formiilasyonlarda
bakteriyel rediiksiyonun ve bakteriyofaj geri kazaniminin arttigi tespit edilmistir
[117,192,195]. Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda da, yagsiz siitte yagl siite oranla daha
basarili sonuglar elde edilmistir. Bakteriyofajlar ile siitteki karbonhidratlar arasindaki
etkilesim tiizerine detayli ¢aligmalar bulunmasa da, bakteriyofajlarin bakteri hiicresinde
baglandig1 reseptorlere benzer yapidaki oligosakkaritlerin ya da ¢esitli glikoproteinlerin
bakteriyofaj baglanmasina neden olarak faj-bakteri etkilesimini kisitlayabilecegine

yonelik ongoriiler bulunmaktadir. Siitte bulunan antikorlarin ya da diger bazi biyoaktif
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molekdllerin de hem antiviral etkiler hem de faj-bakteri etkilesimini kisitlama yoluyla

bakteriyofajlarin etkinliginde kisitlamalara yol agabilecegi bildirilmektedir [117].

Tum bu sonuglar, bakteriyofaj ¢alismalarinda ger¢ek 6rnek denemelerinin dnemli bir yer
tuttugunu gostermektedir. CUnku bakteriyofajlarin aktivitesi ve bakteriyofaj-bakteri
etkilesimi iceriksel ve ¢evresel kosullara gore degisebilmektedir. Bu sebeple olusturulan
bakteriyofaj kokteyllerinin etkinligi hedef ortamlarda test edilmelidir. Bu amagla ¢alisma
kapsaminda izole edilip karakterizasyonlar1 tamamlanan bakteriyofajlardan hazirlanan
bakteriyofaj kokteylinin etkinligi, ¢ig siit drneklerinde ve farkli depolama kosullarinda
izlenmistir. Literatiirde direkt olarak ¢ig siitte gergeklestirilen denemelerin sayisi ¢ok
kisithdir. Bu caligsma kapsaminda hem bu konudaki eksiklik giderilmis, hem de ¢ig siitteki
hedef mikroorganizma grubu disindaki bakteri gruplarinin da sayisi takip edilmis, boyle
bakteriyofaj kokteylinin etkisini daha kapsamli olarak degerlendirmek miimkiin

olmustur.

4.5.2.2 pH ve Titrasyon Asitligi

4°C’de 5 giin ve 25 °C’de 24 saat siireyle depolanan ¢ig siit 6rneklerinin pH degerleri
Sekil 4.73’te verilmistir. Bu sonuglara gore, 4°C’de 5 giinliik depolama sonucunda, A1.1
ve Al.2 gruplarinin pH degerlerinde sirasiyla 0,06 ve 0,04 birimlik diisiis gozlenirken,
A2.1 ve A2.2 gruplarinin ikisinde de 0,12 birimlik diisiis gdzlenmistir. Bu sonuglara gore,
depolama sonunda PF inokiilasyonu yapilan ve hem PF inokiilasyonu hem de bakteriyofaj

eklemesi yapilan grupta daha diisiik pH degerleri elde edilmistir.

25°C’de 24 saat siireyle gergeklestirilen depolama sonucunda B11.1 ve B1.2 gruplarinda
sirasiyla 1,71 ve 1,93 birimlik pH diisiisii gézlenirken, B2.1 ve B2.2 gruplarinda sirasiyla
1,66 ve 1,86 birimlik pH disiisii gozlenmistir. Depolama sonunda orneklerin pH
degelerinin 4,67 ile 4,94 arasinda degistigi tespit edilmistir. Bu sonuclara gore,
bakteriyofaj eklemesi yapilan gruplardaki pH degerlerinin digerlerine kiyasla daha diisiik

oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.73. 4°C’de 5 giin (A) ve 25°C’de 24 saat siireyle depolanan ¢ig siit 6rneklerinin

pH degerleri

4°C’de 5 giin ve 25°C’de 24 saat siireyle depolanan ¢ig siit drneklerinin titrasyon asitligi

degerleri Sekil 4.74°te verilmistir. Buna gore 4°C’de gergeklesen depolama sonucunda

Al.1 ve A1.2 gruplarinda titrasyon asitligi degeri sirastyla 0,04 ve 0,08 birim artarken;

A2.1 ve A2.2 gruplarinda sirasiyla 0,11 ve 0,05 birim artmistir. 5 giiniin sonunda en

yiiksek titrasyon asitligi degeri yalnizca PF inokiilasyonu yapilan grupta elde edilmistir.

25°C’de gergeklesen depolama sonucunda ise B1.1 ve B1.2 gruplarinda titrasyon asitligi

degeri sirasiyla 0,48 ve 0,55 birim artarken; B2.1 ve B2.2 gruplarinda sirastyla 0,46 ve

0,60 birim artmistir.
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titrasyon asitligi degerleri
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Literatiirde benzer bir ¢aligmada farkli sicakliklarda depolama sirasinda Pseudomonas
fluorescens inokiile edilmis ¢ig ve sterilize siitte titrasyon asitligi takip edilmistir. Bu
calismadaki verilere paralel sekilde, 4°C’de siitte titrasyon asitliginin bir miktar arttig1 ve
bu artisin 10°C’de daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu durum, artan protein hidrolizinin
amino asit miktarmni artirmasi, bunun da biyojenik aminlerin olusumuna yol agmastyla
aciklanmistir. Cig siit icin 10°C’de titrasyon asitligi ile toplam amin seviyeleri arasinda
anlamli pozitif korelasyon gézlenmistir. Buna ek olarak, titrasyon asitligi ile proteolitik
aktivite arasinda da 6nemli bir korelasyon gozlenmistir [199]. Bu ¢alisma kapsaminda
elde edilen sonuglar, ¢ig siite bakteri eklenmesi ve faj kokteyli uygulanmasi sonucu siitiin
kompleks mikrobiyal yapisinda gerceklesen dalgalanmalara paralel olarak, pH ve
titrasyon asitligi degerlerinde de minimal degisimler olusabilecegini gostermistir. Bu
durum da, bakteriyofajlarla yiiriitilen ¢aligmalarda, gida iizerindeki etkilerin daha

biitiinciil ve detayli bir yaklagimla incelenmesinin gerekli oldugunu ortaya koymustur.

4.5.2.3. Briks Degerleri

pH ve titrasyon asitligine ek olarak ¢alisma kapsaminda, bakteriyofaj kokteyli uygulanan
¢ig sut orneklerinin 4°C’deki hem de 25°C’deki Briks degerleri de depolama siiresince

takip edilmistir. Briks degerlerindeki degisim asagidaki ¢izelgelerde verilmistir.

Cizelge 4.20. 4°C’de 5 giin boyunca depolanan ¢ig siit 6rneklerinin Briks degerleri

Ornek Zaman (guin)

0 1 2 3 4 5

All  9,63+0,05¢ 9,75+0,06° 9,65+0,06° 9,68+0,05* 9,68+0,05* 9,60+0,00°
Al2  9,95+0,06° 9,83+0,05° 10,00+0,12° 9,88+0,15° 9,80+0,00® 9,95+0,06
A2.1  9,73+0,10 9,78+0,15° 9,80+0,23% 9,60+0,00° 9,63+0,21°¢ 7,75+0,13¢
A2.2  9,83+0,10° 10,13+0,15%° 9,88+0,15%® 9,75+0,06®° 9,85+0,06° 9,850,172

Sonuglar ortalamazstandart sapma olarak gosterilmis olup, farkli tist simgeler ilgili siitunda farkli
ornek gruplarinin renk degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir fark oldugunu
gostermektedir.

117



4°C’de 5 giin boyunca gergeklestirilen depolama sonucunda, Al.1, A1.2 ve A2.2
gruplarinda Briks degerinde ciddi bir degisim gozlenmezken 5. giin itibariyle A2.1

grubunda belirgin bir diislis gézlenmistir.

Cizelge 4.21. 25°C’de 24 saat boyunca depolanan ¢ig siit 6rneklerinin Briks degerleri

Ornek Zaman (saat)

0 4 8 12 18 24

B1.1 9,75+0,06° 9,75+0,12° 9,75+0,06° 9,80+0,00° 9,85+0,06° 9,93+0,13?
B1.2  9,83x0,43% 9,90+0,23* 9,90+0,12* 9,90+0,12° 9,88+0,05° 7,75x0,24°
B2.1 9,95+0,17% 10,18+0,26° 9,73+0,10° 9,80+0,14° 10,60+0,12% 9,78+0,10?
B2.2  9,85%0,17% 10,00+0,12% 9,75+0,06° 10,15+0,17% 9,95+0,06° 7,98+0,95°

Sonuclar ortalamazstandart sapma olarak gosterilmis olup, farkli tist simgeler ilgili stitunda farkli
ornek gruplarinin renk degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir fark oldugunu
gostermektedir.

25°C’de 24 saat boyunca gerceklestirilen depolama sonucunda, B1.2 ve B2.2 gruplarinda
24. saat itibariyle belirgin bir diisiis gozlenmistir. Briks degerleri, siitte toplam ¢oziiniir
kuru maddenin bir gostergesidir ve ¢esitli faktorlerden etkilenebilmektedir. Depolama
siresi boyunca, sitteki asitlik artisina paralel olarak kazein misel bilesimindeki
degisiklikler nedeniyle siitte toplam ¢6zunir kuru maddenin azaldig: belirtilmistir [200].
Tez ¢alismas1 kapsaminda elde edilen sonuclar da bu durumu desteklemektedir. 4°C’de
en yiiksek titrasyon asitligi degerlerinin elde edildigi grup olan A2.1°de Briks degerinin
diger gruplardan belirgin sekilde diisiik oldugu gozlenmistir. 25°C’de ise B2.2 ve B1.2
gruplarinda daha ytiksek titrasyon asitligi degerleri elde edilmis ve bu gruplarda Briks
degerleri digerlerine gore daha diisiik bulunmustur. Siitiin Briks degerinin, kazein
miselleri ile de direkt olarak iliskili olabildigi bildirilmektedir. Yiksek basing igsleminin
kegi siitline etkilerini arastiran bir ¢alismada, 200 MPa gibi gorece daha diisiik basing
uygulamasinda kazein misellerinin bozulmasinin sitte Briks artisina sebep olabilecegi,
fakat daha yuksek (400-600 MPa) basing altinda kazein misellerinin dinamik
assosiyasyonu ve dissosiyasyonu nedeniyle siitiin toplam c¢oziiniir kati igeriginin
azalabilecegi bildirilmistir [201-203]. Bunun disinda, siit proteinlerinin gesitli faktorlerin
etkisi altinda ¢oziinebilir proteinlere parcalanmasindan kaynakli olarak da Briks
degerinin artabilecegi bildirilmistir [204]. Arastirmalar sonucunda, siit asitlesmesine

eslik eden tiim degisikliklerin toplam kat1 madde icerigiyle ve bununla baglantili olarak
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kazein misel bilesimindeki farkliliklarla iligkili oldugu gosterilmistir [200]. Sutteki
kazein misellerinin, Pseudomonas fluorescens tarafindan iiretilen proteazlarin (AprX)
etkisiyle fizikokimyasal modifikasyonlara ugradigi bilinmektedir. Ozellikle asl-, as2-, B-
ve k-kazeinlerin hidrolize edilmesi sonucu kazein destabilizasyonu gdzlemlenmektedir.
P. fluorescens proteazini igeren siitlerde depolama boyunca kazein ve protein niteliginde
olmayan azotlu bilesen igeriklerinin ciddi bir artig gosterdigi belirtilmistir [205]. Tlm
bunlar gbz Oniinde bulunduruldugunda, bu bakterinin sayisinin yiikseldigi ve enzim
iiretebilecek seviyelere geldigi siit 6rneklerinde toplam ¢6ziiniir kuru madde miktarlarinin

da degisiklik gosterebilecegi ortaya ¢ikmaktadir.

45.2.4. Renk

Tez c¢alismas1 kapsaminda, bakteriyofaj uygulamasi yapilmis ve yapilmamis ¢ig siit
numunelerinin hem 4°C’deki hem de 25°C’deki renk degerleri de depolama siiresince

takip edilmis. Ilgili degerler asagidaki tablolarda verilmistir.

Cizelge 4.22. 4°C’de 5 giin boyunca depolanan ¢ig siit drneklerinin renk degerleri

Ornek Zaman (guin)
0 1 2 3 4 5
L 75,48+1,19% 75,70+0,95* 75,69+0,93* 75,33+£1,34% 75,37+1,30* 75,540,922
Al.l a* -2,69+0,12% -2,63+0,08% -2,65+0,09% -2,65+0,12% -2,66+0,14% -2,60+0,09%
b* -0,77+0,11* -0,58+0,04% -0,51+0,04% -0,41+0,09% -0,44+0,12° 0,29+0,032
L 7,55+1,05% 75,18+1,50* 75,50+0,92% 75,39+1,38% 75,25+1,12* 75,61+1,012
Al.2 a* -2,69+0,09* -2,61+0,12% -2,61+0,07* -2,65+0,13% -2,66+0,12% -2,62+0,09°%
b* -0,72+0,06*® -0,57+0,02* -0,43+0,29% -0,34+0,08% -0,03+0,06% 0,28+0,06°2
L 75,97+1,23* 75,80+0,90* 75,59+0,89% 75,55+1,46% 75,35+1,07% 75,33+1,122
A2.1 a* -2,70+0,13* -2,62+0,07% -2,63+0,06% -2,76+0,15% -2,72+0,16% -2,56+0,07%
b* -0,79+0,08* -0,55+0,03* -0,40+0,05% -0,40+0,08% -0,13+0,16% 0,33+0,04°?
L 75,77£1,41* 74,76+2,35* 75,62+1,07* 75,18+1,26% 75,48+1,24* 75,34+1,00%
A2.2 a* -2,76+0,13* -2,62+0,13% -2,70+0,12% -2,68+0,13% -2,70+0,11% -2,62+0,08%
b* -0,71+0,06*® -0,55+0,03% -0,51+0,07?% -0,36+0,08% -0,11+0,03% 0,31+0,02%

Sonuglar ortalamazstandart sapma olarak gosterilmis olup, farkl: iist simgeler ilgili stitunda farkli
ornek gruplarinin renk degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir fark oldugunu
gostermektedir.
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Cizelge 4.23. 25°C’de 24 saat boyunca depolanan ¢ig siit 6rneklerinin renk degerleri

Ornek Zaman (saat)
0 4 8 12 18 24
L 76,11+0.83* 76,47+1,27* 76,51+1,05* 76,64+1,40° 76,91+1,18* 77,74+1,40%
Bl.1 a* -2,71+0.08% -2,66+0,11% -2,64+0,09% -2,62+0,13* -2,56+0,08% -2,41+0,08%
b* -0,77+0.04® -0,56+0,04% -0,52+0,042 -0,43+0,09° -0,24+0,12° 0,28+0,03%
L 76,09+0.92% 75,73+0,92% 75,84+1,24* 75,96+1,31* 76,31+1,05* 76,73+1,522
a* -2,73+0.10* -2,77+0,09% -2,80+0,12% -2,85+0,13% -2,78+0,09? -2,31+0,04%
B1.2 b* -0,72+0.06* -0,57+0,02% -0,43+0,29% -0,34+0,08% -0,03+0,06% 0,28+0,06%
L 76,00£1.02% 76,28+1,39* 75,92+1,16* 76,04+1,41* 76,39+1,16* 77,20+1,292
a* -2,74+0.10* -2,70+0,12?% -2,71+0,11?® -2,75+0,11% -2,74+0,09% -2,52+0,11%
B2.1 b* -0,67+0.08% -0,76+0,03% -0,7740,05% -0,75+0,08% -0,13+0,16% 0,24+0,04°
L 76,28+1.16% 75,52+1,24* 74,74+1,76* 74,97£1.83% 76,34+1,08* 77,52+1,00%
a* -2,73+0.10* -2,69+0,11% -2,69+0,13% -2,76+0.11% -2,79+0,09? -2,38+0,10%
B2.2 b* -0,72+0,04® -0,74+0,08% -0,76+0,03% -0,77+0,03% -0,74+0,03% 0,360,022

Sonuclar ortalamazstandart sapma olarak gosterilmis olup, farkli tist simgeler ilgili stitunda farkli
ornek gruplarinin renk degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir fark oldugunu
gostermektedir.

Bakteriyofaj uygulamalarinda, bakteriyofajlarin gidalarin gesitli 6zellikleri tizerindeki
etkilerini incelemek de cok 6nemlidir. Tez calismasi kapsaminda, hem 4°C’de 5 giin, hem
de 25°C’de 24 saat boyunca depolama siirecinde bakteriyofaj uygulanmis ¢ig siit
orneklerinin renk bakimindan uygulanmayan kontrol gruplaria gore dnemli bir farklilik
saptanmamustir. Onceki ¢alismalar da bakteriyofajlarm gidalarin organoleptik dzellikleri
izerinde olumsuz etkilerinin olmadigin1 gostermistir [206,207]. Bakteriyofajlar bu
acidan, siitlin renk degerlerinde belirgin degisimlerin goriilmesine neden olan bazi diger
antimikrobiyal uygulamalarin Oniine ge¢mektedir [208]. Bu baglamda, ¢aligma
kapsaminda kullanilan bakteriyofajlarin, siitiin tiiketici tarafindan kabul edilebilirliginde
rol oynayacak 6zelliklerini olumsuz etkilemeden mikrobiyal kaliteyi korumada kullanim

potansiyeline sahip oldugu saptanmustir.
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5. YORUM

Patojen ve bozulma etmeni mikroorganizmalar, tiiketici sagligi, {irlin kalitesi, raf dmrii ve
gida isletmelerinin itibar1 gibi konularda 6nemli riskler olusturmaktadir. Uygun hijyen
uygulamalari, sicaklik kontrolii ve kimyasal temelli koruma teknikleri gibi kontrol
onlemleri, bu riskleri azaltmak ve gida tirlinlerinin giivenligini saglamak i¢in uygulansa
da bu bakterilerin neden oldugu sorunlarin Oniine tamamen gegebilmek miimkiin
olmamakta, bu alanda alternatif kontrol yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Buna ek
olarak, son yillarda tiiketicilerin de ¢evreyi ve insan sagligini etkileyecek kimyasal ve
koruyuculari igermeyen tiriin talepleri giderek artmaktadir. Son yillarda bakteriyofajlar
ve faj terapi kavrami da bu arayiglara cevap veren onemli bir alternatif olarak ortaya
¢ikmus, fajlarin her alanda kullanimi ve piyasaya siiriilen faj tirlinlerinin sayis1 biiytik artig
gostermistir. Bu tez galigmasi kapsaminda, mevcut ihtiyaca yonelik olarak, ¢ig siitte
onemli etkileri olan patojen Salmonella ve bozulma etmeni Pseudomonas fluorescens
bakterilerinin biyokontrolii amaciyla bakteriyofajlarin kullanilabilirliginin ortaya
konmasi amaglanmistir. Bu amagla basta yerel Pseudomonas fluorescens kompleks
suslart olmak tizere Pseudomonas putida ile Pseudomonas fragi suslar1 ve bu suslara
etkili bakteriyofajlar izole ve karakterize edilmis, daha 6nceki galismalar kapsaminda
izole edilmis olan Salmonella Enteritidis ve Salmonella Typhimurium
bakteriyofajlarininsa ayrintili  karakterizasyonu tamamlanmistir. Bakteriyofaj ile
biyokontrol uygulamalarinda yerel bir bakteriyofaj koleksiyonunun olusturulmasi, bu
bakteriyofajlarin etkili oldugu bakteri grubuna ulasmayi kolaylastirmaktadir. Dolayisiyla
bu ¢aligma ile tilkemize 6zgii Pseudomonas fluorescens ve Salmonella bakteriyofajlarinin
bulundugu yeni bir koleksiyon olusturulmustur. Gida sektoriinde kullanilan ticari
bakteriyofaj miksleri arasinda siit ve siit {rlinlerinde psikrotrof bakterilerin
eliminasyonuna yonelik bir iirlin bulunmadigi goriilmektedir. S6z konusu c¢alisma
kapsaminda biyokontrol ajani olarak tanimlanacak bakteriyofaj kokteyllerinin
olusturulmasi ve etkinliklerinin ortaya konmasiyla, ticari bir rtin tasarisinin ilk adimlart
da atilmistir. Buna ek olarak, yerel suslar kullanilarak izole edilen bakteriyofajlar arasinda
tiim genom analizi ile daha 6nce tanimlanmamuis yeni bir bakteriyofaj bulunmasi durumu
literatire Onemli bir katki saglamistir. Ayrica ¢alisilan bakteriyofajlarda antibiyotik
direng geni ve/veya viriilens gen bulunmamasi, bu bakteriyofajlarin sanayide rahatlikla

kullanilabilecegini gdstermistir.
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Bakteriyofaj ve bakteri arasindaki etkilesimleri anlamak, faj tabanli biyokontrol
uygulamalarinda 6nemli bir konudur. Laboratuvar ortaminda optimum kosullar
saglanarak deneyler yapildigindan bakteriyofaj-bakteri etkilesimi maksimuma
cikarilmaktadir. Ancak farkli bakteriyofaj uygulamalarinda gergek ortam séz konusu
oldugunda bu etkilesim ayn1 sekilde ve ayni hizda ger¢eklesememektedir. Sicaklik, pH
ve iyon dagilimi gibi ¢evresel faktorler bakteriyofaj-bakteri etkilesimini dnemli 6lgiide
etkilemektedir. Ayrica gida giivenligi ¢ergevesinde yiiriitillen faj uygulamalarinda
bakteriyofaj-bakteri etkilesimi, gidanin kimyasal bilesimine (karbonhidrat, protein ve yag
yapisi gibi) ve fiziksel 6zelliklerine (sicaklik, pH gibi) bagh olarak degismektedir. Bu
bilesenler bazen bu etkilesimi olumsuz etkilerken bazen de bakteriyofaj stabilitesini
artirarak uygulamalar1 olumlu yonde etkilemektedir. Bu nedenle bakteriyofaj
uygulamalarinda etkinligi maksimum seviyede tutabilmek igin bu etkilesimin ¢evresel
faktorlerden nasil etkilendiginin arastirilmasit gerekmektedir. Buna ek olarak,
bakteriyofajlarin ¢ig siitiin mikrobiyotasina ve fizikokimyasal 6zelliklerine etkisinin de
daha detayli incelenebilmesi amaciyla g¢aligmalar yiiriitiilmesi, uygulamalarin tiim
boyutlariyla ortaya konabilmesi adina 6nemlidir. Boylece bakteriyofajlarin gidalarda
maksimum verimle ¢alismasi i¢in gereken optimum kosullar belirlenebilecek ve fajlarin
gida sektoriinde daha etkin kullanilmasinin 6nii agilacaktir. Bu ¢alisma kapsaminda hem
farkli yag iceriklerine sahip UHT siitlerde, hem de ¢ig siitte farkli sicaklik kosullarinda
faj etkinlik denemeleri gerceklestirilerek siit iceriginin ve cevresel Ozelliklerin faj
aktivitesi lizerindeki etkisi takip edilmis ve literatiirii destekleyen sonuclar elde edilmistir.
Buna ek olarak, bakteriyofajlarin gidada yalnizca hedef mikroorganizma grubu iizerine
etkilerini arastiran ¢aligsmalarin aksine, bu tez ¢alismasiyla faj uygulamasini takiben ¢ig
stitteki dominant gruplarin degisimi de izlenmistir. Ayn1 zamanda siitiin fiziksel ve
kimyasal yapisindaki degisimler de tespit edilerek, bakteriyofaj etkisine dair daha

kapsamli bir tablo ortaya konulmustur.

Bu tez caligmasi kapsaminda elde edilen sonuclar, izole edilerek karakterizasyon
asamalar1 tamamlanmig bakteriyofajlarin hem UHT hem de ¢ig siitte Salmonella ve
Pseudomonas fluorescens suslarinin biyokontrolii i¢in 6nemli bir potansiyele sahip
oldugunu gostermistir. Ulkemizin faj terapi konusunda séz sahibi olmas1 ve global olarak
giderek buyliyen bu pazarda kendine bir yer edinebilmesi igin 6zellikleri bilinen ve ¢ok
cesitli kaynaklardan izole edilip farkli karakteristikler gosteren bir bakteriyofaj

koleksiyonuna sahip olabilmesi kritik 6nem teskil etmektedir. S6z konusu ¢aligma ile bu
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anlamda Onemli kazanimlar elde edilmis, Ulkemizdeki bakteriyofaj ve faj terapi
uygulamalari ile ilgili var olan bilgi birikimine katki saglanmistir. Bakteriyofajlarin gida
endustrisinde daha yaygin kullanilmasiyla ve gidanin hem mikrobiyal, hem de fiziksel ve
kimyasal yapisina etkilerinin ¢ok daha detayli bir sekilde arastirilmasiyla birlikte
bakterilerle micadelede daha etkili, daha c¢evreci ve ekonomik yaklagimlarin

gelistirilebilecegi diistiniilmektedir.
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EKLER

EK 1 - Cizelgeler

EK-1. Cizelge 1. P22-1 bakteriyofaj genomunda bulunan proteinler

Isim Minimum Maksimum Uzunluk Yon
terminase small 43962 44435 474 reverse
subunit
putative lysozyme 43535 44074 540 reverse
terminase large 42086 43531 1446 reverse
subunit
portal protein 39969 42107 2139 reverse
hypothetical 39718 39969 252 reverse
protein
head scaffolding 38727 39728 1002 reverse
protein
major head protein 37759 38712 954 reverse
hypothetical 37388 37570 183 reverse
protein
virion  structural 36755 37384 630 reverse
protein
hypothetical 36556 36750 195 reverse
protein
hypothetical 36324 36575 252 reverse
protein
tail protein 35699 36334 636 reverse
virion  structural 34147 35691 1545 reverse
protein
hypothetical 33434 34147 714 reverse
protein
hypothetical 33003 33437 435 reverse
protein
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putative  particle
protein

putative  particle
protein

virion  structural
protein

virion  structural
protein

virion  structural
protein

virion  structural
protein
hypothetical
protein
hypothetical
protein
hypothetical
protein
endonuclease
hypothetical
protein
exonuclease
hypothetical
protein
hypothetical
protein
endolysin; inhibits
RNA polymerase
hypothetical
protein

DNA polymerase |
hypothetical
protein

tail length tape
measure protein

membrane protein

32696

32077

31676

29959

26779

25881

25525

25190

24216

23888
22984

22125
21751

21473

21006

20432

18725
18496

18099

17827

33022

32607

32080

31674

29952

26768

25881

25396

24971

24250
23982

23009
22128

21733

21473

21028

20365
18717

18527

18060

327

531

405

1716

3174

888

357

207

756

363
999

885
378

261

468

597

1641
222

429

234

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward
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holin

hypothetical
protein
hypothetical
protein
hypothetical
protein

DNA polymerase
exonuclease
subunit

DNA
primase/helicase
hypothetical
protein
gamma-glutamyl
cyclotransferase
ribosomal protein
S6 glutaminyl
transferase
hypothetical
protein
L-glutamine-D-
fructose-6-
phosphate
aminotransferase
amidoligase
enzyme
Hypothetical
protein
COOH.NH2 ligase

Hypothetical
protein
Hypothetical
protein
hypothetical

protein

17588
17364

17121

16646

16138

14445

14189

13794

12926

12570

11098

9913

9377

8583

7693

6877

6541

17845
17567

17351

16957

16689

16199

14485

14189

13801

12788

12567

11067

9937

9380

8571

7689

6753

258
204

231

312

552

1755

297

396

876

219

1470

1155

561

798

879

813

213

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward
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hypothetical 6062 6400 339 forward

protein

putative 5060 5890 831 forward
transposase

hypothetical 4712 4903 192 forward
protein

hypothetical 4224 4628 405 forward
protein

hypothetical 4031 4243 213 forward
protein

hypothetical 3792 4031 240 forward
protein

hypothetical 3466 3795 330 forward
protein

hypothetical 3279 3479 201 forward
protein

hypothetical 2546 2776 231 forward
protein

hypothetical 1709 2077 369 forward
protein

hypothetical 1351 1836 486 forward
protein

hypothetical 980 1321 342 forward
protein

EK-1. Cizelge 2. L23.2 ve UFV-P2 bakteriyofaj genomlari tarafindan kodlanan proteinler

Ad Sekans Tip Min. Maks. Uzunluk Yon
Ad

source JX863101 source 1 45516 45516 forward
Pseudomonas

phage UFV-P2

HNH JX863101 CDS 10667 11071 405 forward
endonuclease

CDS

hypothetical JX863101 CDS 6159 6374 216 forward
protein CDS
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ATP-grasp
enzyme CDS
ORF 26 (frame 3)

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

ORF 7 (frame 1)

phage  particle
protein CDS

ORF 39 (frame 1)

ORF 3 (frame 1)

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

ORF 16 (frame 2)

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

terminase small
subunit CDS

ORF 32 (frame 1)

hypothetical
protein CDS

portal protein
CDS

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore
JX863101

JX863101

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

IX863101
L23.2_

JX863101e
gore

L23.2_
JX863101e
gore
JX863101

JX863101

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

JX863101

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

JX863101

JX863101

JX863101

JX863101

CDS

ORF

CDS

CDS

CDS

ORF

CDS

ORF

ORF

CDS

CDS

CDS

ORF

CDS

CDS

CDS

ORF

CDS

CDS

CDS

CDS

CDS

12906

12906

2365

8965

24307

24307

32503

32504

13729

25059

25628

23078

23078

4060

16931

44371

44372

21139

40378

18630

2553

21887

13781

13781

2556

9525

25062

25062

33447

33448

14169

25184

25834

24073

24073

4458

17068

44844

44845

21495

42468

18764

2687

22222

876

876

192

561

756

756

945

945

441

126

207

996

996

399

138

474

474

357

2091

135

135

336

forward

forward

forward

forward

forward

forward

reverse

reverse

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

reverse

reverse

forward

reverse

forward

forward

forward
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hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

lysozyme CDS

hypothetical
protein CDS

phage structural

protein CDS

ORF 56 (frame 3)

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

DNA polymerase

part | CDS

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

ORF 4 (frame 1)

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS
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protein CDS
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protein CDS

ORF 10 (frame 2)

hypothetical
protein CDS

scaffolding
protein CDS

ORF 34 (frame 1)

terminase
subunit CDS

JX863101

JX863101

JX863101

JX863101

JX863101

L23.2_

JX863101e
gore

JX863101

JX863101

JX863101

JX863101

JX863101

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

JX863101

JX863101

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

CDS

CDS

CDS

CDS

CDS

ORF

CDS

CDS

CDS

CDS

CDS

CDS

ORF

CDS

CDS

CDS

CDS

ORF

CDS

CDS

ORF

CDS

17095

2898

43944

25963

32102

32103

33428

17814

25455

16151

36975

6021

14320

1501

18433

6441

8171

8171

40127

39151

39152

42495

17325

3020

44450

26319

32506

32507

33862

18032

25631

16666

37169

6149

16176

1983

18627

7289

8968

8968

40378

40137

40138

43940

231

123

507

357

405

405

435

219

177

516

195

129

1857

483

195

849

798

798

252

987

987

1446

forward

forward

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

forward

forward

forward

reverse

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

reverse

reverse

reverse

reverse
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ORF 48 (frame 2)

phage structural
protein CDS

ORF 40 (frame 1)

phage  particle
protein CDS

ORF 49 (frame 2)

hypothetical
protein CDS

ORF 24 (frame 3)

phage structural
protein CDS

ORF 57 (frame 3)

phage structural
protein CDS

ORF 41 (frame 1)

hypothetical
protein CDS

major capsid
protein CDS

ORF 35 (frame 1)

phage structural
protein CDS

ORF 36 (frame 1)

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

1232
JX863101e
gore

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

JX863101

ORF

CDS

ORF

CDS

ORF

CDS

ORF

CDS

ORF

CDS

ORF

CDS

CDS

ORF

CDS

ORF

CDS

CDS

42496

30388

30389

34569

34570

7296

7296

27219

27219

26321

26321

33859

38179

38180

37174

37175

4539

3368

43941

32100

32101

36110

36111

8159

8159

30382

30383

27208

27208

34569

39132

39133

37803

37804

4736

3568

1446

1713

1713

1542

1542

864

864

3164

3165

888

888

711

954

954

630

630

198

201

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

forward

forward

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

forward

forward
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hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

DNA
primase/helicase
CDS

hypothetical
protein CDS

tail fiber protein
CDS

ORF 37 (frame 1)

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

amidoligase CDS

ORF 25 (frame 3)

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

ORF 28 (frame 3)

hypothetical
protein CDS

glutamine
amidotransferase
CDS

ORF 12 (frame 2)

JX863101

JX863101

JX863101

JX863101

JX863101

JX863101

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

JX863101

JX863101

JX863101

JX863101

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

CDS

CDS

CDS

CDS

CDS

CDS

CDS

ORF

CDS

CDS

CDS

CDS

CDS

CDS

ORF

CDS

CDS

ORF

CDS

CDS

ORF

3555

3021

5727

3869

14425

14169

36118

36119

2677

18069

2046

2231

12547

9501

9501

13774

20472

20472

1205

11084

11084

3869

3275

6017

4063

16176

14465

36753

36754

2898

18263

2216

2368

12765

10658

10658

14169

21068

21068

1483

12544

12544

315

255

291

195

1752

297

636

636

222

195

171

138

219

1158

1158

396

597

597

279

1461

1461

forward

forward

forward

forward

forward

forward

reverse

reverse

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward

forward
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hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

hypothetical
protein CDS

ORF 27 (frame 3)

ORF 9 (frame 2)

endonuclease
CDS

ORF 47 (frame 2)

ORF 11 (frame 2)

ORF 2 (frame 1)

ORF 22 (frame 3)

ORF 5 (frame 1)

hypothetical
protein CDS

ORF 38 (frame 1)

ORF 6 (frame 1)

ORF 1 (frame 1)

DNA polymerase
part Il CDS

hypothetical
protein CDS

putative holin
CDS

hypothetical
protein CDS

JX863101

JX863101

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

L23.2_
JX863101e
gore

L23.2_
JX863101e
gore

L23.2_
JX863101e
gore

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

L23.2_
JX863101e
gore

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

JX863101

JX863101

JX863101

CDS

CDS

CDS

ORF

ORF

CDS

ORF

ORF

ORF

ORF

ORF

CDS

ORF

ORF

ORF

CDS

CDS

CDS

CDS

18263

17336

4884

18882

1070

23874

43945

10553

8941

4866

21037

12805

33860

22258

1447

18765

16669

17536

25255

18433

17539

5714

20405

1483

24341

44478

11071

9525

5714

21495

12909

34624

23103

1983

20405

16920

17817

25458

171

204

831

1524

414

468

534

519

585

849

459

105

765

846

537

1641

252

282

204

forward

forward

forward

forward

forward

forward

reverse

forward

forward

forward

forward

forward

reverse

forward

forward

forward

forward

forward

forward
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5'-3' exonuclease
CDS

hypothetical
protein CDS

regulatory
regulatory
ORF 14 (frame 2)

hypothetical
protein CDS

ORF 29 (frame 3)

ORF 55 (frame 3)

ORF 53 (frame 2)

ORF 33 (frame 1)

ORF 64 (frame 3)

ORF 23 (frame 3)

JX863101

JX863101

JX863101
JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

JX863101

L23.2_
JX863101e
gore

L23.2_
JX863101e
gore

L23.2_
JX863101e
gore

L23.2_
JX863101e
gore

L23.2_
JX863101e
gore

L23.2_
JX863101e
gore

CDS

CDS

regulatory
regulatory
ORF

CDS

ORF

ORF

ORF

ORF

ORF

ORF

22219

21525

44878
4436
16112

37807

23781

33429

2116

40379

2361

6375

23103

21755

44906
4464
16666

38127

24341

33926

2523

42517

2792

7289

885

231

29
29
555

321

561

498

408

2139

432

915

forward

forward

reverse
forward
forward

reverse

forward

reverse

reverse

reverse

reverse

forward

EK 1-Cizelge 3. L12.3 bakteriyofajinin olas1t ORF bélgeleri ve kodladiklart proteinler

Isim Tur Minimum Maksimum Uzunluk Yon
hypothetical protein CDS 39097 39225 129 reverse
CDS

hypothetical protein CDS 38245 38421 177 reverse
CDS

hypothetical protein CDS 37943 38179 237 reverse
CDS

hypothetical protein CDS 37423 37698 276 reverse
CDS

ORF 9 (frame 1) ORF 37399 37920 522 forward
hypothetical protein CDS 37110 37436 327 reverse

CDS
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ORF 36 (frame 2)

hypothetical protein
CDS
ORF 28 (frame 1)

hypothetical protein
CDS

hypothetical protein
CDS

hypothetical protein
CDSs

ORF 44 (frame 3)

12CDS
hypothetical protein
CDS

hypothetical protein
CDS

hypothetical protein
CDS

ORF 29 (frame 1)

DNA ligase CDS

hypothetical protein
CDS

ORF 7 (frame 1)
hypothetical protein
CDS

hypothetical protein
CDS

hypothetical protein
CDS

hypothetical protein
CDS
Single-stranded
DNA-binding
protein gp2.5 CDS
32CDsS

ORF

CDS

ORF

CDS

CDS

CDS

ORF

CDS
CDS

CDS

CDS

ORF

CDS

CDS

ORF
CDS

CDS

CDS

CDS

CDS

CDS

36511

36511

35807

35807

35428

35054

32268

32268
31960

31666

31400

30416

30416

30240

29497
29494

29357

29179

28823

28054

27616

150

37041

37041

36631

36514

35805

35428

34856

34922
32259

31896

31657

31399

31399

30350

30168
30177

29497

29364

29182

28749

28053

531

531

825

708

378

375

2589

2655
300

231

258

984

984

111

672
684

141

186

360

696

438

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

forward

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse



ORF 6 (frame 1)

N-acetylmuramoyl-
L-alanine amidase
CDS

ORF 30 (frame 1)

hypothetical protein
CDS

ORF 45 (frame 3)
42 CDS
hypothetical protein
CDS

hypothetical protein
CDsS

ORF 31 (frame 1)
52CDS

ORF 39 (frame 2)
hypothetical protein
CDS

hypothetical protein
CDS

ORF 46 (frame 3)
62 CDS
hypothetical protein
CDS

hypothetical protein
CDS

ORF 13 (frame 2)
hypothetical protein
CDS

ORF 40 (frame 2)
82CDS

ORF 32 (frame 1)
92CDS

ORF 41 (frame 2)

Minor capsid
protein 10B CDS
hypothetical protein
CDS

ORF

CDS

ORF

CDS

ORF
CDS
CDS

CDS

ORF
CDS
ORF

CDS

CDS

ORF
CDS
CDS

CDS

ORF
CDS

ORF
CDS
ORF
CDS
ORF

CDS

CDS

27217

27145

26471

26471

24768
24768
24547

24045

21920
21920
21601

21601

21389

20481
20481
20108

19831

19504
19504

17884
17884
16907
16907
15793

15793

15521

151

28863

27606

27034

27034

26459
26459
24765

24488

24064
24058
21918

21918

21598

21392
21392
20374

20121

19821
19821

19491
19491
17818
17818
16818

16818

15751

1647

462

564

564

1692
1692
219

444

2145
2139
318

318

210

912
912
267

291

318
318

1608
1608
912
912
1026

1026

231

forward

reverse

reverse

reverse

reverse
reverse

reverse

reverse

reverse
reverse

reverse

reverse

reverse

reverse
reverse

reverse

reverse

forward

reverse

reverse
reverse
reverse
reverse

reverse

reverse

reverse



ORF 11 (frame 2)
Tail tubular protein
gpll CDS

ORF 42 (frame 2)

Tail tubular protein
gpl2 CDS
hypothetical protein
CDS

ORF 34 (frame 1)

Internal virion
protein gpl4 CDS
ORF 47 (frame 3)

Internal virion
protein gpl5 CDS
ORF 48 (frame 3)

Internal virion
protein gpl6 CDS
ORF 49 (frame 3)
Tail fiber protein
CDS

hypothetical protein
CDS

Terminase small
subunit gp18 CDS
hypothetical protein
CDS

ORF 43 (frame 2)
Terminase large
subunit gp19 CDS
hypothetical protein
CDS

ORF
CDS

ORF
CDS

CDS

ORF

CDS

ORF
CDS

ORF

CDS

ORF
CDS

CDS

CDS

CDS

ORF
CDS

CDS

14885
14867

12436
12436

11969

11399

11399

9195
9195

5181

5181

3468
3468

3255

3005

2568

811
811

421

15448
15454

14857
14856

12406

11956

11956

11390
11390

9173

9173

5120
5120

3458

3262

3005

2517
2571

594

564
588

2422
2421

438

558

558

2196
2196

3993

3993

1653
1653

204

258

438

1707
1761

174

forward

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse

reverse
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EK-1. Cizelge 4. EcoRI kesimine gore bakteriyofajlarin benzerlik indeksleri

P41.3 P412 L1211 P221 P222 P223 L21.1 L21.2 L213 PF1 PF2 PP.1 L231 L232 L233 L234 Alll Al11l3

P41.3 100 050 040 015 050 031 o000 036 040 040 031 040 050 050 031 031 050 0,50
pP41.2 050 100 046 018 043 036 000 044 031 046 055 044 043 043 055 036 043 043
L1121 040 046 100 029 047 057 000 033 025 050 0,71 057 082 059 043 0,71 035 047
p221 015 o018 029 100 0,27 033 o000 020 0214 014 033 021 0,27 040 017 033 013 0,13
p222 050 043 047 027 100 040 000 046 035 059 040 064 O67 078 027 040 044 044
p223 031 036 057 033 040 100 o000 o040 014 043 067 032 053 040 033 050 040 0,27
L211 000 000 o000 o000 000 o000 100 OO0 0,18 0,00 000 000 000 000 000 000 000 0,00
L2122 036 044 033 020 046 040 000 100 0417 033 040 035 031 031 040 040 031 031
L2123 040 031 025 014 035 014 018 017 100 025 014 029 035 035 014 014 035 0,35
PF1 040 046 050 014 059 043 000 033 025 100 057 029 035 059 043 029 024 024
PF2 031 05 071 033 040 067 000 040 0214 057 100 0,21 067 040 067 067 027 027
pP.1 040 044 057 021 064 032 000 03 029 029 021 100 064 045 021 053 036 045
L231 050 043 08 027 067 053 000 031 03 03 067 064 100 067 040 080 044 0,56
L232 050 043 059 040 078 040 000 031 035 059 040 045 067 100 040 027 044 044
L233 031 05 043 017 027 033 000 040 014 043 067 021 040 040 100 050 040 0,440
L234 031 036 071 033 040 050 000 040 014 0,29 067 053 08 027 050 100 0,27 040
All1l 050 043 035 013 044 040 000 031 035 024 027 036 044 044 040 027 100 0,78
Al13 050 043 047 013 044 027 000 031 035 024 027 045 056 044 040 040 0,78 1,00
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