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OZET

Escherichia coli 0157:H7 ELIMINASYONU iCiN DOGAL
ANTIMIKROBIYAL BILESENLERIN VE BAKTERIYOFAJLARIN
KULLANIMI

Sefika EVRAN

Yuksek Lisans, Gida Miuhendisligi Bolumii
Tez Danigsmani: Prof. Dr. ismail Hakki BOYACI

Haziran 2019, 106 sayfa

Son yilllarda gelisen antibiyotik direnci ile birlikte patojen bakterilerin kontrolinde
zorluklar yasanmaya baglamigtir. Bu nedenle patojen bakterilerle mucadele
kapsaminda yeni yOntemlerin arastirimasi gerekmektedir. E. coli O157:H7
bakterisi insanlar i¢in 6nemli bir patojendir. Sunulan tez kapsaminda E. coli
O157:H7 bakterisinin inhibisyonu i¢in dogal antimikrobiyal bilesenlerin ve
bakteriyofajlarin  kullanmi ayrica bu bilesenlerle  bakteriyofajlarin  birlikte
kullaniminin E. coli O157:H7 bakterisi lizerine olan etkisi incelenmistir. Oncelikle E.
coli O157:H7 bakterisine ait fajlar izole edilmistir. Uzim, ayva, nar gibi bitkisel
urtnlerden fenolik madde ekstraksiyonu yapilmis ve E. coli O157:H7 Uzerindeki

antibakteriyel etkisi incelenmistir. Ayrica bes farkl pekmez érnedi ve propolisin de



E. coli O157:H7 Uzerindeki antimikrobiyal etkisi arastrimigtir. Antibakteriyal etki
hem kati hem de swv ortamda incelenmigtir. Bitkisel ekstraktlarin ve propolisin
toplam fenolik igeriklerine bakimis, pekmez 6rneklerinin ise hem toplam fenolik
hem de hidroksimetil furfural (HMF) miktarlari belirenmistir. Orneklerin karakteristik
bazi 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla HMF ve toplam fenolik madde degerleri
saptanmistr. Daha sonra E. coli O157:H7 inhibisyonu igin bitkisel ekstraktlar,
pekmez ornekleri ve propolisin fajlarla birlikte kullanmi arastirimigtir. Genel olarak
pekmez 6rneklerinin orijinal konsantrasyonu olan d ile d/2 ve d/4 konsantrasyonlari
faj plaklarinin blyimesine neden olurken d/16 konsantrasyonu plak buyUklugu
Uzerine etki etmemistir. Uzim, ayva ve nar ekstraktlarnn yiiksek
konsantrasyonlari faj olusumunu inhibe ederken dusuk konsantrasyonlarin faj plak
blayUkligu Uzerine bir etki yapmadigi goézlenmistir. Propolis 06rnegininde faj
titresinin azalttigr gozlenmigtir. Plak buyuklugu Uzerine en iyi etki pekmez
orneginde goruldigu icin faj-pekmez arasindaki etkilesimin arastrimasi igin sivi
ortam denemelerine gecilmistir. Bu denemeler icin kegiboynuzu pekmezi érmegi ve
tp3 faji secilmistir. Yalnizca fajin ve faj-pekmez kullanminin E. coli O157:H7
inhibisyonuna ve faj titresine olan etkisinin anlasilabilmesi icin zaman-6lum egrisi
deneyi yapilmistir. Pekmez 06rneginin faj patlama buydkligine olan etkisinin
anlagllabilmesi i¢in tek asamali gelisme egrisi clkarimistir. Gelisme egrisi
sonuglarina gore pekmezin faj patlama buyUklugunt arttrdigr gozlenmistir. Elde
edilen sonuglar fajin tek basina daha iyi calistigini ve pekmezin faj Uzerinde
kismen antiviral etkiye sahip oldugunu gostermigtir. Pekmezin faj Uzerindeki
etkisinin daha iyi ortaya konmasi amaciyla faj duyarliik testi yapimis ve pekmez
varliginin faj titresini dusurdugu gozlemlenmigtir. Faj ile pekmez arasinda tam bir

sinerjistik etki gozZlenememisgtir.

Anahtar kelimeler: Bakteriyofaj, Faj Terapi, Sinerjizm, Escherichia coli O157:H7,

Antimikrobiyal Bilegenler



ABSTRACT

USE OF NATURAL ANTIMICROBIAL COMPONENTS AND
BACTERIOPAHGES FOR ELIMINATION OF Escherichia coli
O157:H7

Sefika EVRAN

Master of Science, Food Enginering Department
Supervisor: Prof. Dr. ismail Hakki BOYACI

June 2019, 106 pages

In recent years, with the development of antibiotic resistance, difficulties have
been experienced in the control of pathogenic bacteria. Therefore, new methods
need to be examined in the context of the fight against pathogenic bacteria. E. coli
O157: H7 is an significant pathogen for humans. In this thesis, the use of natural
antimicrobial components and bacteriophages for inhibition of E. coli O157: H7
bacteria and the effect of the combination of these components and
bacteriophages on E. coli O157: H7 bacteria were investigated. Phages of E. coli
0157: H7 were first isolated. Phenolic extracts were extracted from vegetable
products such as grapes, quince and pomegranate and its antibacterial effect on
E. coli O157: H7 was investigated. In addition, antimicrobial effect of five different

molasses samples and propolis on E. coli O157: H7 were investigated.



Antibacterial effect was investigated in both solid and liquid medium. The total
phenolic contents of plant extracts and propolis were analyzed, and the total
phenolic and hydroxymethyl furfural (HMF) amounts of molasses were
determined. HMF and total phenolic values were determined in order to determine
some characteristics of the samples. Subsequently, plant extracts, molasses
samples and the use of propolis with phages were investigated for inhibition of E.
coli O157: H7. In general, the original concentration of molasses samples d and
d/2 and d/4 concentrations led to growth of phage plagues, while d/16
concentration did not affect plague size. High concentrations of grape, quince and
pomegranate extracts inhibited phage formation, while low concentrations did not
affect phage plaque size. It was observed that the phage titer decreased in the
propolis sample. Since the best effect on plaque size was seen in molasses, liquid
medium experiments were started to investigate the interaction between phage
and molasses. Carob molasses sample and tp3 phage were selected for these
experiments. Time-death curve test was performed to understand the effect of
phage and phage-molasses only on E. coli O157: H7 inhibition and phage titer. In
order to understand the effect of the molasses sample on the phage burst size, a
one-stage growth curve was obtained. According to the growth curve results, it
was observed that molasses increased phage burst size. The results showed that
phage alone worked better and that molasses partially had antiviral effect on
phage. Phage susceptibility test was performed to determine the effect of
molasses on phage and it was observed that the presence of molasses decreased
the phage titer. No complete synergistic effect was observed between phage and

molasses.

Keywords: Bacteriophage, Phage Therapy, Synergism, Escherichia coli O157:

H7, Antimicrobial Components
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1. GIRIS

Antibiyotik direnci dunya genelinde onemli saglk problemlerinden bir tanesidir.
Birden fazla antibiyotige karsi diren¢ gdsteren Gram negatif ve Gram pozitif
bakteriler tedavi edilemeyen enfeksiyonlara neden olmaktadirlar [1]. Bakterilerin
antibiyotiklere karsi direng kazanmasinin en énemli nedeni de toplum iginde ve
hastanelerde ¢ok fazla ve bilingsiz kullanmidir. Bu nedenle antibiyotik direngli
bakterilerle muicadele etmek amaciyla yeni yontemlerin ve vyaklasimlarin

arastirimasi gerekmektedir.

Bakteriyofajlar veya fajlar bakterileri lize eden bakteriyel virUslerdir. Fajlar 1915 ve
1917 yllan arasinda Felix d'Herelle ve Frederick Twort tarafindan
kesfedilmiglerdir. Fajlar kesfedildiklerinden bu yana insanlarda meydana gelen
enfeksiyonlarda antibakteriyel ajan olarak kullanimaktadirlar [2]. Fajlar tedavi
edici ajan olarak insanlar Uzerinde ilk kullanan kisi d’Herelle olmustur. D’Herelle 12
yasindaki bir ¢ocukta gorulen dizanteri hastaligini tedavi etmek amaciyla fajlari
kullanmig ve birka¢g gun igerisinde hastallk belirtilerinin giderek kayboldugunu
kesfetmistir. 1940’li yillarda antibiyotiklerin kesfedilmesi ile bati toplumlarinda faj
terapi uygulamalan terk edilmigtir. Fakat Polonya, Ukrayna gibi Dogu Avrupa
ulkeleri ve Sovyetler Birligi faj terapi arastirmalarina ve uygulamalarina devam
etmiglerdir. Gurcistan'da Eliava Enstitisi ve Polonya’da Hirszfelt Enstitusu gibi
kurumlar faj terapi alannda calismalar yapmis ve faj  UrUnlerinin
ticarilestirmislerdir. llerleyen vyilarda baz patojenlerin antibiyotiklere karsi direng
goOsterdikleri ortaya cikmistir. Yeni antibiyotik Uretimine ragmen bakteriler bunlara
da direng geligtirmislerdir. Bu nedenle saglk, gida, tarm ve veterinerlik gibi bircok
alanda antibiyotik direncli bakteriler ciddi sorunlara neden olmaktadir. Antibiyotik
direngli bakterilerin yarattigi sorunlar nedeniyle 1980’li yillardan sonra faj terapiye
olan ilgi tekrar artmigtir. Bu zamana kadar faj terapinin ve insanlarda, hayvanlarda
veya tarimda kullanmi ile ilgili birgcok arastrma yapimistir. Faj terapinin alternatif
yontem olarak secilmesinin nedeni fajlarin antibiyotiklere kiyaslandiginda birgok
avantaja sahip olmasidir. Antibiyotikler bakteri turleri bazinda segicilik

goOstermediklerinden dolayr kullanidiklarnda tum mikroflorayl etkilemektedirler.



Fakat faj kullanminda bu durum s6z konusu olmadigi i¢cin bu durum fajlarin

antibiyotiklere kiyasla dnemli bir avantajdir [3].

Antibiyotik direngli patojenlerin engellenmesi ile ilgili diger bir alternatif yontem ise
bakterilerin dogal antimikrobiyal maddelerle inhibe edilmesidir. Literaturde birgok
caligma bitki ekstraktlari gibi dogadan elde edilen maddelerin patojen bakterilerin
inhibisyonunda etkili oldugunu gostermistir. Literatirde propolis, pekmez (veya
melas) ve bitki ekstraktlari antimikrobiyal etkisi sikga arastirlan maddelerdir. Bu
maddeler aktif biyomolekuller icermektedirler. Bu nedenle patojen bakterilere karsi
kullanilabilecekleri ve insan sagligi Uzerinde de olumlu etkilere sahip olduklari
birgok calismada arastinimigtir. Fakat literatirde bu maddelerin fajlarla olan
etkilesimi  ve Dbirlikte kullanimalari halinde nasil bir etki g0Osterecekleri
arastrimamistir. LiteratUrdeki faj sinerjizm veya faj etkilesim c¢alismalari genellikle

antibiyotikler ile yapillan galigmalardr.

Bu tez caligsmasi kapsaminda oOncelikle dogal bitki ekstraktlar, pekmez ve
propolisin patojen bir bakteri olan E. coli O157:H7 Uzerine olan antibakteriyel
etkileri arastirimistir. Antibakteriyel etki agar ve siwv ortam olmak Uzere iki farkl
sekilde incelenmigtir. Sivi ortam deneyleri ile Orneklerin minimum inhibisyon
konsantrasyonu (minimum inhibitory concentration, MIC) ve minimum bakterisidal
konsantrasyon (minimum bactericidal concentration, MBC) degerleri belirlenmistir.
Calisma kapsaminda tim &rneklerin toplam fenolik madde degerleri ile pekmez
orneginin HMF degerleri de belirlenmigtir. Toplam fenolik madde miktarinin
antibakteriyel etkiden sorumlu oldugu daha &énceden yapilan calismalardan da
bilinmektedir. Antibakteriyel etki incelendikten sonra bitki ekstraktlar, pekmez ve
propolisin alti farkli E. coli O157:H7 faji ile olan etkilesimleri incelenmistir. Bu

etkilesimin belirlenmesi amaciyla dncelikle agar ortaminda denemeler yapimistir.

Tum pekmez orneklerinin tp3 fajinin plak boyutunu arttirdiyi gordlmastur. Fakat en
iyi etki T adli pekmez orneginde goruldugu icin sivi ortam denemelerine T ornegi
ve tp3 faji ile devam edilmistir. Yalnizca fajin ve faj-pekmez karigiminin s
ortamda antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi ve faj-pekmez etkilesiminin
incelenmesi amaciyla zaman-6lum egrisi (Time Kkill curve) deneyi yapimigtr.
Pekmez varliginda tp3 fajnn agar ortamindaki plak buydkliklerinin  arttig

goruldugu igin tp3 fajinin pekmez varlidinda ve yoklugunda tek asamali gelisme



egrisi c¢karimistr. Tek asamali gelisme egrisinin sonuglarna gore patlama
blayUklUkleri ve latent donem sureleri hesaplanmigtir.  Ayrica faj duyarliligi
denemesi ile pekmezin farkli konsantrasyonlarda bulunmasi ve bulunmamasinin
faj titresi Uzerindeki etkisi incelenmistir. Yaplan deneyler sonucunda pekmez
varliginin faj plak boyutunu ve fajin patlama buyukligunt arttirdidi tespit edilmistir.
Bu sonuglardan yola c¢ikarak faj ile dogal antimikrobiyal maddelerin birlikte

kullanilarak patojen bakterilerin inhibisyonunun saglanabilecegi dusunulmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Patojen Bakteriler

2.1.1. Gida Kaynakh Patojen Bakteriler, Bulasi Yollari, Neden Oldugu
Hastaliklar

Son yillarda gida kaynakll hastalklarin artmasi dinya genelinde endiselerin
olugmasina yol agmistir. Populasyon, gida dretim ve tiketimi, gida tedarik
zincirinin artmasi gibi etkenler nedeniyle gida guvenligi ile ilgili endiseler artmaya
devam etmektedir. Hastallk Koruma Ve Onleme Merkezi (Centers for Disease
Control and Prevention, CDC) verilerine gore her yil 48 milyon insan gida kaynakli
patojen bakteriler nedeniyle hastalanmakta ve bu hastaliga yakalanan insanlarin
3000’i hayatini kaybetmektedir [4]. Su, lagim, hava, toprak, isletme ylzeyleri,
paketleme, diski ve gida prosesleri gibi bircok nedenle gidalar kolaylkla

kontamine olabilmektedir [5].

Gida kaynakli patojenlerin neden oldugu hastalklara gida ile kontamine olmus
bakteri, bakteri toksinleri, maya, kuf ve virisler neden olmaktadir. Staphylococcus
aureus, Salmonella typhymirium, Salmonella enteritidis, Clostridium botulinum,
Yersinia enterocolitica, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Vibrio
parahaemolyticus, Shigella, Brucella abortus, Campylobacter jejuni, Clostridium
perfringens, Vibrio cholerae 6nemli gida patojeni olan bakterilerdir. CDC raporuna
gore 2016 yilinda ABD’de 839 gida kaynakli hastalik salginlarinin meydana geldigi
bildirilmigtir. Bu salginlar sirasinda 875 kisi hastanelik olmus, 17 kisi yasamini

yitirmistir [6].
Gida kaynakl hastalkklar Ug¢ gruba ayrilabilirler ve bunlar su sekildedir [7];

1. intoksikasyon veya zehirlenme
2. Enfeksiyon
3. Toksikoenfeksiyon

Intoksikasyon: Gida kaynakli intoksikasyonlar veya gida zehirlenmeleri gidanin
icerisinde daha oOnce olusturuimus toksinlerin alinmasi ile meydana gelmektedir.
Semptomlar genellikle hizh meydana gelmektedir. Alinan toksinin ¢esidine goére
semptomlar cesitlilik gostermektedir. En yaygin olarak bilinen intoksikasyonlar
stafilokokal intoksikasyon ve botulizmdir. Bu tur hastalkklarda canli patojen hlcresi

degil de aktif toksin iceren gidayr tuketmek hastaliga neden olmaktadir.
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Hastalkklarin genel belirtileri kusma, bulanti, karin kramplar ve ishal seklindedir
[7], [8l.

Enfeksiyon: Gida kaynakl enfeksiyonlar enterik patojen bakteri ile kontamine
olmus gida/suyun tiketiimesi ile meydana gelmektedir. Salmonella, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Shigella, Campylobacter, Yersinia enterocolitica

ve Vibrio enfeksiyonlarr meydana getiren dnemli patojenlerdendir [7].

Toksikoenfeksiyon: Bu grup hastalklar daha o6nce bahsedilenlerden farklidir.
Burada canl hicre vicuda alinr ve patojen wvicut iginde toksin Uretimine
baglamaktadrr. Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Vibrio cholerae,
enteropatojen Escherichia coli bu tir hastalklara sebep olan o6nemli
bakterilerdendir [7].

2.1.2. Patojen Bakterilerin Kontroli

Gida kaynakl patojenlerin neden oldugu hastalklar dinya genelinde yaygin ve
devam eden bir sorundur. Gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde birgcok gida
kaynakli hastalklar meydana gelmektedir. Hastalkklarin birgcodu ishal, kusma gibi
rahatsizlklarla hafif bir sekilde atlatisa da bazen ciddi ve olimcul olabilmektedir.
Ozellikle gocuklarda meydana gelen hastalklar ciddi etkilere neden olmaktadir [9].
Gidalarda bozulmalarin ve gida kaynakli hastalklarin 6nine gegmek amaciyla
gidalardaki bozucu veya patojen bakteriler tamamen uzaklastirimall veya sayilari
en aza indirilmelidir [7]. Gida guvenliginin saglanmasi amaciyla birgok fiziksel ve
kimyasal islem mevcuttur. Fakat bu ydntemler bazen etkili olmamakta ve gida

kaynakli hastaliklar meydana gelmektedir.
Gidalardaki koruma yontemleri alt baslklar halinde incelenmistir.

Temizlik ve sanitasyon ile kontrol: Sanitasyonun asil amaci Uretim ve paketleme
gibi asamalar sirasinda gidaya c¢evreden bulasabilecek her tirli patojenin
uzaklastrimasidir. Uygun sanitasyon islemleri gidadaki mikrobiyal yukin
azalmasina ve mikrobiyal yuke bagh olarak olusabilecek sorunlarin ortadan
kalkmasina yardmci olmaktadir. Gidadaki mikrobiyal yukin azaltimasi ile
drtnlerin  raf Omrd uzatlabilir, gida patojenlerinden kaynaklanan hastaliklar

Onlenebilmektedir. Ayrica birgok proses icin kullanilan ilk Grinin mikrobiyal



yukunin az olmasi o urunden uretilebilecek ikincil Urlnlerinde kolay Uretiimesine
ve daha iyi bir Uriin ortaya ¢lkmasina yardimci olacaktr. Ornegin az miktarda

bakteri iceren sutun pastorize sure veya UHT sute islenmesi daha kolay olacaktir

[71.

Sanitasyon iglemleri dizgun yapidiginda isletme maliyetini azalttigi ve mikrobiyal
kontaminasyonu da oOnemli Olgide azalttigr bildirilmistir. Tuketici baskilan ve
mevzuattan gelen Kkurallar nedeniyle uUretimin her asamasinda hijyene dikkat
edilmeli ve hijyen kurallari iyi uygulanmaldir. Sanitasyon igleminde patojen
mikroorganizmalarin uzaklastirimasinn yani sira toprak artklar, gida kalintlar

ve bunun gibi yabanci maddelerin uzaklastirimasi da 6nemlidir [9].

Fiziksel uzaklastirma ile kontrol: Mikroorganizmalar fiziksel olarak gidalardan
uzaklastirlabilmektedir. Bu islemler genellikler prosesin diger asamalarini
kolaylastrmak amaciyla yapimaktadir. Fiziksel uzaklagtrma santrifuj, filtrasyon,

soyma (trimming) ve ylkkama gibi islemleri kapsamaktadir.

Sicaklik ile kontrol: Sicaklk uygulamasindaki asll amag bakteri, maya, kUf, virls
gibi mikroorganizmalara ait vejetatif hicrelerin ve sporlarin yok edilmesidir.
Sicaklik, gidadaki patojen mikroorganizmalarin ve bozucu mikroorganizmalarin
yok edilmesi icin uygulanmaktadir. Ayrica gida kalitesinde olumsuz etkiler
yaratabilecek enzimlerin inaktive edilmesi iginde sl islem uygulamasi
yaplimaktadir. Bazi mikroorganizmalar gidada toksin Uretebilmektedirler. Eger bu
toksinler isil isleme hassas ise kolaylkla inaktive edilebilmekte ve bu Urlnlerin
tuketimi herhangi bir hastaliga neden olmamaktadir. Fakat isiya direngli toksinler
isil islem ile yok edilememektedir. Bu durumda gida zehirlenmelerine neden
olabilmektedir [7].

Isil iglem ile hicreler veya sporlar i1s1 sokuna ugrayabilir, zarar gorebilir veya
Olebilirler. Isi sokuna ugramis hicreler istma iglemine bir miktar direng kazanr.
Yaralanmig hicreler ve sporlar ise kendilerini yenileyebilmektedirler. Isil iglemin
etkinligi gidanin yapisi, mikroorganizmanin yapisi ve proses sartlari ile yakindan
ilgilidir.

Pastorizasyon islemi gidalarda patojen bakterilerin kontrol altina alinmasi igin

sklkla  kullanilan islemlerdendir.  Pastorizasyon iglemi genellikle ikiye

ayrimaktadr. Bunlar; Low Tempreture Long Time (LTLT) ve High Temperature
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Long Time (HTST) seklindedir. Pastorizasyon iglemi uygulanirken sicaklik iglemi
mikroorganizmalari 6ldirecek ve gidaya en az zaran verecek sekilde

ayarlanmaktadr.

Dusiik sicaklik ile kontrol: Dusuk sicaklk ile kontrolin asil amaci mikroorganizma
gelisimini engellemek veya azaltmaktir. DusUk sicakliklarda sporlarin gimlenmesi
de azalmaktadrr. Bazi kosullar altnda ise dusiuk sicaklk uygulama
mikroorganizmalarin  6limine de yol acgabilmektedir. Optimum gelisme
sicakliginda enzim dretimi, metabolik aktivite ve blylme hizi maksimum
seviyededir [7]. Birgok gida bozulmasi temelinde kimyasal reaksiyonlara dayandigi
icin sicakligin dusmesi kimyasal reaksiyon hizini yavaglatmakta ve gida
bozulmalarina engel olmaktadir [10]. Buzdolabi sicakliginda saklanan gidalarin raf
Oomdarleri  kistlidir. Bu sicaklkta mikroorganizmalar vyavasta olsa Uremeye
baglamakta ve bir sure sonra gidanin bozulmasina yol a¢gmaktadir. Dondurulmus
gidalarda mikroorganizma htcreleri yavasga olmektedir (Bu durum sporlar igin
gecerli degildir.). Fakat uzun depolama surelerinde bile baz mikroorganizmalar
hayatta kalabilmektedir [7].

Dusiik su aktivitesi (ay) ile koruma: Birgok mikroorganizma gelismek ve metabolik
faaliyetlerinin devam ettirebilmek icin suya ihtiyag duymaktadrr. Gidalarda ay
degerinin dusUrulmesi, mikroorganizma hucrelerinin gelisiminin yavaglamasina ve
hlcrenin yaralanmasina sebep olmakla beraber sporlarin ¢imlenmesini de
engellemektedir. Bunlara ek olarak duguk su aktivitesi degeri toksin ureten bakteri
ve kuflerin toksin Uretmesine de engel olmaktadr. Gidalarda su, bagh su ve
serbest su olarak iki farklh formda bulunmaktadirr. Sadece serbest su miktar
mikrobiyolojik aktivite ile ilgilidir. Mikroorganizmalar gidalardaki bagh suyu
kullanamamaktadirlar. Gidalardaki su miktari dehidrasyon, kristalizasyon ve suyun

baglanmasi i¢in ¢ozliclu madde ekleme gibi yontemlerle dusurdlebilir [7].

Disiik pH ve organik asitlerle kontrol: Organik asitler ve pH gidalarda
mikroorganizmalarin kontrolinde 6nemli bir yere sahiptir. Mikroorganizmalarin iyi
bir sekilde gelisebilmesi icin ortam pHININ optimum seviyede olmasi
gerekmektedir. Cok dusuk veya7 yuksek pH degerlerinde mikroorganizma geligimi
yavaslamakta veya durmaktadir. Organik asitler gidalarda koruyucu madde olarak

yaygin bir sekilde kullanimaktadirlar. Asetik, sorbik, propiyonik, sorbik asit en sik



kullanilan organik asitlerdendir. Bazi organik asitler ise Urunun iginde dogal olarak
bulunabilmektedir. Gida koruyucu maddesi olarak zayf organik asitlerinin
kullanimasinin  amaci gidanin  pH degerinin duslUrerek mikroorganizmanin

dremesinin engellemektir [7].

Modifiye atmosfer ile kontrol: Modifiye atmosfer paketlemenin (MAP) amaci
gidalarda istenmeyen  mikroorganizma  yukunun azaltilmasidir.  Aerobik
mikroorganizmalarin gelisimi vakum paketlenmis, %100 CO, veya %100 N ile
paketlenmis UrUnlerde engellenebilir. Fakat bu kosullar altinda anaerobik veya

fakultatif anaerobik mikroorganizmalar gelisebilmektedir.

Antimikrobiyal koruyucular ile kontrol: Proses sirasinda dogal olarak olusan veya
sonradan  eklenen bircok madde  mikrobiyal gelisimi  engelleyebilir.
Antimikrobiyaller gidalardaki mikroorganizmalari Oldirmek veya gelismelerinin
engellemek amacliyla az miktarda kullaniirlar.  Koruyucular  genellikle
kombinasyonlar halinde kullanimaktadirlar. Farkh koruyucular farkh
mikroorganizmalara etki etmektedir. Baz koruyucular Gram pozitif bakterilere etkili

iken bazilari Gram negatif bakterilere karsi etkilidir [7], [11].

Isinlama ile kontrol: Gidalardaki patojen mikroorganizmalar isinlama teknolojisi ile
inhibe edilebilmektedir. Isinlama islemi bakteri, maya, kuf, spor ve virUsleri
tamamen veya kismen yok edebilmektedir. Fakat toksinleri ve istenmeyen
enzimleri inaktive edememektedir. Isinlama islemi mikroorganizmay direk olarak
veya dolayll olarak etkileyebilmektedir. Direk etki sekli DNA’dan elektron
uzaklasmasina ve DNA yapisinin bozulmasina neden olmaktadir. Baska bir etki
ise su molekdllerinin iyonlagsmasi ile olmaktadir. Su molekdlinin iyonlasmasi
sonucu olusan hidrojen ve hidroksil radikalleri oldukga reaktiftr ve DNA
oksidasyonuna neden olurlar. Isinlama islemi hicre membraninda ve diger
yapllarda hasara neden olmaktadir. Isinlama islemi ile mikroorganizmalarin
inhibisyonu uygulamanin dozuna ve stresine bagl olmakla birlikte ¢evre kosullari,
gidanin yapisi ve mikroorganizma ¢esidi de inhibisyon igin  Onemli

parametrelerdendir.



2.1.3. Patojen Bakterilerdeki Antibiyotik Direnci

Yirminci yuzyilin baslarinda antibiyotiklerle micadelede geleneksel yontemler
kullanliyordu. Fakat penisilin kegfedildikten sonra patojenlerle mucadelede
kullanimaya baslanmistir. Bunu izleyen donemlerde kesfedilen antibiyotiklerin
sayisi giderek artmig ve patojen bakterilerle mucadelede yeni bir donem
baslamistir [12]. Antibiyotikler aktinomisetler, mantarlar ve bakteriler tarafindan
uretilen, bakteride bulunan bazi yapillara midahale ederek antimikrobial etki
gOsteren kimyasal bilesiklerdir. Antibiyotiklerin bakteriostatik ve bakterisidal olmak
uzere iki farkh etki mekanizmasi bulunmaktadir. Bakteriostatik etki bakteri
gelisimini engellerken, bakterisidal etki bakterilerin 6limtne neden olmaktadir [13].
Antibiyotikler temelde 5 farkli etki mekanizmasina sahiptirler. Bunlar su sekilde

siralanabilmektedirler;

. Hucre duvar sentezinin engellenmesi
. Protein sentezinin inhibe edilmesi

1
2
3. Nukleik asit sentezinin engellenmesi
4. Metabolik yolun engellenmesi

5

. Hucre membraninin yapisinin bozulmasi

Bakteriler birgcok yolla antibiyotiklere karsi direng gelistirebilmektedirler. Bakteriler
B-laktamaz gibi enzimleri Ureten genlere sahip olabilir. Boylelikle antimikrobial ajan
bakteriye ulasamadan 6nce inhibe edilmis olmaktadr. ikinci olarak bakteri
antimikrobial ajani bakterideki hedef bdlgeye ulasmadan ©Once hicreden
uzaklastirabilmektedir (Efflux pumps). Bunlara ek olarak bakteri hiicre metabolik
aktivitelerle hicre duvarinda degisikliklere sebep olmakta ve antimikrobial ajan

hicre duvarina tutunamamaktadir [14].

Antibiyotikler insanlarda ve hayvanlarda goérilen enfeksiyonlarin tedavisinde
yaygin olarak kullanlan maddelerdir. Antibiyotik direnci veya ¢oklu ila¢ direnci
(Multidrug resistance, MDR) dinya genelinde 6nemli bir sorundur. Antibiyotik
direngli gida kaynakl patojen bakteriler insan saghgi ve gida Uretimi agisindan
onemli problemlere neden olmaktadir. CDC raporuna goére Campylobacter,
Salmonella Typhi, nontyphoidal salmonellae ve Shigella énemli antibiyotik direnci
bulunan gida kaynakl patojenlerdendir [15]. Antibiyotik direncli bakteriler farkli

ortamlarda bulunabilmekte ve bu ortamlarda gida zincirine girebilmektedirler.



Antibiyotik direngli bakteriler gida zincirine insan, ciftik hayvanlari, taze meyve ve
sebzeler, et ve et Urlnleri, kimes hayvanlari gibi cesitli yollardan girebilmektedir
[16]. Literaturde cesitli gidalardan bir¢ok antibiyotik direngli bakteri izole edilmistir.

Cizelge 2.1.'de bu galismalardan bazilari gdsterilmigtir.

Cizelge 2.1. Gidalardan izole edilen antibiyotik direncli bakteriler

Gda Uke Bakteri Referans

Tavuk Japonya Escherichia coli [17]
Salmonella

Et ve sit Misir Salmonella enteritidis [18]

artnleri

Ciftlik Cin Salmonella enteritidis [19]

hayvanlari Salmonella typhimurium

Peynir Fransa Enterococcus faecalis [20]

Tavuk Tarkiye Enterococci [21]

Kirmizi et

Kirmizi et Ispanya Enterococci [22]

Kimes ABD Enterobacteriaceae [23]

hayvanlari ve

kirmizi et

Et Kanada Salmonella [24]

Yumurta Grenada Escherichia coli [25]

Hindi eti Kanada Campylobacter, Salmonella, [26]

Escherichia coli

Antibiyotik direngli bakteriler nedeniyle meydana gelen salginlar dinya genelinde
onemli bir sorundur. Salmonellahin antibiyotik direngli (Multidrug Resistant, MDR)
suglarn en fazla gida kaynakli hastaliklardan meydana gelen salginlara neden olan
suglardir [15].

Patojen bakterilerin birgogunun antibiyotiklere direng gelistirmesi nedeniyle

patojenlerle muicadele etmek amaciyla yeni alternatif metotlar gelistiriimeye

10



calisimaktadir. Bu yontemler arasinda fekal transplantasyon, faj terapi, faj
lizinlerinin  kullanimasi, bakteriosin ve endolizin gibi yontemlerle bagirsak
florasinin duzenlenmesi yer almaktadrr. Faj terapi ve faj enzimlerinin kullanimasi
umut vaat eden ydontemlerden bir tanesidir. Jado ve arkadaslar tarafindan yapilan
bir galigmada fajlar tarafindan uretilen litik enzimler sepsise neden olan antibiyotik
direncgli Streptococcus pneumoniae bakterisinin inhibisyonu igin kullanimistir. Fare
modelleri Uzerinde yapilan denemelerde faj lizinlerinin fareleri sepsisten ve buna
bagl élumden korudugu bildirilmistir [27]. Yapilan bir baska ¢alismada antibiyotik
direncli Pseudomonas aeruginosa bakterisinin neden oldugu kronik ofitisin
tedavisinde faj preparatlarinn kullanimi arastirimistr. Faj kullanilan hastalarda P.
aeruginosa sayisinn onemli Olcide dustudu ve faj kullanmmna bagh olarak
hastalarda herhangi bir yan etki gorllmedigi bildirilmistir [28]. Bunlara ek olarak
dogal bitki ekstraklarinin da antibiyotik direngli bakterilere karsi kullanilip
kullanlamayacagqi ile ilgilide arastrmalar strmektedir. Bir calismada bes farkli bitki
ekstrakti Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae’nin MDR suslarina karsi olan
antimikrobial etkisi arastirimis ve Ug¢ farkli ekstraktin bu suslara karsi etkili oldugu
bildirilmistir [29]. Bitki ekstraktlarinin ve fajlarin antibiyotiklerle birlikte kullanilarak
direngli bakterilere olan etkisinin incelenmesi de sklkla c¢aliglan konular
arasindadir. Farkli bitki ekstraktlari ile antibiyotik arasindaki sinerjismi inceleyen bir
calismada R. coriaria ekstrakti ile antibiyotik sinerjizm bulunmus ve P. aeruginosa
ile  muacadelede kullanlabilecegi  vurgulanmigtr  [30]. Literatirde faj ile
antibiyotikleri bir arada kullanilarak direngli patojenlerin eliminasyonunu amaglayan
birgok calisma bulunmaktadir. Yapilan bir ¢calismada farelerde vancomycin direngli
Enterococcus faecalis'in neden oldugu hastaligin iki farkl faj iceren faj kokteyii ile
tedavi edilebildigi bildiriimistir. Ayrica ayni deneyde faj ile birlikte antibiyotik
kullanminin ek faydalar sagladigi da bildirilmigtir [31]. Letrado ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir calismada faj endolizinin ve cefotaxime birlikte kullanilarak
antibiyotik direngli Streptococcus pneumoniae tedavisinde kullanimistrr. Farelerde
Uzerinde vyapilan in vivo denemelerde faj ile antibiyotik kombinasyonunun

hastalikla mucadele de bagaril oldugu belirtiimistir [32].
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2.2. Fajlar

2.2.1. Fajlarin Kesfi, Genel Ozellikleri ve Siniflandiriimalari

Gecmis kaynaklar incelendiginde, fajlarin var olabilecegine iliskin gesitli bilgiler yer
almaktadir. 1896 vyilnda Hankin, Hindistan'da buluna nehir sularinin 6zellikle
Vibrio cholera ve bir¢cok patojen bakteriye kargi antimikrobiyal etki gosterdiginin
rapor etmistir [33]. 1915 yilinda, Ingiliz mikrobiyolog Frederick Twort,
Staphylococcus kdltirind  filtreden gecgirmis ve elde ettigi filtrati  cesitli
Staphylococcus suslari Uzerine damlatmistir. Twort yaptigi bu ¢alisma sonucunda,
damlatma yaptigi bolgelerde berrak zon olusumu goézlemlemis fakat bu olayn
nedenini tam olarak agiklayamamistir [34]. Bu yayn tarihteki bakteriyofajlarla ilgili
ilk yayin olarak kabul edilmektedir. ilk ‘Bakteriyofaj terimi ise Fransiz-Kanadali
mikrobiyolog Felix d’Herelle tarafindan ortaya atimigtr. D’Herelle dizanteri
hastalarinn digkisindan elde edilen filtratin bakterilere karsi antagonistik etki
gosterdiginin  gozlemlemistir [35].  D’Herelle fajlarin bakteriler Gzerindeki litik
etkisinin gdézlemledikten sonra, bu dogal antibakteriyellerin tedavi edici ajan olarak
kullanmaya karar vermis ve bdylelikle antibiyotik dncesi donem baslamistir. Basilli
dizanteri ve kolera hastaligini tedavi etmek isteyen d’Herelle, fajlari hastalarda
denemeden 6nce guvenliginden emin olmak amaciyla fajlar kendisinde, ¢alisma
arkadaglarinda ve ailesinin Uzerinde denemis daha sonra hastalara uygulamigtir
[35]. Ayni donemde fajlar ile ilgili olgular dunyanin farkl yerlerindeki arastrmaciar
tarafindan da goézlenmistir. N.F. Gamaleya, Bacillus anthracis hucrelerinin lize
olmasini tanimlarken, 1917 ylinda George Eliava Vibrio cholera hicrelerinin

kayboldugunu gozlemlemistir [33].

Bakteriyofaj (faj), en genel tanmiyla bakterileri enfekte eden \virlslerdir.
Bakteriyofajlar dogada en yaygin olarak bulunan mikroorganizmalardan olup,
saylarinin yaklask 10%-10% oldugu tahmin edilmektedir [36]. Fajlar zorunlu
parazit olan mikroorganizmalardandir. VirUslerin enerji Uretebilecek veya protein
sentezi yapabilecek bir mekanizmalari bulunmadigindan dolayr gogalmak igin canli
bir hicreye ihtiya¢ duymaktadirlar [33]. Fajlar dogada toprak, digki, derin sular,
vicut ve lagmm sulari gibi pek c¢ok yerde yaygin olarak bulunmakla birlikte

genellikle konakgi hicreleri ile birlikte bulunurlar.

Fajlar litk dongu ve lizojenik dongl olmak Uzere iki farkl yagsam déngUsUne sahip

olabilirler. Litik donglye sahip fajlara virllent faj ve lizojenik dénguye sahip fajlara
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ise temperent faj denilmektedir. Litik dongl bes asamadan olusmaktadir. Bunlar
sirasiyla; fajin konakgi bakterisine tutunmasi, fajin genetik materyalini bakteri
hlcresine aktarmasi, faj genomunun ve proteinlerin sentezZlenmesi, yeni vironlarin
(yavru fajlar) olusumu ve hucrenin lize olmasi ile fajlarin ortaya ¢ikmasi
seklindedir. Polisakkarit, pili ve flagella gibi bilesenler ile fajlar bakteri yuzeyine
tutunmaktadirlar. Bu tutunma islemi geri déonlisUmsiz bir olaydir. Faj bakteriye
tutunduktan sonra DNA'’sini bakteri hucresinin igerine aktarir. Bakteri icerine DNA
aktarimasi ile birlikte DNA ve RNA polimeraz enzimlerinin yardimiyla faj genetik
materyalinin  replikasyonu ve protein sentezi baslamaktadir. Replikasyonu
tamamlanmis DNA kapsid igcine paketlenir ve kuyruk kapsit ile birlestirilir [37].
Olusan yeni fajlarin disarn ¢ikabilmesi i¢in bakteriyel liziz gereklidir. Bazi litik fajlar
‘amurin’ isimli tek bir proteini peptidoglikan sentezini inhibe etmek icin kullanir.
Fakat bircok litik faj hlcre lizizi igin ‘holin’ ve ‘endolizin’ enzimlerinin birlikte
kullanmaktadirlar. Holin enzimim stoplazmik zarda bir gecis bolgesi olusturarak
endolizinin peptidoglikan tabakasina ulagsmasini saglamaktadir. Daha sonra
endolizin peptidoglikan tabakasini pargalar ve hicre lizizi ger¢ceklesmektedir [35],
[38], [39]. Bir faj bakteriye tutunduktan ve bakteri hicresi lize olduktan sonra agiga
yaklasik 200 yeni viron c¢ikmaktadir. Bu nedenlerden dolayr faj terapi

uygulamalarinda litik fajlar kullanimaktadir.

Lizojenik yasam dongusu de litik yasam dongusunde oldugu gibi fajin bakteriye
tutunmasi ve genetik metaryelini bakterinin icerisine aktarmasi ile baglamaktadir.
Bu tdrdeki fajlarin genetik materyali bakteriyel kromozoma aktarimaktadir.

Lizojenik fajlar bakteriyel lizize neden olmamaktadirlar [40].

Fajlar 1915 ve 1917 yilarinda Frederick Twort ve Felix d’'Herelle tarafindan
kesfedilen bakteriyel virUslerdir. Fakat daha sonra Twort bakteriyofaj
arastrmalarini terk etmis ve omurgali virGsleri ile ¢aligmaya basglamistr. d’Herelle
ise faj arastrmalarina devam ederek bakteriyofaj tanimini literatire kazandirmig
ve faj terapi alaninda c¢aligmalarina devam etmistir [41]. 1933 yilinda Burnet,
fajlarin birden fazla gruba ait oldugunu ve partikll blyukligu, konakgi spesifikligi,
serolojik oOzellikleri ve depolama stabilitesi gibi 6zellikler bakimindan farkllastigini
kesfetmistir [42], [43]. Faj kesfedildikten sonra farkli arastirmaciar fajlarin
sinflandinimasi igin gesgitli oneriler gelistirmiglerdir. Fajlar icin ilk sinflama islemi

kesfedildikleri donemde d’Herelle tarafindan yapimistir. Holes fajlari tek bir sinifa
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ve cinse ait olan alt sinflara ayrmigtir [44]. Elektron mikroskopunun kesfinden
sonra, Ruska virUsleri elektron mikroskopunun kullanarak morfolojik 6zelliklerine
gore sinflandirmigtir [33]. 1962 yilnda Lwoff, Horne ve Tournier virUsleri nikleik
asit ve morfolojik Ozelliklerini baz alarak gruplara ayrmiglardir [41], [44]. 1967
ylinda Bradley fajlari morfolojik 6zelliklerine ve igerdikleri nukleik asit cegitlerine
gére A'dan F'ye kadar 6 gruba ayrmistr [45]. Bu gruplar Cizelge 2.2°’de

gOsterilmistir.

Cizelge 2.2. Bradley tarafindan nikleik asit ¢esitine ve morfolijik 6zelliklere goére

yapllan faj sinflandiriimasi

GRUP MORFOLOJIK OZELLIK NUKLEIK ASIT CESIDI
A Kisalabilen (Kontraktil) kuyruk 2-DNA
B Uzun kisalamayan kuyruk 2-DNA
C Kisa kisalamayan kuyruk 2-DNA
D Kuyruksuz genis kapsomerli 1-DNA
E Kuyruksuz kuguk kapsomerli 1-RNA
F Filamentoz 1-DNA

2-DNA, yesil floresans veren ¢ift sarmalli DNA  ;1-DNA, kirmizi floresans veren tek sarmalli DNA

:1-RNA, kirmizi floresans veren RNA.

1965 vyiinda virtslerin adlandirimasi icin ‘A Provisional Committee on
Nomenclature of Viruses (PCNV)" adinda bir komite kurulmustur. Bu komitenin adi
daha sonra Uluslararasi Virls Taksonomisi Komitesi (International Committee on
Taxonomy of Viruses, ICTV) olarak degistirilmistir. ICTV 1971 yilinda yaynladigi
ilk raporunda fajlari Bradley'nin sinflandirmasi baz alarak sinflandirmistir. Fajlar;
T-grup faj, |, lipit iceren faj PM2, fX grup faj, filamentoz faj ve RNA iceren faj olarak
6 farkh cins olarak sinflandiriimistir [41], [44].
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2.2.2. Faj Terapinin Tarihi ve Kullanim Alanlan

Bakteriyofajlar, d’Herelle tarafindan kesfedilmelerinin ardindan kisa bir sire sonra
patojen bakterilerle micadelede kullanimaya baslanmistir. D’Herelle fajlar ilk defa
12 yasindaki bir ¢ocukta gorulen dizanteri hastaliginin tedavisinde kullanmaya
calismistir. D’Herelle faj kangimini gocuga vermeden Once hastane c¢aligsanlari ve
kendi Uzerinde deneyerek fajlarin gulvenilirligini kontrol etmis ve daha sonra
cocuga uygulamistir. Uygulamanin ardindan birkag gun sonra hastalik belirtilerinin
tamamen ortadan kalktigi gordlmUstir [46]. Fakat bu c¢alismanin sonuglar
yayinlanmamistr. Faj terapi konusunda vyaynlanan ilk ¢aligma, Richard
Bruynoghe ve Joseph Maisin tarafindan ylriGtilen Staphylococcus kaynakli cilt
hastaliklarinin tedavisine yonelik yapilan ¢aligmadir [33], [46]. 1916 ve 1930 vyilari
arasinda, d'Herelle ve calisma arkadaslari Dunya’'nin ¢esitli Ulkelerinde meydana

gelen kolera salgmnlar ile micadele etmek amaciyla fajlan kullanmiglardir [34].

Fajlarin tedavi edici ajan olarak kullanimasi ile birlikte ticari faj preparatlarinin
Uretimi de baslanmistir. ilk ticari faj preparati d’Herelle’nin Paris’'te bulunan
laboratuvarinda dretilmigtir. D’Herelle’'nin laboratuvarinda Uretilen bes farkli faj
preparati daha sonra Fransiz firmasi olan L’Oreal tarafindan satisa sunulmustur
[46]. 1923 ylinda Gurcistan’li biyolog George Eliava tarafindan Felix d’'Herelle ile
beraber kurulan Eliava Institute (Tiflis, Gurcistan) faj terapi konusunda 6nemli
arastrmalar yapmistr. 1937 yilinda Eliava Stalin tarafindan tutuklanmig ve idam
edilmistir. Buna ragmen enstiti ayakta kalmig ve faj terapi g¢aligmalarina devam
etmistir. Eliava Enstiti’si Staphylococcus, Pseudomonas, Proteus ve birgok
enterik patojene karsi faj gelistirmis ve Uretmistir [46]. 1924 vyilinda, Rio de
Janeiro’da kurulan Oswaldo Cruz Enstitisu Latin Amerika Ulkelerinde dizanteri ile
mucadele etmek amaciyla faj preparatlan Uretmeye baslamistir [34]. 1940l
yllarda ise Eli Lilly firmasi (Indianapolis, ABD), insanlarda kullanimak Uzere yedi
farkll faj preparati Uretmigtir. Bu Uranler Escherichia coli, Staphylococcus,
Streptococcus gibi birgok patojen bakteriyi hedef alan UrGnlerdir. Bu Urlnler sivi
kiltdr halinde ve suda ¢ozunir jel seklinde hazirlanmis olup, abse, enfekte olmus
yara, Ust solunum vyollari enfeksiyonlar gibi hastalklarin tedavisinde kullanimistir
[46], [47]. 1952 ylnda kurulan The Hirszfelt Institute of Immunology and
Experimental Therapy (Wroclaw, Poland) isimli merkez ise Shigella

enfeksiyonlarini tedavi etmek amaciyla fajlani kullanmistr. Laboratuvar gun
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gectikce gelismis ve septisemi, idrar yollar enfeksiyonu, operasyon sonrasi olusan
enfeksiyonlarin tedavisi gibi bircok alanda faj preparatlan gelistirmistir. Birgok
durumda, faj preparatlari geleneksel antibiyotik tedavisine karsi direng gdsteren
patojen bakteriler ile micadele etmek amaciyla kullanimistir. Fajlarin klinikte
kullanimasi ile ilgili tim ayrintii calismalar ise bu enstitu tarafindan yaynlanmigtir
[46], [48].

1940’ll yillarinda penisilin ve bunun gibi antibiyotiklerin kesfedilmesiyle birlikte bati
toplumlarinda faj terapiye olan ilgi azalmigtir. Fakat Sovyetler Birligi ve Polonya,
Gurcistan gibi Dogu Avrupa ulkelerinde faj terapi ¢alismalarina devam etmistir.
Ozellikle Eliava Enstiti’'si ve HirszZfelt Enstiti'sii faj terapi alaninda en g¢ok
arastirmayr yapan ve bu konuya en c¢ok katki saglayan kuruluslardir. Bati
ulkelerinde faj terapi donemi dort ana basglikta incelenebilir ve bunlar; erken ilgi,
supheci yaklasim, terk edis ve yeniden degerlendirme seklindedir [47], [49]. Fajlar
ilk kesfedildikleri zaman ciddi ilgi uyandirmig, fakat daha sonra kullanminin
guvenligi ile ilgili sUpheler dogmustur. Genis spektrumlu antibiyotiklerin kesfi ise
fajlara olan ilgiyi tamamen azaltmigtr. Zamanla antibiyotik direncli bakterilerin
ortaya cikmasi ile bati da faj terapiye olan ilgi tekrar artmistr. 1980’li yilarda faj
terapi Smith ve Huggins’in galisamalr ile faj terapi Bati toplumlarin da tekrar ilgi

uyandirmistir [50].

Fajlarin antibiyotiklere kiyasla birgok avantaj olmasina ragmen baz olumsuz
Ozellikleride vardir. DUsUk bir ihtimalde olsa bakteriler fajlari karsi da direng
gelistirebilmektedirler. Bakterinin faja karsi direng gelistirmesi birden fazla yolla
gerceklesebilmektedir. Faj  adsorbsiyonunun  engellenmesi, restriksiyon
modifikasyon sistemi, faj DNA’sinin konakg¢li hicre icerisine girmesinin
engellenmesi, mutasyonlar, CRISPR-Cas sistemi gibi yollar ile bakteri faja karsi
direng gelistirebilmektedir [51], [52]. Faj adsorbsiyonu faj yasam déngusunin ilk
asamasini olusturmaktadir. Bakteri faj adsorbsiyonunu engellemek amaciyla,
hicre duvarinda bir yapi sentezleyerek faj tutunmasini engelleyebilmektedir.
Birdiger yol ise hicre digi polimersentezi ile faj tutunmasini engellenmesi
seklindedir. Rekabetgi molekdllerin sentezide faj tutunmasini engelleyen yontemler
arasindadir [51]. Tum bu direng gelistirme mekanizmalari nedeniyle fajlar baz
durumlarda etkisiz kalabilmektedir.

16



2.2.3. Gidalarda Faj Kullanimi

Populasyonun artmasi ile birlikte gida Uretimi ve tlketiminde de ciddi bir artis
yasanmigtir. Bu artis nedeniyle de gida patojenlerinden kaynaklanan hastaliklar da
artis gostermistir. Bu hastaliklar dinya genelinde énemli bir sorun olup her yil gida
kaynakli patojenler nedeniyle bircok insan hayatini kaybetmektedir. lyi Gretim
uygulamalari, kalite kontrol ve hijyen olanaklarinin iyilestirilmesi, tarimsal alan ve
gida uUretim alaninda teknolojik gelismelere ragmen, tuketici talepleri nedeniyle
gida gulvenligi uygulamalarinin iyilestiriimesi gerekmektedir [53], [54]. Buna ek
olarak son zamanlarda dogal veya organik gida tiketimine olan talebin artmasi ve
kimyasal koruyuculara olan olumsuz tepkiden dolayl uUreticilerin dogal ve c¢evre
dostu olan gida koruma ydntemlerine olan ilgisi de artmistir. GUinimizde gida
koruma alaninda birgok yontem kullanimaktadir. Fakat gida koruma amaciyla
kullanilan kimyasal dezenfektanlar ve UV koruma gibi fiziksel koruma yontemleri
zararli etkilerinden dolayl tuketici tarafindan tercih edilmemektedir. Ayrica baz
koruma yontemleri de gidanin organoleptik 6zelliklerinin etkilemekte ve tuketici

tarafindan tercih edilmemektedir.

TUm bu nedenlerden dolayi fajlar, dogal antimikrobiyal madde olarak kullanimaya
uygun adaylardr ve son yillarda gida guvenliginin saglanmasi amaciyla faj
kullanmina olan ilgi artmistr. Bu amacla faj kullanimi temel olarak U¢ grup
ayrilabilmektedir [55]. ik olarak, gida olarak kullanlacak yasayan hayvanda
patojen bakteri gelisiminin engellenmesi amaciyla fajlar direk olarak hayvan
uzerinde kullanilabilmektedir [53], [55], [56]. Kesim ve sut sagimi gibi islemler
sirasinda gidalar kolaylkla kontamine olabilmektedir. Karkastan gelebilecek olan
Escherichia coli, Salmonella, Campylobacter, Listeria monocytogenes ve
Staphylococcus aureus gibi patojen bakteriler gidalarda ciddi sorunlara neden
olmakta ve insan saglgini tehdit etmektedir. Hayvan uretimi yapilan ciftliklerde ve
karkas gibi et UrUnlerinde kullanimak Uzere U. S. Food and Drug Administration
(USFDA) ve U. S. Department of Agriculture (USDA) onayl ticari faj preparatlari
bulunmaktadir [53]. Salmonella ve E. coli kontaminasyonlarini ortadan kaldirmak
amaclyla kesimden Once canli hayvanin derisine ve tuylerine sprey seklinde
uygulanabilen faj UrUnleri bulunmaktadir. Buyuk tavuk isletmeleri tarafindan

yapllan bir arastrmada ise hayvan Uretimi yapilan ciftliklerde Salmonellahin
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azaltlmasinn igletmeye giren Salmonella miktarni %15e kadar azalttig
belirtiimistir [55], [57]. Bunlara ek olarak digkidan gelebilecek kontaminasyonlarin
azaltimasi amaciyla canli hayvana da faj terapi uygulanabilmektedir. Koyunla
yapllan bir ¢alismada, verilen DC22 fajinin koyun digkisinda ki hedef bakteride bir
azalmaya neden olmadigi bildirilmigtir. Bunun nedeni faj titresinin yetersiz olmasi
ve fajin bagirsaklara gelene kadar aktivitesini surdirememesi olabilir [58], [59].
Fakat koyunlar Gzerinde yaplan bir baska c¢alismada ise CEV1 fajinin
uygulanmasinin ardindan bagirsaklarda E. coli O157 sayisinda 2-3 logio'luk bir
disls oldugu belirtiimistir [58], [60]. Ikinci olarak fajlar gida Gretimi yapilan
isletmedeki cevrenin sanitasyonu igin kullanilabilmektedir. Gida Uretim hattindaki
borular, tezgahlar ve gida tasima bantlan gibi yuzeylerden veya igletme
zemininden gelebilecek patojen bakteri kontaminasyonlari faj kullanmi ile
azaltlabilmektedir. Literaturdeki c¢esitli arastirmalar gida isletmelerinde bulunan
sert yuzeylerde faj kullanmi ile patojen kontrolinin saglanabileceginin
gOstermistir [61]-[63]. Ganegama Arachchi ve arkadaslarinin (2013) yaptidi bir
calismada ise Listeria monocytogenes bakterine ait U¢ fajin ayr ayn ve
kombinasyon halinde  kullanimasinin  paslanmaz ¢elik ylzeylerde L.
monocytogenes kontaminasyonunu azalttigr belirtiimistir [61]. Sert ylzeylerle
yapllan bir ¢alismada E. coli O157:H7 bakterisine ait faj kokteylinin yluzeydeki
kontaminasyonu azalttigini gostermigtir  [64]. Sert yluzeylere Salmonella
tutunmasinin ve biyofilm olusumunun engellenmesi Uzerine yapilan bir baska
calismada ise faj kullanminin Salmonella tutunmasini 2,9 ve 3,0 log kob/cm?
azaltigi ve biyofilm olusumunu azalttigini gostermistir [65]. Uglinci olarak ise faj
preparatlari gidanin Uzerine direk olarak sprey seklinde uygulanabilmektedir.
Fajlar hemen hemen tim gidalarda, o6zellikle taze gidalarda yiksek saylarda
zaten mevcuttur. Literatirde et, sut, peynir gibi gidalardan faj izolasyonunun
yapildigi ¢aligmalarda mevcuttur [55], [66]. Tablo 1.'de gidalara direk olarak faj
uygulamasi ile farkh gida patojenlerinin  kontrol altna alnmasini arastiran

galigmalarin bir listesi gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. Taze gidalarin faj ile biyokontrolu ile ilgili galismalar

Guda
Kategorisi Bakteri Faj Aciklama Referans
Cery Salmonella Salmonella  Dort farkli Salmonella [67]
domates Newport fajlarindan fajl iceren kokteyl
olusan faj tomateste S. Newport
kokteyli gelisimini kontrol altina
almistir.
Taze Salmonella Faj kokteyli Ug farkli faj igeren [68]
marul ve Typhimurium (BSPM4, kokteyl taze marul ve
salatalik MSP101, salatalikta 25°C’de 12
BSP22A) saat sonunda bakteri
sayisini sirasiyla 4.7-
5.5 log kob/cm? ve
4.8-5.8 log kob/cm?
azaltmistir.
Et E. coli EcoShield™  Faj kokteyli 24 saat [69]
sonunda et Uzerindeki
E. coli sayisini 0.63-
1.16 log kob/cm?
azaltmistir.
Etve sit  Shiga toksik E. Alti farkl faj Faj kokteyli 4, 24 ve [70]
coli (STEC) iceren 37 °C’de et ve sltte
kokteyl bakteri sayisini 6nemli
Olclude azaltmistrr.
Sut, Salmonella Faj LPST10 Farkli gida [71]
sucuk, matrislerinde bakteri
marul sayisinda azalma ve
faj titresinde artis
gorulmus.
Sut Salmonella P22 Sutte buluna [72]
Typhimurium Salmonella
Typhimurium faj
uygulamasi ile
azaltimistir.
Somon Salmonella Faj SLMP1 Somon fileto ve deniz [73]
fileto ve Typhimurium taragi canlisina 10% ve
deniz 10* kob/g Salmonella
taragi uygulanmis ve faj
canlisi kullanimi ile 4 °C’de
bakteri miktarinin
tespit limitinin altina
dustugu belirtilmistir.
Istiridye Vibrio Faj OMN Faj OMN istiridyenin [74]

parahaemolyticus

yuzeyine
uygulandiginda bakteri
sayisi 48 ve 72 saatte
sirasiyla %90 ve %99
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oraninda azalttigi
bildirilmistir.

GUnimuzde gidalarda kullanimak Uzere faj preparatt Ureten firmalar
bulunmaktadir. PhageGuard (Wageningen, Hollanda) firmasi Listeria, Salmonella
ve E. coli O157 gibi 6nemli gida patojenlerine kargi faj solUsyonlari gelistirip
uretmektedirler. Geligtirilen bu Urunler FDA (Food and Drug Adminisration)
tarafindan onaylanmis Urlnlerdir. Benzer sekilde Intralytix (Maryland, ABD) firmasi
gida patojeni olan Listeria monocytogenes, Salmonella ve E. coli O157 gibi
patojenlere karsi sirasiyla ListShield, SalmoFresh ve EcoShield adinda urtnler
gelistirmiglerdir. Bu Urunler FDA tarafindan onaylanmis ve kullanmi gavenli olarak

kabul edilen urUnlerdir.

Kimyasal koruyucular yerine faj kullanimi gida guvenliginin saglanmasi agisindan
umut vaat eden bir yontemdir. Gida guvenliginin saglanmasi amaciyla faj
kullanminin  yayginlagsmasi icin buylk Olgekli faj Uretiminin saglanmasi igin
teknolojik yontemlerin daha da gelistiriimesi gerekmektedir. Gidalarda faj kullanimi
ile ilgigli son yillarda yapilan ¢aligmalar ve bu konuda faaliyet gésteren firmalar faj
kulanmi ile gida guvenliginin saglanmasi konusunda ciddi ilerlemeler

saglanmigtir.

2.2.4. Faj ve Sinerjizm Galigmalari

Gun gegtikge daha buyuk bir sorun haline gelen antibiyotik direnci ve faj terapinin
bu konudaki olumlu etkilerinden sonra fajlarin etkinliklerinin arttirimasi ile ilgili
calismalar baslamistir. Buglne kadar c¢ogunlukla faj ve antibiyotik arasindaki
sinerjistik etki incelenmistir. Yapilan bir ¢alismada Staphylococcus aureus faji ile
cesiti  antibiyotikler  (tetracycline,  chloramphenicol, cefoxitin,  polymixin,
ciprofloxacin) arasinda sinerjistik etki gozlendigi bildirilmistir [75]. Baska bir
calismada ise direngli ve oportunistik patojen olan Pseudomonas aeruginosa
fajlar ile antibiyotiklerin arasindaki sinerjistik etki incelenmistir. Faj ve ceftriaxone
arasinda sinerjistik etki gozlenmis ve 300 dakikalk inkibasyonun sonunda bakteri
sayisinda azalma oldugu bildirilmistir [76]. Ryan ve arkadaslarinin yaptigi bir

calismada ise E. coli biyofilmine karsi faj ve antibiyotiklerin beraber kullanimasi
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arastrimistir [77]. E. coli ile yapillan bir bagka caligma da faj ve ciprofloxacin’in
birlikte kullanimasi idrar 6rneklerinde 8 saat sonunda E. coli sayisini 7,8 log
kob/mL azaltmigtr. Faj ve antibiyotik tek basina kullanidiginda ise ayni sire
icerisinde bakteri sayisinda sirasiyla 3,9 log kob/mL ve 1,2 log kob/mL olarak
bulundugu bildirilmistir [78]. Oportunistik patojen olan ve akciger enfeksiyonuna
neden olan Burkholderia cepacia fajlari ve 6 farkl antibiyotigin birlikte kullanidigi
ve aralarindaki sinerjistik etkinin arastirldidi bir ¢alismada ciprofloxacin,
meropenem ve tetracycline le faj birlikte kullanidiginda faj plak buyUkIiginin ve

faj titresinin arttig1 goézlenmistir [79].

Faj ile antibiyotikler arasindaki sinerjistik etkinin incelenmesinin yani sira
antimikrobiyal 6zellige sahip diger maddelerle olan iligkileri de arastirlan konular
arasindadir. Bu c¢aligsmalarin bir tanesinde E. coli O157:H7 bakterisine ait faj
kokteyli ile trans-sinamaldehit hem ayri ayri hem de birlikte kullanimis olup
ispanak ve marul Uzerinde bakterinin inhibisyonu amaclanmistir. Bakterinin
37°C’de 24 saat sonunda ayri ayn uygulanan faj ve sinamaldehit islemlerinde
inhibe oldugu belirtiimis ve inoklle edilen bakteri konsantrasyonun ve inkibasyon
sicakligi dustikce faj ve sinamaldehitin etkinliginin azaldigi belirtiimistir. Buna ek
olarak faj ve sinamaldehitin birlikte uygulanmasi bakteri sayisini 4, 8, 23 ve 37
°C’deki sicaklklarda hem marul hem de ispanak ylzeyinde tamamen inhibe ettigi
g6zlenmistir [80]. Chibeu ve arkadaslari tarafin dan yuratilen bir galigmada ticari
olarak bulunan Listeria monocytogenes bakterisinin fajlarini iceren Listex™P100
ile kimyasal antimikrobiyal maddelerle (potasyum laktat ve sodyum diasetat)
birlikte kullanmi arastirimistr. Listex™P100 faj preparatinn 4°C’de 28 giin
sonunda Listeria monocytogenes sayisini hindi ve data etinde sirasiyla 2,1 logio
kob/cm? ve 1,7 logio kob/em? disiirdigi belirtiimistir. Listex™P100 faj preparati ve
kimyasal antimikrobiyallerin beraber kullanidiginda ise 28 gin sonunda 4°C’de
hindi ve ette bakteri sayilari sirasiyla 4,5 logio kob/cm? ve 1,2 logio kob/cm? diisiis
oldugu belirtilmistir. Calisma sonucunda tiuketime hazir etlerin  mikrobiyal
glvenliginin  arttrimasi i¢cin  kimyasal antimikrobiyallere ilaveten fajlarinda

kullanilabilecegi belirtilmigstir [81].
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2.2.5. Faj Terapinin Avantajlari ve Dezavantajlari

Fajlar sahip olduklari bazi ézellikleri onlari tedavi edici ajan olarak kullanimaya
uygun hale getirmektedir. Ayrica, antibiyotiklerle kiyaslandiginda birgok avantaja
sahiptirler. Fajlar dogada en yaygin bulunan mikroorganizmalardandir. Fakat
antibiyotiklerin birgogu sentetik veya yari-sentetik Urlnlerdir [82]. Fajlar konakgisi
bulundudu muddetce kendisini ¢ogaltabilmektedir. Konakgisina spesifik olan
mikroorganizmalar  olduklari i¢cin yararh olan diger bakterilere zarar
vermemektedirler. Buna karsin antibiyotikler, genis spektrumlu olduklari igin yok
edilmek istenen bakteriler diginda floradaki tUm bakterilere zarar vermektedirler
[82], [83]. Antibiyotikler kullanidiktan bir sire sonra vicuttaki konsantrasyonlari bir
sure sonra azalmaktadir. Fakat fajlar, konakg¢i bakteri var oldugu sulrece

¢ogalmaya devam edebilmektedirler.

Fajlar kesfedildikleri tarihten buyana insanlarda gorilen patojenik hastalklarla
mucadele etmek amaciyla kullanimiglardir. Antibiyotiklerin kesfi ile birlikte her ne
kadar bati Ulkelerinde kullanmi azalsa da Dogu Avrupa Ulkelerinde ve Sovyetler
Birligi’nde kullanimaya devam edilmistir. Bu nedenle faj terapi alaninda yapilan
gelismelerin birgogu bu Ulkelerde yapilan arastrmalardir. Bugune kadar insanlar
uzerinde faj kullanmminin glvenli olup olmamasi ile ilgili birgok arastirma
yaplmistir. Fajlari tedavi edici ajan olarak insanlar Uzerinde ilk kullanan kisi Felix
d’'Herelle olmug ve kabul edilen bir yontem olmasa da faj guvenligini test etmek
amaciyla, faj preparatini hastaya vermeden 6nce kendi ve hastane calisanlari
Uzerinde denemis ardindan hastaya uygulamistr. Hastalarda herhangi bir yan etki
gbzlenmemis ve hastalkk belirtileri kisa bir sure icerisinde yok olmustur. Faj terapi
konusundaki arastirmalarin birgodu Tiflis'te bulunan Eliava Enstitisi’ne aittir.
Eliava Enstitusy, iltihaph septik, bagirsak enfeksiyonlar ve profilaksis tedavisi igin
cesitli faj drunleri gelistirmislerdir. Bu CUrUnler oral, lokal, rektal, aerosol ve

nebultzor gibi gesitli uygulamalar ve yollarla hastalar Uzerinde kullanimigtir [82].

Fajlar insanlarda gorilen enfeksiyonlarin tedavisinde kullanidiklarindan beri
glivenli olup olmadiklarina ile ilgili birgok arastrma yapimistir. Ozellikle antibiyotik
direncinin baglamisi ile birlikte patojen bakterilerle muicadele de yeni yontem
arayislari baglamis ve faj terapi 6nem kazanmistir. Bu nedenle literatirde fajlarin
insanlarda gorulen enfeksiyonlarla muacadele de kullanimasi ile ilgili birgok

calisma bulunmaktadir. Bruttin ve arkadaslari tarafindan yaritilen bir ¢alismada,
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15 saglkl insana igme suyu igerisinde 10° ve 10° pfu/mL titreye sahip E. coli T4
fajl verilmistir. Her iki titrede de insanlarla olumsuz bir etki gb&zlenmemis,
transaminaze enzim seviyesinde bir degisim gozlenmemis olup kanda T4 fajina

veya T4 fajina ait antikora rastlanmadigi bildirilmigstir [84].

2.3. Antimikrobial Maddeler

2.3.1. Dogal Bitki Ekstraktlar

Fenolik bilesikler bitkilerde en ¢ok bulunan ikincil metabolitlerdir. Fenolik
bilesiklerin bitki yapilarinda duyusal 6zellikler kazandirma, yapi, tozZlagsma, zararli
béceklerin ve avcilarin uzaklastirimasi, ¢cimlenme, gelisme ve Ureme gibi birgok
goérevi bulunmaktadir [85]. Bitkiler ylzlerce farkh fenolik madde sentezlemekte
olup bu fenolik maddelerden tanmlananlarin sayisi gun gegtikge artmaktadir.
Vaskduler bitkilerin yapisinda hidrosinamik asitlerin esterlerini, amidlerini ve
glikozitlerini, flavon ve proantosiyanin bulundurmaktadirlar. Lignin ve suberin

fenolik iceren polimerlerdendir [86].

Bitki fenolikleri insan diyetinde en fazla yer alan fitokimyasallardandir. Bu nedenle,
bu konuda bircok arastrma yapimis ve insan sagligi Uzerinde olumlu etkileri
olduguna dair bircok veri elde edilmistir. Nar, ayva, ¢ay, UzUm gibi Grunlerin fenolik
madde icerdikleri ve insan sagligina yararli olduklari literaturde siklkla
belirtiimistir. Ormegin nar igerisinde polifenol, antosiyanin, fenolik asitler,
prosiyanidinler gibi birgcok madde icermektedir [87]. Duzenli meyve ve sebze
tiketiminin erken kalp ve damar hastalklarin, kanseri, farkli kronik hastaliklari
azaltigina dair kantlar vardr. Falvanoidler, stilbenler, kalkonlar ve bunlarla ilgili
fenolik maddeler son zamanlarda siklkkla gcalisimistir. Bu arastrmalarin temelinde
fenolik maddelerin antioksidan, antienflamatuvar 6zelliklerinin incelenmesi ve yeni
kanser ilaglarinda kullanminin arastirimasi bulunmaktadir. Hastalklara karsi
koruma Ozellikleri ise antioksidan olma ve serbest radikalleri yakalama

Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir [88], [89].

Fenolik bilegikler temelde dort gruba ayrimaktadirlar. Bunlar su seklidedir;

flavonoidler, taninler, kalkonlar ve kumarinler, fenolik asitler.

Flavonoidler: Hidroksilasyon derecesine ve piron halkasindaki C,-C3 cift bagdilarina

gbre 13 gruba ayriabilirler [85]. Flavonoidler dogada meyvelerde, sebzelerde,
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tahilarda, aga¢ kabugunda, koklerde, saplarda, cigeklerde, ¢cay ve sarapta yaygin
olarak bulunmaktadirlar. Flavonoidlerin saglk Uzerine olumlu etkileri oldugu
bilinmektedir. Farmasotik, tibbi ve kozmetik alanlarinda da yaygin olarak
kullanimaktadir [90]. Fenolik bilesikler arasinda flavonoidleri en gigli antioksidan
aktiviteye sahip olduklari bilinmektedir [85]. Flavonoidler insan sagligni
destekleyici ve hastalkklari engelliyici 6zelliktedir. Yapilan epidemiyolojik, klinik ve
hayvan calismalarinda, flavonoidlerin kardiyovaskuler hastalkklar ve kanser dabhil
olmak Uzere cesitli hastalklara karsi koruyucu etkiler goOsterebilecegi ortaya
konmustur. Ayrica falavonoidlerin antimikrobiyal, antiviral ve antienflamatuar

etkilere de sahip olduklar bilinmektedir [91].
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Sekil 2.1. Flavonoidlerin temel sinfflarinin kimyasal yapilari

Taninler: Taninler molekdl agrliklar 500-3000 D arasinda degisen fenoliklerdir.
Taninler hidrolize ugrayabilen ve hidrolize ugrayamayanlar olarak iki gruba

ayrilirlar. Taninler merkezinde glikoz veya gallik asit veya heksahidroksidifenik asit
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ile kismen veya tamamen esterlenmis polihidrik alkol igermektedir. En iyi bilinen
hidroliz olabilir tannin tannik asittir. Yogunlasmis tanenler, asit muamelesi ile
kolayca hidrolize edilmeyen katesin veya IOkoantosiyanidin polimerleridir.
Sebzelere buruk tadi veren fenolik fraksiyonu olusturur. Deney hayvanlarinda
yapllan galismalarda besin alimi, buyime hizi, besin etkinligi, metabolize edilebilir
enerji ve protein sindirilebilirligini azalttd1 bildirilmistir. Taninler flavonoidlere
kiyasla daha az antioksidan aktiviteye sahiptirler. Yapilan arastrmalarda
antioksidan aktivitesinin polimerizasyon derecesi ile iligkili oldugu belirtiimistir [85],
[92].

Kalkonlar ve kumarinler: Kalkonlar flavonoidlerin sentezinde olusan ara UrUnlerdir.
Yapilan calismalar kalkonlarin  koruyucu ve fonksiyon dulzenleyici etkisi
olabilecegini gostermigstir. Bu nedenle kalkonlarin tedavi edici ajan olarak
kullanilabilecekleri dustnitlmektedir [85], [88]. Kumarinler sinnamik asit tlrevi olan
ikincil metabolitlerdir. Bu maddeler dogada umbelliferone, esculetin ve scopoletin

gibi glikozitler olarak ve gogunlukla zeytinyagi, yulaf ve baharatlarda bulunur [85].
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Sekil 2.2. Benzoik asit ve Sinamik asitin kimyasak yapilari

Fenolik asitler: Fenolik asitler fenolik halka ve en az bir karboksilik asit iceren fenol
grubudur. Fenolik asitler benzoik asit, sinnamik asit ve bunlarin tirevieri seklinde
iki gruba ayrilabilir. Yedi karbon atomuna sahip olan benzoik asitler dogada

bulunan en basit yapil fenolik asitlerdir. Sinnamik asitler dokuz karbonludur. Fakat
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meyve ve sebzelerde yaygin olarak yedi karbon atomuna sahip olan formlari
mevcuttur. En ¢ok bilinen benzoik asitler protokatejik asitler, vanillik asitler,
gentisik asit, salisilik asit, p-hidroksibenzoik asit ve gallik asittir. Dogada en yaygin
olarak bulunan sinnamik asitler ise p-kumarik, ferulik, kafeik ve sinapik asittir.
Fenolik asitler ve esterleri yuksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Bunlar arasinda
en cok bilinenler ise hidroksibenzoik asit, hidroksisinnamik asit, kafeik asit ve
klorojenik asittir [85], [93]. Fenolik asitler gidanin renk Ozelliklerini, duyusal

Ozelliklerini, besinsel ve antioksidan 6zelliklerini etkilemektedir [94].

2.3.2. Pekmez

Pekmez ulkemizde sklikla tiketilen Uranlerden biridir. Karbonhidrat, organik asit,
mineral ve kismen vitamin icerigi yuksek bir trindur [95]. Elma, kegiboynuzu,
karpuz, Uzum, seker pancari, dut gibi cesitli meyvelerden uretilebilir ve yuksek
miktarda seker iceren meyvelerin kaynatimasiyla elde edilebilir [96], [97]. Pekmez
uretimi kullanlan hammaddeye goére degisebilir. Bilegsimdeki maddeler nedeniyle,
pekmez, insan beslenmesi i¢in énemli bir gida Urlnu olarak kabul edilir. Genellikle
meyve once yikanir, sonra 20-30 kg meyveye 8-10 litre su eklenir ve bu karigim bir
saat kaynatlr. Kaynatildiktan sonra, urin 40-50°C'ye sogutulur, preslenir ve
suzUldr, sonra buharlastirlarak konsantre edilir. 65-72 °Brix'e sahip son Urln, oda

sicakliginda paketlenir ve depolanir [97], [98].

Pekmezin reolojik, fiziksel ve kimyasal o6zellikleri gida endlstrisi icin 6nem
tagsimaktadir. Literatirde c¢esitli ¢alismalarda farkli pekmez cgesitlerinin toplam
seker degeri, mineral icerigi, toplam fenolik icerigi, HMF icerigi, invert seker ve
protein icerigi gibi kimyasal Ozellikleri; viskozite, renk gibi fiziksel ve reolojik
Ozellikleri arastrimistir [96], [97], [99]-[101]. Kamisl ve arkadaslari pekmezin
viskozite degerlerinin farkli sicaklk ve brix degerlerinde 0-93 s arasinda
bulmuslardir [97]. Literatirde farkli pekmez o6rneklerinin toplam seker degerleri
60,22 g/100g (dut) [96]; 62,80 g/100g (kecgiboynuzu) [101]; 62,16-68,79 g/100g
(keciboynuzu pekmezeri) [102]; 64,13 g/100g (Uzim), 60,12 g/100g (dut), 64,11
g/100g (kegiboynuzu) [103] olarak bulunmustur. Tum pekmez tlrleri igin glikoz ve

friktoz en fazla bulunan sekerlerdir. Uzim ve dut pekmezinde sakaroz miktari gok
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dUsUktir ¢cUnku kaynatma surecinde neredeyse tamamen hidrolize ugramaktadir.

Fakat kecgiboynuzu pekmezindeki sakaroz miktari daha fazladir [103]-[106].

Pekmez taze meyveden Uretilen bir Urindir. Bu nedenle igeriginde meyveden

gelen fenolik maddeler bulunmaktadir.

O

O
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Sekil 2.3. HMF’nin molekdl yapisi

Enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlari pekmezde oOnemli bir kalite
problemidir. Pekmezde yuksek seker iceriginden dolayr esmerlesme ve
karamelizasyon meydana gelmektedir. Sekerlerde bulunan karbonil gruplar ile
amino asitlerde bulunan amino gruplan arasinda meydana gelen reaksiyon
maillard reaksiyonu olarak adlandirimaktadir. Bu reaksiyon amino asitler ile lipit
oksidasyonu UrUnleri arasinda da meydana gelebilmektedir. Maillard reaksiyonu
drtnleri  spesifik renk ve aroma olusumuna katkida bulunmaktadirlar [107].
Pekmezde olusan HMF miktari Maillard reaksiyonlarinin indikatori olarak kabul
edilmektedir. HMF pekmez icin dnemli bir kalite parametresi olup olusumu proses
sartlar, depolama suresi, seker bilesimi, pH, toplam asitlik, mineral igerigi gibi
etkenlerle yakindan ilgilidir [103], [108].

2.3.3. Propolis

Propolis bal arilar (Apismellifera L.) tarafindan agag¢ ve bitkilerin tomurcuklarindan
toplandiktan sonra arilar tarafindan salgilanan enzimlerle ve polen ile karistirilan,
gUclu bir yapigskan olan maddedir. Arilar propolisi kovanin i¢ duvarini korumak ve

purtizsuzlestirmek igin kullanmaktadir [109]-[111]. Propolisin genel yapisinda %50
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oraninda recgine ve bitkisel balsam, %30 orannda mum, %10 oraninda temel ve
aromatik yaglar, %5 oraninda polen ve %5 oraninda da diger bilegsiklerden
bulunmaktadir [109], [110]. Propolisin igerisindeki mum ve organik atiklar etanol
ekstraksiyonu ile uzaklastirimakta ve biyoaktif bilesenlerden olusan propolis elde
edilmektedir. Propolis icerisinde polifenol, terpenoid, steroid, seker ve amino
asitlerinde bulundugu 300’den fazla bilesen icermektedir. Bu bilesiklerin dagilimi

propolisin elde edildigi jeografik kosullara gore degismektedir [109], [112]-[114].

Propolis antibakteriyel, antifungal, antiviral, antioksidan, antienflamatuvar,
antitmor, antimutajenik olma gibi pek ¢ok o6zelligi bulunmaktadir [109], [110],
[112]-[115]. Choi ve arkadaglan tarafindan yapilan bir arastrma da iki farkh
bdlgeden izole edilen propolisin Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis ve Candida albicans ‘a karsi antimikrobiyal aktivitesi incelenmisgtir.
BUtin etanol ekstrakti olan propolis o6rnekleri S. aureus, B. subtilis, S.
Typhimurium ve C. albicans’a karsl antimikrobial etki gostermistir [116]. Silva ve
arkadaslar tarafindan yapilan bir calismada propolisin antimikrobiyal ve iltihap
olusumunu engellemesi Uzerine olan etkisi incelenmigtir. En yaygin patojenlerden
olan Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans ve
Staphylococcus aureus uUzerindeki antimikrobiyal etkisi incelenmis ve bakteriler
uzerinde inhibisyon etkisi oldugu bildirilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda propolisin
antibiyotik direncgli suslara ve olusabilecek iltihaplara kargi kullanilabilecegi
bildirilmigtir [117]. Yapilan bir baska ¢aligmada ise propolis ektraktlarinin antiviral
etkileri arastirimis ve farkli propolis érneklerinin kus gribi virisine kargi antiviral
etki gosterdigi bildirilmistir [114]. Yidirnm ve arkadaslar tarafindan yapian bir
arastrma da propolisin iki farkli uguk virisine karsi antiviral etki gosterdigi
belirtiimistir [118].

Propolisin anti-inflamatuar (iltihaplanmayi 6nleyici) etkisi olup olmadigi birgok
arastrmaci tarafindan arastirimigtir. Santiago ve arkadaslari tarafindan yapian
bir calismada, propolis ve klorheksidin iceren dis UrUnlerinin insan monositleri
Uzerine olan etkisini incelemigstir. Bulgular, propolis ve klorheksidin kombinasyonu
antijenlerin monositler tarafindan tannmasini arttrmis ve insan monositlerinin
Streptococcus mutans’a kargi olan bakterisidal aktivitesini arttirdigini bildirmistir.
Ayrica bu kombinasyonun disg hastalklan tedavisinde onemli bir fayda saglayan

antienflamatuvar stokinlerin Gretimini de arttrmistir [119]. Yapilan bir ¢alismada
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propolisin etanol ve su ekstraktlarinin fare modellleri Uzerinde antienflamatuvar
etkisi arastrimis ve her iki ekstraktin da antienflamatuvar etkiye sahip oldugu
bildirilmistir [120].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Bakteri ve Faj

Bu calismada kullanilan bakteriyofaj George Eliava Bakteriyofaj, Mikrobiyoloji ve
Viroloji Enstitisi'nden (Tiflis, Gurcistan) alinmistir. E. coli O157: H7; Prof. Dr.
lbrahim CAKIR'dan (Bolu Abant izzet Baysal Universitesi, Milhendislik Mimarlk

Fakultesi, Gida MiUhendisligi Bolumu) saglanmigtir.

3.1.2. Besiyerleri ve Kimyasal Maddeler
CASO Broth, Agar ve gliserol Merck'ten (Darmstadt, Almanya) temin edilmigtir.

Gliserol bakteri ve faj stoklarinin hazirlanmasinda kullanimistir.

Bu caligma kapsaminda kullanilan bakteri ve fajlarin stoklarinn hazilanmasinda,
bakteriye 6zglu fajin izolasyonu, zenginlestiriimesi, titrelerinin belilenmesinde,
pekmez Orneklerinin antimikrobiyal etkisinin belirlenmesinde ve faj-pekmez
arasindaki sinerjistik etki olup olmadiginin belirlenmesinde CASO broth, CASO
yumusak agar (%0,6) ve CASO agar (%1,5) kullanimistir.

Calsma kapsaminda kullanlan 0z0m c¢ekirdegi, ayva ve nar kabugunun
ekstraksiyonu ve propolisin ekstraksiyonu igin kullanlan etanol, metanol ve aseton
Merck Millipore Corporation'dan temin edilmistir. Bitki ekstraktlari, pekmez
ornekleri ve propolisin toplam fenolik madde analizinde kullanilan Folin- Cioacalteu

reaktifi ve sodyum karbonat (Na,COs3) Sigma-Aldrich’ten temin edilmigtir.

3.1.3. Fenolik Bilesikler ve Pekmez Ornekleri
Fenolik madde ekstraksiyonu amaciyla kullanilan ayva ve nar Ankara’da bulunan
yerel marketlerden, Uzim c¢ekirdekleri ise Kavakldere saraplart A.$.’den temin

edilmigtir.

Calismada kullanilan dut pekmezi (DP), karadut surubu (KD) ve kegiboynuzu
pekmezi (T) geleneksel udretim ile elde edilen orneklerden pacal yapilarak
hazirlanmistir. Keciboynuzu pekmezi (KBM) ve Uzim pekmez (UP) 6rnekleri ise

yerel marketten temin edilen Orneklerden pacal yapilarak hazilanmigtir. Propolis
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ornegi ise Dr. Ogr. Uyesi Serap Durakl Velioglundan (Tekirdag Namk Kemal

Universitesi, Gida Mihendisligi Bélim) temin edilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Faj izolasyonu, Saflagtirma ve Zenginlestirme

3.2.1.1. Fajizolasyonu

E. coli O157:H7 fajinin izolasyonunda Eliava Enstitisinden alinan faj miksleri
kullanimistir. Faj izolasyonu igin, ticari preparatlardan 10 pl faj karigimlar alinp ve
steril Eppendorf tuplerine aktariimistir. Daha sonra 10 ul E. coli O157: H7 bakteri
susu, Eppendorfa ilave edilmis ve fajin bakteriye absorbe olmasi i¢in oda
sicakliginda 10-15 dakika inkibasyona birakimistir. 1 mL'lik bir son hacim elde
etmek igin steril CASO broth ilave edilmis ve 37°C'de 18-24 saat inkUbe edilmigtir.
inkiibasyondan sonra, Eppendorf tiipleri hiicre kalintlarinin giderilmesi icin 12.000
rom'de 5 dakika santriflj islemi uygulanmistir. Sonra sUpernatant baska bir steril
Eppendorf tlplne toplanmis, pelet atimistr. E. coli O157:H7 faj sayilarinin

artmasi igin bu prosedur U¢ kez yapimistir.

3.2.1.2. Fajin Saflagtirnimasi

izolasyonu yapilan fajlarin saflastrimasi icin tek plak izolasyonu yapimistr.
Fajlarin dilusyonlari serum fizyolojik (FTS; %0,85 NaCl) ¢ozeltisinde hazirlandiktan
sonra faj dilisyonlarindan 100 pl ve konakgl bakterinin logaritmik fazdaki
kiltirinden 150 pl alinarak 3 mL’lik steril yumusak agara eklenir ve  CASOagar
Uzerine dokllerek homojen bir sekilde yaylmasi saglanrr. 18-24 saatlik bir
inklbasyonun sonunda agar Uzerine tek dusen plaklardan alinarak Eppendorf
tipunun igine aktanimistir. TUpun igerisine 100 pL besiyeri eklenerek fajlarin sivi
besiyerine ge¢mesi saglanir. Logaritmik fazdaki konakg! kultirden Eppendorfa 10
ML kdlltir eklenir ve faj ile bakterinin adsorpsiyonu icin oda sicakliginda 10-15
dakika inkibasyona birakimistir. Adsorpsiyonun ardindan besiyeri ile Uzeri 1
mL’ye tamamlanmig ve 18-24 saat 37°C'de inkibasyona birakimistr.
inkiibasyonun ardindan hiicre artiklarnin uzaklastrimasi amaciyla 12.000 rpm’de
5 dakika santrif(jj islemi uygulanmistir. Elde edilen supernatant steril bir Eppendorf

tipune alindktan sonra 0,45 pum porlu filtrelerden (Sartorius, Almanya)
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gegcirilmistir. Fajlarin saflgindan emin olmak igin bu islem U¢ kez tekrarlanmigtir
[121].

3.2.2. Dogal Bitki Ekstraktlar

3.2.2.1. Fenolik Madde Ekstraksiyonu

Taze UzUm cekirdekleri 45°C’de 2 gin boyunca etivde Kkurutulmus ardinda
ogutict  yardmiyla 6guatilmustir.  Ekstraksiyon iglemi igin  6gutilmis  Gzim
cekirdeklerine 1:10 (w/v) oraninda %50 etanol-su karigimi eklenmistir. Bu karigim
200 rpm’de 1 saat boyunca karistirimis ve karisim kaba filtre kagidi yardimiyla
suzUlmustur. Suzdntt kismi alindiktan sonra kaba filtre kagidinda kalan kisma
tekrar ayni oranda etanol-su karigimi eklenmis ve tekrar karigtrmaya birakimistir.
Bu karisimda kaba filtre kagidindan siziimustir. ki stzinti karistirimis ve rotary
evaparatorde c¢ozlcUslinden uzaklastirimistir. Oksidasyonun 6nlenmesi amaciyla
ekstraktlar azot gazi ile muamele edilmis daha sonra -18°C’de depolanmigtir [122].

Nar ekstraksiyonu igin nar kabuklan soyulmus, liyofilizatorde dondurularak
kurutulmus  ve  8gUtilmistur.  Ogitliimis nar  kabuklarinn  (zerine  Uziim
cekirdeklerinin ekstraksiyonunda kullanilan ile ayni oranda etanol-su karigimi
eklenmistir. Karisim oda sicakliginda 4 saat boyunca 200 rpm’de karigtinimaya
brrakimigtir. Karigtirma suresinin  sonunda karigim kaba filtre kagidindan
suzulmis ve rotary evaporatorde ¢oOzucusUnden uzaklagtirimistr. Ekstrakt -
18°C’de depolanmistir [122].

Ayva ekstraksiyonu icin ayvanin c¢ekirdekleri c¢ikarimis ve liyofilizatorde
dondurularak  kurutulmustur.  Kurutulan  Oornekler  6gutucuden  gegirilerek
ogutulmustur. Bir Onceki ekstraksiyon yontemlerinde kullanidigr gibi etanol-su
karisimi eklenmistir. Kangim oda sicakliginda 1 saat boyunca 200 rpm'de
karismaya birakimistir. Karisim kaba filtre kagidindan stzuldikten sonra rotary
evaporatorde c¢oOzlclUsinden uzaklastrimistir. Ekstrakt -18°C’de depolanmistir
[122].
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3.2.2.2. Dogal Bitki Ekstraklarinin Toplam Fenolik Madde Miktarlarinin
Belirlenmesi

Elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlari spektrofotometrik bir
yontemle belirlenmistir. 100 yL 6rnek, 8,4 mL saf su ve 500 pyL Folin—Ciocalteu
¢cozeltisi eklenmistir. 3 dakika bekletildikten sonra Uzeresine hazirlandiktan sonra
bir gece karanlkta bekletilen %35’lik Na,CO3 ¢dzeltisinden 1 mL eklenip vorteks
ile kanstrimistir. Karisim bir saat boyunca karanlkta bekletilmistir. 1 saat
sonunda karigmin 760 nm’deki absorbans degeri Agilent 8453 UV-Visible
spektrofotometre (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA) ile olgulmustdr.
Kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi icin 200-1000 ppm arasinda gallik asit
cozeltileri hazirlanmistr. Orneklerin  toplam fenolik madde miktari hazrlana
kalibrasyon grafiginden elde edilmis ve sonuglar mg gallik asit/l olarak verilmistir
[123].

3.2.3. Pekmez Orneklerinin Analizleri

3.2.3.1. HMF Miktarinin Belirlenmesi

Hidroksimetilfurfural (HMF) icerigi Winkler yontemine (1955) goére belirlenmigtir.
Prosedur ayrica Uluslararasi Bal Komisyonu (IHC 2002) tarafindan ayrintii olarak
acklanmistr. Analiz, kirmizi renkli bir kompleks olusturan barbiturik asit, p-toluidin
ve HMF arasindaki kolorimetrik reaksiyona dayanmaktadir. Kirmizi renkli
¢cozeltilerin 550 nm'de emilimi, bir UV-Vis spektrofotometresi (UV-2600,
SHIMADZU, JAPAN) kullanilarak belirlenmistir. Gerektiginde numune ¢ozeltileri
seyreltiimis ve seyreltme faktorl dikkate alinmistir. HMF'nin kantitatif dederi,

yontem icin onerilen formul kullanilarak belirlenmistir [124].

3.2.3.2. Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Pekmez &rneklerinin fenolik igeriginin belirlenmesinde Folin-Ciocalteu yontemi
kullanimistr [125]. ik once, 0,1 g numune tartimis ve 10 mL damitimis su
kullanilarak seyreltilmistir. Cozelti, bir multi-vorteks (Multi Reax, Heidolph,
ALMANYA) kullanilarak karstinimig  ve Whatman No 1 filire kagidindan
suzilmustir. 20 uL numune ekstresi (veya standart ¢ozelti) ve 1580 pL distile su,

bir cam tupte ve 100 uL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildikten sonra ve vorteks
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(Reax top, Heidolph, ALMANYA) kullanilarak karistinimistr. Daha sonra 300 pL
Na,CO0s (200 g/L) c¢ozeltisi ilave edilmis ve tekrar karistirimistr. Test tlplerindeki
karisimlar, 40°C'de 30 dakika boyunca su banyosunda (WiseBath, DAIHAN
Scientific, KOREA) inkubasyona birakimistir. Yesil-mavi kompleksin emilimi, 765
nm'de UV-Vis spektrofotometre (UV-2600, SHIMADZU, JAPAN) ile kdre (numune
yerine 20 mcL su kullanlarak hazrlandl)) karsi okunmustur. Farkh
konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 100, 250 ve 500 mg/L) standart ¢Ozeltilerden,
1000 mg/L konsantrasyonda gallik asit stok ¢ozeltisinden hazirlanarak bir
kalibrasyon egrisi Uretilmistir. Sonuglarin hesaplanmasinda bu kalibrasyon egrisi
kullanimistir. Sonuglar, g numune basina mg gallik asit esdederi (GAE) olarak
ifade edilmigtir [126].

3.2.4. Propolis
3.2.4.1. Propolis Ekstraksiyonu

Propolis ekstraksiyonu Chen ve arkadagslan tarafindan Onerilen metoda goére
gerceklestirilmigtir [127]. 10 g 6rnek %95’lik etanolde 250 rpm’de 25°C’de 48 saat
ekstrakte edilmistir. Elde edilen ektrakt Whatman no.4 filtre kagdidi ile filtre
edilmistir.  Filtreden gegcirilen ekstraktin  Uzeri ¢Ozicusu ile 100 mL’ye

tamamlanmistir.

3.2.4.2. Propolis Orneginden Fenolik Ekstraksiyonu

Fenolik ekstraksiyonu Oru¢ ve arkadaglarinin kullandigi yontem ile degisiklikler
yapllarak uygulanmistir [128]. 1 g propolis 6érnedi 20 mL %70’lik etanol kullanilarak
oda sicakliginda 1 saat ekstraksiyon islemi yapimigtir. Daha sonra 15 dakika
boyunca ultra sonikasyon islemi yapimistir. Propolis ekstrakti Whatman (No.1)
filtre kagidi ile filtre edilmis ve 40°C, 200 rpm’de rotary evaporator kullanilarak
konsantre hale getirilmigtir. Kurutumus ekstrakt, 2 mL metanol igerisinde

¢6zdUrilmis ve kullanlana kadar 4°C’de saklanmistir. Fenolik bilesen tayini igin

metanolde ¢o6zduUrilmUs ekstrakttan dilisyonlar hazirlanmis ve analiz yapimistir.
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3.2.4.3. Propolisin Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Toplam fenolik analizi Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak yapilmistir [125].
Ornekler analizlerde kullanimak Uzere 250 kat seyreltilmigtir. Ornek ekstrakttan 20
pML alinarak 1580 pL distile su ve 100 pyL Folin-Ciocalteu reaktifi ile karnstinimistir.
300 uL Na,COs3 (200 g/L) eklenerek tekrar karstirimistir. TUpler 40°C’de 30 dakika
su banyosunda (WiseBath, DAIHAN Scientific, KOREA) inkubasyona birakimistir.
Koér solisyonu oérnek yerine 20 L saf su eklenerek hazirlanmistr. Orneklerin
absorbans degerleri UV-Visible spektrofotometre (UV-2600, SHIMADZU, JAPAN)
ile 765 nm’de dlgulmastar. 10, 25, 50, 100, 250 ve 500 mg/L konsantrasyonlarinda
standart ¢oOzeltilerin hazirlanmasi igin bir stok gallik asit ¢ozeltisi (1000 mg/L)
kullanimigtir. Standart c¢ozeltilerin absorbans degerleri kullanilarak kalibrasyon
egrisi Uretilmis ve bu kalibrasyon egrisi orneklerin fenolik madde igeriklerinin
hesaplanmasi icin kullanimistir. Sonuglar, g numunesi basina mg gallik asit

esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir.

3.25. Dogal Bitki Ekstraktlarinin, Pekmez Orneklerinin ve Propolisin
Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal etkinin belirlenmesi igin bes farkl pekmez ve 3 adet ekstrakt (nar,
Uzim, ayva) kullanimistr. Oncelikle, CASO agar ortasina 20 pl pekmez ve
ekstrakt numuneleri damlatimis ve oda sicakliginda kurumaya birakimigtir. 300
ML E. coli O157: H7 (ODeoo = 0,5-0,6) 4 mL yumusak agar icine aktarimis ve
hafifce karistridiktan sonra agar Uzerine yaylmistr. Agar , inhibisyon zonunun
gbzlemlenebilmesi icin 37°C'de 18-24 saat inkilbe edilmistir [129]. inkiibasyon

sonunda agar uzerinde inhibisyon zonlarinin olup olmadigi gézlenmigtir.

Bitki ekstraktlan ve pekmez Orneklerinin agar plakalarn Uzerindeki antimikrobiyal
etkileri belirlendikten sonra, etkinin daha net ortaya koyulabilmesi amaciyla sivi
ortaminda antimikrobiyal etki arastrimistr. Bu amagla Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) ve Minimum Bactericidal Concetration (MBC) degerleri
belirlenmistir. MIC ve MBC degerinin belirlenmesinde mikrodilisyon yontemi
kullanimistir [130]. Bes farkli pekmez 0&rnedi kullanimigs ve orijinal pekmez
ornekleri “d”, bir kat seyreltiimis pekmez 6rnekleri “d/2” olarak adlandirimigtir. Ayni

sekilde diger seyreltimis pekmez oOrnekleri (d/4, d/8, d/16) da hazrrlanmistr.
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Pekmez, log-fazindaki bakteri kaltiri (ODggo = 0,5-0,6) ve s besiyeri her ELISA
plaka kuyucuguna eklenmis olup ELISA plaka kuyucuklarinin son hacmi ayni
olacak sekilde ayarlanmigtir. Kontrol gruplan i¢in pekmez bulunmayan bakteri
kUltiri ve bakteri klltiri olmayan pekmez 6rnekleri de kullanimis ve ELISA plaka
kuyularina eklenmigtir. Mikroplakalar, 37°C'de 18-24 saat inkube edilmistir.
inkiibasyondan sonra, érnekler Eppendorf tiiplerine toplanarak bakteri saymi icin

kullanimistir.

Propolis ornedinin antimikrobiyal etkisinin tespit edilmesi amaciyla agar ortami
denemesi yerine swv ortam denemesi yapimis ve MIC, MBC degerleri
belirlenmistir. MIC ve MBC degerleri belirlenirken yukarida belirtilen yontem
uygulanmigtir kontrol denemesi amaciyla ayni oranta etil alkol hazirlanmis ve

propolis yerine kullanimigtir [130].

3.2.6. Bitki Ekstraktlar, Pekmez Ornekleri ve Propolisin Faj Plak Biiyiikliigii
Uzerine Etkisi

Bitki ekstraktlari ve pekmez dérneklerinin faj ile etkilesiminin arastirimasi amaciyla
Oncelikle agar ortaminda fenoliklerin ve pekmez oOrneklerinin faj plak boyutlarina
olan etkisi incelenmigtir. Bu amacla, 50 uL pekmez numuneleri (d/2, d/4, d/8, d/16)
agar Uuzerine damlatimis ve oda sicakliginda kurumaya birakimistir. 150 pL
bakteri kiiltirii (ODgoo = 0,5-0,6) ve 102%-10° pfu/mL titre ile 100 pL faj, 4 mL
eritiimis yumusak agar icerisinde kanstirimistir. Karigim, agar Uzerine yaylmis ve
37°C'de 18-24 saat inkibe edilmistir. Inkiibbasyonun ardindan, difiizyon bélgesinde
plak olusumu incelenmigtir. Ayni sekilde nar, Gzim ve ayva ekstraktlarindan d, d/2
ve d/4 konsantrasyonlarin da o&rnekler hazirlanmistir. Agar Gzerine 50 pL
damlatma yapilmis ve oda sicakliginda kurumaya birakimistr. Kuruduktan sonra
uzerine ayni sekilde yumusak agar ile kaplanmig ve inkUibasyona birakimistir
[131].

Propolis dérneginin E. coli O157:H7 fajlarina olan etkisinin anlagilabilmesi amaciyla
agar ortaminda faj plaklari goézlenmistir. Bunun i¢in 4 ml'lik yumusak agarin
icerisine 100 uL faj, 150 uL gelisme fazindaki bakteri ve propolis érnegi eklenmis
ve Onceden hazrlanan agar petri Uzerine yaylmistir. Propolis 6rnekleri son

hacimdeki konsantrasyonlari d/4, d/8, d/16 ve d/32 olacak sekilde ayarlanmistir.
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Kontrol olarak ise %95’lik etanol hazirlanmigtir. Hazirlanan etanol propolisin yerine
d/4, d/8, d/16 ve d/32 son konsantrasyonlarinda yumusak agara eklenmigtir.
Ayrica yalnizca fajda kontrol olarak kullanimistir. Petriler bir gece 37°C’de inklbe

edilmis ve ertesi gun faj titreleri ve plak boyutlari gézlenmistir.

3.2.7. Faj ile Pekmez Arasindaki Etkilesimlerin incelenmesi

3.2.7.1. Faj-Pekmez Etkilegsiminin Sivi Ortamda incelenmesi

Yalnizca pekmez, yalnizca faj ve bunlarin kombinasyonunun E. coli O157:H7’ye
kargi olan antimikrobiyal etkisinin sivi ortada belirlenebilmesi amaciyla zaman
Olim egrisi (Time kill curve) deneyi yapilmistr [132]. MOI degeri 0,1'e
ayarlanmistir. Sadece bakteri (10’ kob/mL), pekmez ve bakteri (MIC, 10’ kob /mL;
MIC/2, 107 kob/mL), bakteri ve faj (10" kob/mL bakteri, 10’ pfu/mL faj), pekmez, faj
(MIC, 10" kob/mL bakteri, 10" pfu/mL faj; MIC/2, 10" kob/mL bakteri, 10 pfu/mL
faj) TSB'de hazirlanmis ve 37°C'de 5 saat inkibasyona birakimistr. inkilbasyon
srrasinda, 0, 30, 60, 90, 120, 240 ve 300 dakikalarda steril Eppendorf tlplerine
100 L ornek alnmistr. Ornekler, bakteri hiicre artklarinin uzaklastirimasi
amaciyla 12.000 rpm'de 5 dakika santriflje edilmistir. SUpernatant steril Eppendorf
tiplerine alinmis ve bu supernatant faj titresi belirlemesi igin kullanimistir. Bakteri
hicrelerinden olusan pelet steril serum fizyolojik (%0,85) ile yeniden slspanse

edilmis ve EMB agarda bakteriyel sayim igin kullanimistir.

3.2.7.2. Tek Asamali Geligme Egrisi

Agar ortaminda yapilan denemelerde pekmez drneklerinin faj plak bUyukliklerinin
arttirdig1 gortlmastir. Bu durumun daha iyi anlasilabilmesi amaciyla tek asamali
gelisme egrisi ckarimis ve tp3 fajinin pekmez (T) varlidinda ve yoklugunda latent
doénemleri ve patlama buyuklUkleri elde edilmistir. Gelisme egrisi Reyes-Gavilan
vd. (1990) ve Suarez vd. (2002) tarafindan 6enerilen ydnteme gore belirlenmistir
[133], [134]. Tek asamal gelisme egrisi d/4 (MIC) ve d/i8 (2 MIC)
konsantrasyonlarinda elde edilmistir. MOI degeri 0,1 olarak ayarlanmistir. Faj-
bakteri-pekmez (Pekmez son konsantrasyonu d/4 ve d/8 olacak sekilde
hazirlanmigtir.) karigimlari hazirlanmis daha sonra adsorbsiyon igin 15 dakika oda

sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkibasyon sonunda baglanmayan fajlarin
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uzaklagtirimasi amaciyla 12 000 rpm'de 5 dakika santriflj islemi uygulanmistir.
Supernatant atimig, pelet TSB besiyeri ile tekrar ¢ozdurilmustir. 120 dakikalik
inkibasyon boyunca belirli araliklarda ornekler alinmig, 12 500 rpm’de 2,5 dakika

santrifij edilmis ve faj titresi belirlenmigtir.

3.2.7.3. Faj Duyarliiginin Belirlenmesi

Agar ortaminda yapilan denemeler sonucunda pekmez orneklerinin belirli
konsantrasyonlarinin faj plak buytklUklerinin arttirdigi belirlenmistir. Bu durumun
daha iyi anlasilabilmesi igin sivi ortam denemelerine gegilmistir. Bu denemeler igin
T pekmez o6megi ve tp 3 faji secilmistir. Fajin pekmez bulunan ortamdaki
dayanklliginn veya pekmezin faj Uzerine olabilecek antiviral etkisinin belirlenmesi
amaciyla faj duyarllk testi yapimistr. Bu amagla T pekmezi d, d/2 ve d/4
konstrasyonlarinda CASO broth yardimiyla hazirlanmistr. MOI degeri 0,01 olarak
ayarlanmigtir. Denemeler 2xMIC (d/2), MIC (d/4) ve 1/2xMIC (d/8) degerleri igin
yapllmig ayrica birde pekmez igcermeyen kontrol eklenmistir. Tum degerler icin U¢
paralel ile caligimistir. Oncelikle 100 pl faj ve 100 pl bakteri Eppendorfa eklenir ve
10 dakika boyunca oda sicakliginda inkubasyona birakimistir. Ardindan Uzerlerine
sivi besiyeri ve pekmez 6rnegi eklenmis ve 18-24 saat 37°C’de inkibasyona
brrakimistrr. inkiibasyon isleminden sonra 12.000 rpm'de 5 dakika santrifijj

yapllmis ve uygun dilisyonlar hazirrlanarak faj titreleri belirlenmistir [130].
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Faj izolasyonu

E. coli O157:H7 bakterisine ait fajlar Eliava Enstitisi’nden temin edilen faj
karisimlarindan izole edilmigtir. Bakteri faj karigimlari inkibasyona birakimis ve
Ureme gostergesi olan bulanklk takip edilmistir. Bulankkliga gére konakgi bakteri
miktan arttinimig veya sabit tutulmustur. Bu islemler sonunda cift tabaka agar
yontemi ile faj varlidi tespit edilmistir. Varligi tespit edilen fajlardan tek koloni
izolasyonu yapilmig ve zenginlestirme islemi yapimistr. izole edilen fajlar
morfolojik dzelliklerine gore sirasiyla isimlendirilmistir. izole edilen fajlar Cizelge

4.1.de verilmigstir.

Gizelge 4.1. izole edilen E. coli O157:H7 fajlari
BAKTERI FAJ

E. coli O157:H7 . coli O157:H7 tpl
. coli O157:H7 tp2
. coli O157:H7 tp3
. coli O157:H7 tp4
. coli O157:H7 tp5

. coli O157:H7 tp6

m m m m m m

Zenginlestirme islemleri tamamlandiktan sonra fajlar %50’lik gliserol ile
karistirlarak stoga alinmigtir. Stoklar -18°C’de depolanmistir.

4.2. Fenolik Ekstraksiyonu ve Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi
Bitki ekstraktlarinin toplam fenolik degerleri spektrofotometrik bir ydntemle
belirlenmistir. Ekstraktlarin toplam fenolik madde degerleri hazirrlanan gallik asit
kalibrasyon egrisi yardimiyla belirlenmis ve Cizelge 4.2’de verilmistir. Narin en
yuksek fenolik madde degerine sahip oldugu saptanmistr. Literatirde cesitli
calismalarda nar kabugundaki fenolik madde dederlerleri arastirimistir. Elfalleh ve

arkadaslari tarafindan yapilan bir galismada nar kabugu, yapraklar, tohumu ve
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cigeginin toplam fenolik madde igerikleri arastirimigtir. Calismada nar kabugunun
toplam fenolik madde igerigi 85,60 mg GAE/g kuru madde olarak bulunmustur
[135].

Cizelge 4.2. Dogal bitki ekstraktlarinin toplam fenolik madde degerleri

EKSTRAKTLAR Toplam Fenolik Madde
(mg GAE/qg)
Nar 330,00
Uzim 66,02
Ayva 16,90

Uziimdeki fenolik madde degeri 66,02 mg GAE/g kuru madde olarak bulunmustur.
Literatirde UzUm cekirde@inin toplam fenolik madde miktarini arastiran galismalar
incelendiginde bizim degerimize yakin sonuglar elde edildigi gorulmugstir. Yapilan
bir calismada UzUm cekirdeklerinin kati-sivi ekstraksiyonu ile ekstrakte edilmis ve
kat- s oranlarinin, ¢ekirdek partikil buyukliklerinin ekstraksiyona olan etkisi
incelenmistir. Uzim cekirdeginin en yiksek toplam fenolik degeri 66,80 mg GAE/g
kuru madde olarak bulunmustur [136]. Bir diger calismada ise Folin-Ciocalteu
metodu kullanilarak toplam fenolik miktan belirlenmis fakat sonuglar mg of
klorojenik asit/g kuru madde olarak verilmistir. Uziim cekirdeginin toplam fenolik

madde miktari 63,5 mg GAE/g kuru madde olarak verilmistir [137].

4.3. Pekmez Orneklerinde HMF, Toplam Fenolik Madde Miktarlarinin

Belirlenmesi

Pekmez orneklerinin HMF degerlerinin belilenmesi amaciyla spektrofotometrik bir
yontem kullanimistr. HMF miktan bal ve pekmez gibi baz gidalarda Maillard
reaksiyonlari ve esmerlesme reaksiyonlarinin indikatoru olarak kabul edilmektedir
[138]. KBM, DP, T, UP ve KD pekmezlerinin HMF degerleri srasiyla 8,6; 170,9;
353,3; 15,6 ve 4072,3 mg/kg olarak bulunmustur. Aliyazicioglu ve arkadaslarinin
yaptidi bir galismada Uzim pekmezi ve dut pekmezinin HMF igerikleri sirasiyla

46,0 mg/kg ve 96,9 mg/kg olarak bulundugu belirtilmistir [139]. Tetik wve
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arkadaslarinn yaptigi bir baska calismada ise kegiboynuzu pekmezinin HMF
icerigi 12,25 mg/kg olarak bulunmustur [101]. HMF, sil islem sonucu olusan
Maillard reaksiyonlarnin ana drunlerinden biridir. Sekerler ve amino asitler
arasinda meydana gelen reaksiyonlar sonucu olusmaktadirlar. Pekmezde HMF
olusumum toplam seker miktar, aminoasit miktar, sl iglem siresi, pH, su
aktivitesi gibi birgok faktore bagl olarak dedisim gostermektedir. DP, T ve KD
pekmez ornekleri geleneksel yontemle Uretilen Srneklerdir. Uretimindeki sicaklk
ve diger ortam sartlari kontrolli olmadigi icin HMF miktarlarn olduk¢a yuksek

bulunmustur.

Toplam fenolik icerigi pekmez 6rneklerinin antimikrobiyal etkisini degerlendirmek
icin 6nemli parametrelerdir. Pekmez o&rneklerinin toplam fenolik bilesiklerinin
miktarlari Folin-Ciocalteu yontemiyle belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.3.'te
verilmigtir. Fenolik madde analizi yapiirken 10-500 mg/L araliginda farkl
konsantrasyonlara sahip gallik asitin 765 nm’de absorbans dlgimud alinmis ve bir
kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Orneklere ait toplam fenolik madde miktarlari

kalibrasyon grafigi yardimiyla hesaplanmistir. Kalibrasyon grafigi Sekil 4.1.de

verilmistir.
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Sekil 4.1. Gallik asitin kalibrasyon grafigi
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KBM, DP, T, UP ve KD &rneklerinin toplam fenolik madde miktarlari sirasiyla
11,73; 10,95; 11,82; 9,21 ve 1,73 mg GAE/g seklinde belirlenmistir. En yiksek
toplam fenolik igerigi, 11,82 mg GAE/g olan T numunesine aittir. T ve KBM
orneklerinin her ikisi de kecgiboynuzundan elde edilen pekmez &rnekleridir ve
toplam fenolik miktarlari birbirine yakin ¢ikmigstir. Akkaya ve arkadaslar tarafindan
yurdtilen bir calismada kegiboynuzu pekmezindeki toplam fenolik miktari 16,54
mg GAE/g kuru madde olarak verilmistir [140]. Tetik ve arkadaglar tarafindan
yapllan bagska bir calismada ise kegiboynuzu pekmezinin toplam fenolik miktari
1,62 mg GAE/g kuru madde olarak bulunmustur [101]. DP ve KD &rneklerinin
toplam fenolik madde miktarlari ise sirasiyla 10,95 ve 1,73 mg GAE/g olarak
bulunmustur. Kamiloglu ve arkadaslan tarafindan yapilan bir ¢calismada taze dut,
dut pekmezi ve dut surubunun fenolik madde miktarlari srasiyla 14514 mg
GAE/100g, 402,4 mg GAE/100g ve 25,0 mg GAE/100g kuru madde olarak
bulunmustur [141]. Bir baska calismada ise beyaz dut pekmezinin ve kara dut
pekmezinin toplam fenolik madde miktarlar 2,86 mg GAE/g ve 4,66 mg GAE/g
kuru madde olarak bulundugu belirtiimigtir [100]. Aliyazicioglu ve arkadaglarinin
gerceklestirdigi ¢galismada ise Ug¢ farkl dut pekmezinin toplam fenolik icerikleri 138,
189 ve 199 mg GAE/100 g olarak bulundugu belirtilmistir [139]. UP &rneginin
toplam fenolik madde miktari 9,21 mg GAE/g olarak bulunmustur. Literatlrde
yapllan galismalarda Uzim pekmezinin toplam fenolik madde miktarlari 1,25 mg
GAE/g kuru madde [100], 54,61 mg GAE/ d kuru madde [142] olarak bulundugu
belirtimistir. KBM, DP, T ve UP 6rneklerinin toplam fenolik icerikleri birbirine
yakinken UP &rneginin  toplam fenolik miktari digerlerinden daha disuk
bulunmustur. Alasalvar ve arkadaglan tarafindan yurttilen bir ¢alismada,
pekmezin toplam fenolik madde miktar 1444 mg/100 g olarak bulunmustur [143].
Pekmezdeki toplam fenolik madde miktarindaki degisim Uretildigi meyveden gelen
fenolik maddelerle yakindan ilgilidir. Kullanlan meyvedeki fenoliklerin degisimi ise
meyvenin cinsine, Uretildigi yerin cografik kosullarina ve meyvenin genetik
Ozelliklerine goére degisiklik gostermektedir [144]. Bu nedenle literatirde bulunan

toplam fenolik madde sonuglar farkllik gdstermektedir.
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Cizelge 4.3. Pekmez 6rneklerine ait toplam fenolik (TP) ve hidroksimetilfurfural
(HMF) degerleri

Pekmez Ornekleri TP (mg GAE/Q) HMF (mg/kg)
KBM 11,73 +0,62 8,6 +0,5

DP 10,95 +0,72 1709 +5,8

T 11,82 +0,77 353,3+6,9
UP 9,21 +0,65 15,6 +0,7

KD 1,73 £0,25 4072,3 + 26,7

Bitki UrlnUnln fenolik bilesiklerinin, farkh patojenik bakterilere kargi antimikrobiyal
madde olarak kullanlabilecegi yaygin olarak bilinmektedir [145]-[147]. Pekmez
meyveden Uretilen bir Grin oldugu icin icerisinde fenolik asit, flavanoid ve
antisiyaninler gibi birgok madde icermektedir. Fenolik maddeler hicre memraninin
gecirgenlik ozelliklerini  degistirir ve maddenin igeri diflze olmasina izin
vermektedir. BOylece hucre igi enzimler denature olmaktadirlar [148], [149]. Bu
calismada, sonuclar agikga farkli pekmez érneklerinin E coli O157: H7 susuna

karsi antimikrobiyal etki gosterdigini acikga gostermigtir.

4.4. Propolis Orneklerinin Ekstraksiyonu ve Toplam Fenolik Madde

Miktarinin Belirlenmesi

Propolis orneklerine ait toplam fenolik madde miktarn Folin-Ciocalteu yontemi ile
belirlenmistir. Fenolik madde miktarn Sekil 4.1’deki gallik asit kalibrasyon grafigi
yardimiyla hesaplanmis olup propolis drneginin toplam fenolik madde igerigi 54,97

1 0,78 mg GAE/g propolis olarak bulunmustur.

Propolis besinsel degeri yuksek olan ve farmakolojik anlamda 6nemli olan bir
arindur ve birgok Ulkede ticarilesmigtir. Literatirde propolisin toplam fenolik
iceriginin belirlenmesine yonelik birgok calisma bulunmaktadir. Portekiz'in iki farkli
bolgesinden elde edilen propolislerle yapilan bir ¢aligmada, propolise ait toplam
fenolik igerigi 329,00 + 0,01 ve 151,00 = 0,01 mg GAE/g olarak bulundugu
bildirilmistir [150]. Kumazava ve arkadaglar tarafindan yapilan bir galismada ise,

farkl bolgelerden temin edilen 16 propolisin toplam fenolik madde degerleri 31,2
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0,7 — 299 £+ 0,5 mg GAE/g arasinda bulundugu belirtilmistir. Propolis polifenol,
amino asit, terpenoid, steroid gibi birgok bilesen icermekte ve bu bilesim propolisin
elde edildigi bolge, cografik kosullar ve bitki Ortusu gibi etmenlerden
etkilenmektedir [151]. Bu nedenle propolisin fenolik madde igerikleri de

birbirlerinden ¢ok farkli olabilmektedir.

4.5. Fenolik Orneklerinin Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmesi

Fenolik &6rneklerinin antimikrobiyal etkisinin belilenmesi amaciyla 6rnekler
Oncelikle agar ortaminda denenmis ve daha sonra MIC ve MBC degerleri
belirlenmistir. MIC ve MBC degerleri Cizelge 4.4’te belirtilmistir.

Cizelge 4.4. Bitki ekstraktlarinin MIC ve MBC degerleri

UzZUM EKSTRAKTI AYVA EKSTRAKTI NAR EKSTRAKTI

BAKTERI
MIC MBC MIC MBC MIC MBC
E. coli d/a d/4 d d d/a d/4
0O157:H7

Uzim ve nar ekstraktlarnn MIC ve MBC egerleri d/4 olarak bulunurken, ayva
ekstraktinn MIC ve MBC degeri d olarak bulunmugtur. Bu bulgular sonucunda
Uz0m ve nar ekstraktinin distk konsantrasyonlarinin bile E. coli O157:H7
uzerinde etkili oldugu gorulmektedir. MBC degerleri UzUm, ayva ve nar ekstrakti

icinsirasiyla d/4, d ve d/4 olarak bulunmustur.

Cesitli bitkisel kaynaklardan elde edilen ekstraktlar kimyasal maddelerin yerine
antimikrobiyal ajan olarak kullanmak igin uygun materyallerdir. Bu bitkisel
ekstraktlarin patojen bakteriler Uzerindeki etkisi literatirde pek c¢ok calismada
incelenmigtir. Nar kabugu ekstraktinin enterotoksin Ureten S. aureus susuna olan
etkisinin arastirldiy1  bir g¢alismada, %1 konsantrasyonunda nar kabugu
ekstraktinin bakteri Uremesinin engelledigi bildirilmistir [152], [153]. Pagliarulo ve
arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢calismada, nar kabugu ekstraktinin E. coli ve S.

aureus’a karsi olan antimikrobiyal etkisi incelenmistir. Ekstraktin E. coli i¢cin MIC ve
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MBC degeri 30 pg/ul ve 70 pg/ul, S. aureus igin MIC ve MBC deg@eri 20 pg/ul ve 50
ug/ul olarak bulundugu bildiriimistir [154]. Uzim cekirdegi ekstraktinin dis ve dis eti
hastaliklarina sebep olan Porphyromonas gingivalis ve Fusobacterium nucleatum
bakterileri Uzerine olan etkisinin incelendigi bir ¢alismada, MIC degeri sirasiyla
4000 ve 2000 pg/ul, MBC degerleri ise 8000 pg/ul olarak bulundugu bildirilmistir.
Bu tarz UrUnlerin besinsel takviye olarak alinabilecegi ve patojen bakterilerle

mucadelede kullanilabilecegi de belirtilmigtir [155].

4.6. Pekmez Orneklerinin Antimikrobial Etkisinin Belirlenmesi
Pekmez Orneklerinin E. coli O157:H7 Uzerindeki etkinliginin belirlenmesi amaciyla
Once agar Uzerinde aktivite incelenmis daha sonra ise sivi ortamdaki etkinlikleri

incelenerek MIC ve MBC degerleri belirlenmistir.

Agar ortaminda yapillan denemelerde, agdarin Uzerine 1:1 oranda seyreltiimis
pekmez Ornekleri damlatimig ve kurumaya birakimigtir. Daha sonra 150 pL E. coli
0O157:H7 yumusak agar ile karigtirlarak agarin Gzerine yaylmistir. 37°C’de 18-24
saat inkubasyona birakildiktan sonra olugan inhibisyon zonlari gézlenmistir. T, KD,
KBM ve UP O&rneklerinin olusturduklari inhibisyon zonlari Sekil 4.2°de net bir

sekilde gorulirken, DP Ornegdinde zon olusumu gorulmemisgtir.

MIC ve MBC degerlerinin belirenmesi amaciyla mikrodilisyon yontemi
kullanimigtir. Bakteri, besiyeri ve belirin son konsantrasyonlara sahip olacak
sekilde pekmez drnekleri ependorfun igerisine eklenmistir. inkiinasyona birakilan
orneklerden inkibasyon sonunda EMB agara ekim yapilmis ve sonuglar alinmistir.

Pekmez orneklerinin MIC ve MBC degerleri Cizelge 4.5'te verilmigtir.
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Sekil 4.2. Farkh pekmez érneklerinin E. coli O57:H7 Uzerine etkisi

a) T, b) KD, ¢) KBM, d) UP, e) DP

Literatirde antimikrobiyal icerige sahip maddelerin patojen bakteriler Uzerindeki
etkisini inceleyen birgok c¢alisma bulunmaktadir. Bal ile yapilan bir ¢alismada,
Portekiz balindan izole edilen fenoliklerin Staphylococcus aureus, Staphylococcus
lentus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa gibi Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler zerinde ki
antimikrobiyal etkisi incelenmistir. En yiksek antimikrobiyal etkinin Staphylococcus
aureus’a karsi goruldugu ve Staphylococcus lentus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Bacillus subtilisi de inhibe oldugu bildirilmistir. Fenolik extraktinin
Pseudomonas aeruginosa uUzerinde herhangi bir antimikrobiyal etkiye sahip
olmadigi bildirilmistir [145]. Takara ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada
seker kamigi melasinin Streptococcus mutans ve Streptococcus sobrinus

bakterilerine karsi antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bildirilmistir [156].
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Cizelge 4.5. Pekmez 6rneklerinin MIC ve MBC degerleri

Pekmez Ornekleri MIC (%) MBC (%)
KBM 50 100

DP 25 50

T 25 50

UP 50 100

KD 25 50

Agar ortaminda goérilen antimikrobiyal etkiden sonra swv ortaminda da
antimikrobiyal etki arastirimis ve MIC ve MBC degerleri bulunmustur. KBM, T, UP,
DP ve KD pekmez orneklerinin MIC degerleri sirasiyla %50, %25, %50, %25 ve
%25 olarak bulunmustur. Seker pancari melasinin antimikrobiyal aktivitesini
arastiran bir calismada, S. Typhimurium, S. aureus, L. monocytogenes ve E. coli
MIC degerleri srrasiyla 2,5; 5,0; 0,625 ve 1,25 mg/mL olarak bulunmustur. Ayni
calismada, MBC degerleri, S. aureus, L. monocytogenes, E. coli ve S.
typhimurium igin sirasiyla 5,0; 5,0; 1.,5 ve 2,5 mg/mL olarak bulundugu bildirilmigstir
[157]. Chen ve arkadaslan tarafindan yapilan bir calismada seker pancar
fenoliklerinin S. Typhimurium S. aureus, L. monocytogenes ve E. coli bakterilerine
olan antimikrobiyal etkileri incelenmis ve MIC degerleri srrasiyla 2,5; 5,0; 0,625 ve

1,25 mg/mL olarak bulunmustur [157].

4.7. Propolis Orneklerinin Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal etki belirlenirken %95’lik etanol igerisinde ¢6zinmis olan propolis
ekstrakt kullanimigtir. Belirli oranlarda propolis ve E. coli O157:H7 ependorflara
eklenmis ve bir gece 37°C’de inkiibasyona birakimistrr. inkiibasyon sonunda EMB
agara ekim vyapimis ve tekrar 37°C’de inkilbasyona birakimistr. inkiibbasyon
sonunda agar Uzerinden saym yapilarak MIC ve MBC dederleri belirlenmistir.
Kontrol olarak ise %95’lik etanol kullanimistir. Ayni sekilde bakteri ile deneme
yapimistr. MIC ve MBC degeri bakteri inhibisyonun gerceklestigi en dusuk
konsantrasyonu olan %6,25 olarak belirlenmistir. Bu bulgular sonucunda propolisin

dislUk konsantrasyonlarda bile antibakteriyal etkiye sahip oldugu goérilmektedir.
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Propolis biyolojik o6zellikleri nedeniyle sik kullanlan ve arastirilan bir GrGnddr.
Propolisin antimikrobiyal ozellikleri Uzerine literatirde birgok c¢alisma yapimistir.
Yapilan caligmalar sonucu bulunan MIC degerleri genis bir skalada degisim
gOstermektedir. Alencar ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada propolisin hekzan,
kloroform ve etanol fraksiyonu kullanimis ve bu fraksiyonlarin S. aureus ve S.
mutans Uzerine olan etkisi incelenmigtir. Bakterilere kargi en etkili propolisin
kloroform faraksiyonu oldugu tespit edilmis ve MIC degeri 25-50 pg/mL olarak
bulundugu Dbildirilmigtir. Etanol fraksiyonunun MIC degeri 50-100 pg/MI olarak
bulunurken hekzan fraksiyonunda antimikrobiyal etki gozlenmedigi belirtiimistir
[158].

4.8. Dogal Bitki Ekstraktlarinin Faj Plak Biiyiikliigii Uzerine Etkisi

Bitki ekstraktlarinin faj plak buyukluklerine olan etkisinin incelenmesi amaciyla gift
tabaka agar yontemi uygulanmistr. Agarin Uzerine 50 pl d, d/2 ve d/4
konsantrasyonlarinda ornekler damlatimigs ve Uzerine bakteri ve faj iceren
yumusak agar karigimim dokulmustir. Bir gece inkibasyon sonunda faj plaklar

incelenmistir.

Ayva, Uzum ve nar ekstraklarinn E. coli O157:H7 bakterisine ait alti farkli fajinin
(tp1, tp2, tp3, tp4, tp5, tp6) plak buydklikleri Uzerine olan etkisi incelenmistir.
Sonuglar Cizelge 4.6’da verilmistir. Ayva ekstraktinin d konsantrasyonu tp1, tp3,
tp5 ve tp6 fajlarina karsi inhibisyon etkisi goOstermistir. d/2 ve d/4
konsantrasyonlarnda ise plak  bulyUkluklerinde  herhangi  bir  degisim
gb6zlenmemistir. Ayva ekstraktinin  tim konsantrasyonlari tp4 fajinn plak
blylkliginin etkilemedigi  gbzlenmistir.  Uzim ekstraktnda ise d ve df2
konsantrasyonu tp1, tp3, tp4 ve tp6 icin inhibisyon etkisi gOsterirken, tp5 igin
yalnizca d konsantrasyonu inhibisyon etkisi gostermis ve d/2 konsantrasyonu plak
blylkligunde herhangi bir degisime neden olmamistr. Tum fajlar icin d/4
konsantrasyonu plak boyutuna etki etmemigtir. Nar ekstraktnn d, d/2 ve d/4

konsantrasyonlar1 tim fajlar icin inhibisyon etkisi gostermistir.
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Cizelge 4.6. Bitki ekstraktlarinin faj plak buydklUklerine olan etkisi

AYVA UzOM NAR
EKSTRAKTI EKSTRAKTI EKSTRAKTI
FAJLAR
d d/2 d4 d d/2 di4 d d/2 d/a

tpl - — — - - — - - -
tp2 - <> <« - > PARN - - -
tp3 - — — - - — - - -
tp4 <« <> <> - - > - - -
tp5 - - - - « o - - -
tp6 i i - i o - i i

- Plak inhibisyonu gbzlenmis.
‘«*: Plak boyutunda degisiklik gdézlenmemis.

Sekil 4.3'te nar ekstraktinn tp5 fajinin plaklarina olan etkisi gdsterilmistir. Nar
ekstraktinn d, d/2 ve d/4 konsanrasyonlari tp5 fajinin plak olusumunu engelledigi
gOrulmustar.

Sekil 4.3. Nar ekstraktinin tp5 fajinin plaklarina olan etkisi

a) d konsantrasyonu; b) d/2 konsantrasyonu; c) d/4 konsantrasyonu
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Fajlar bircok alanda patojen bakteriler ile mucadelede kullanimaktadir. Fakat
bakterilerin kullanildigi proseslerde fajlar énemli bir sorun olarak karsimiza
ckmaktadr. Ornegin st ve sit Grlnleri endistrisinde starter bakteriler
kullanimakta olup bu bakterilere ait fajlarn ortamda bulunmasi kultirin
calismasini engellemekte ve proseste soruna neden olmaktadir. Fenolik
maddelerin fajlar Gzerindeki antiviral etkisi fenolik bilesiklerin bu tir proseslerde

koruma ajani olarak kullanilabilecedi gostermektedir.

4.9. Propolis Orneginin Fajlara ve Faj Plak Biiyiikliigiine Olan Etkisi

Propolis drnedinin fajlara olan etkisi anlasimasi amaciyla bakteri, faj ve propolis
yumusak agar yardimiyla agar petri Uzerine yaylmis ve inkibasyona birakimigtir.
Kontrol amaciyla ayni deneme %95’lik etanol kullanilarakta yapimigtir. Ayrica
yalnizca faj yaylarak da kontrol 6rnegi hazirlanmistir. Etki hem faj plaklar hem de
faj saylan izlenerek incelenmistir. Propolisin faj plaklarina olan etkisi Cizelge

4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Propolis 6érneklerinin fajlara olan etkisi

FAJLAR

tpl tp2 tp3 tp4 tp5 tp6
Faj 9,60 8,30 9,08 8,20 9,00 9,48
titresi
(Kontrol)
Propolis
d/4 - - - - - -
d/8 6,60 - - 6,78 - -
d/16 6,95 - 8,10 6,92 8,24 8,34
d/32 8,68 7,00 8,33 7,26 8,46 8,62
Kontrol
d/a - 7,64 8,00 6,08 7,90 8,12
d/8 6,95 8,78 7,89 6,70 8,00 8,38
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d/16 8,38 7,70 8,21 7,35 8,32 8,67
d/32 8,70 7,78 8,67 7,58 8,80 8,90

*Faj titreleri log pfu/mL olarak verilmistir.

Propolis 6rneginin, kontrolun ve yalnizca fajin faj plak buyuklikleri incelenmis ve
aralarinda belirgin bir farklhiin olamadi§i go6zlenmistir. Fakat faj titreleri
incelendiginde ise propolis orneginin faj titresinin azalttigi gordlmastar. Propolis
Oorneginin d/4 ve d/8 konsantrasyonlarinda tp3 fajinin plagi gértilmezken alkol
kullanilarak yapilan kontrol denemesinde 8,00 ve 7,89 log kob/mL olarak
bulunmustur. Bu nedenle bu konsantrasyonlarda gorulen etkinin propolisten
kaynaklandidi dusUnulmektedir. Propolisin d/16 ve d/32 konsantrasyonlarinda
ciddi bir dustus yasanmamistir. Propolisin d/16 konsantrasyonunda ise yalnizca faj
iceren kontrol Ornegine goére 0,98 log'luk bir dusus gorulirken d/32
konsantrasyonunda 0,75 log’luk bir dusus yasanmistir. Yapilan denemeler

sonucunda propolisin faj Uzerinde antiviral bir etkisinin oldugunu géstermektedir.

4.10. Faj ile Pekmez Ornekleri Arasindaki Etkilegimlerin incelenmesi

4.10.1. Pekmez Orneklerinin Faj Plak Biiyiikliigii Uzerine Etkisi

Faj ve pekmez numuneleri arasindaki etkilesimi belirlemek icin ¢ift tabaka agar
yontemi uygulanmistir. Pekmez Ornekleri agar ortam Uzerine 50 ul damlatidi ve
kurumaya birakidi. Yumusak agar igerisine eklenen bakteri ve faj karisimi agar
uzerine vyaylmistr. Denemeler d/2, d/4, d/8 ve d/16 olmak Uzere dort farkl
konsantrasyonlarda hazrlanan 5 farkl pekmez 6rnegi ve alti farkh E. coli O157:H7

faji icin yapilmis olup sonuglar Cizelge 4.8.’te verilmistir.

Cizelgede goruldugu uzere farkh fajlarin pekmez Ornekleri varligindaki plak
gelisimleri farkhdr. KBM, DP ve T pekmezerinin d/2, d/4 ve d/8
konsantrasyonlarinda tp1 fajinn plak bUylkligd artmigtr. KD Orneginde ise
sadece d/2 ve d/4 konsantrasyonlari plak bulyukliginde artisa neden olurken UP

orneginin tim konsantrasyonlarinda plak buyukliguinde artis gordimastdr.
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Cizelge 4.8. Pekmez orneklerinin E. coli O157:H7 fajlarinin plak buyukliklerine

olan etkisi

FAJLAR
PEKMEZ _ tpl tp2 tp3 tp3 tp4 tp5 tp6
ORNEKLERI
KBM
dr2 1 1 1 1 1 1 1
d/4 1 1 1 1 1 1 1
d/s 1 1 1 1 1 1 1
d/16
DP
dr2 i 1 1 1 1 ! 1
d/4 i 1 1 1 1 1 1
d/8 1 1 1 1 1 ! 1
d/16
KD
d/2 1 1 1 1 1 1 1
d/4 1 1 1 1 1 1 1
d/8 - - 1 1
d/16
UP
d/2 1 1 1 1 i 1 1
d/4 1 1 1 1 1 ! 1
d/s 1 1 1 1 1 1 1
d/16 1 1 - - T
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d/2 i i 1 i i i 1
d/4 i i 1 1 i 1 1
d/8 ) - T T T T 1
d/16 - - - - 1 - -

E. coli tp4 fajinda ise T ve UP 6rneklerinin tiim konsantrasyonlarinda plak boyutu
artmigtr. KBM ve DP Orneklerinde ise d/16 konsantrasyonunda plak boyutunda

degisim olmazken, diger konsantrasyonlarda plak boyutu artmigtir.

Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8'de tim pekmez drneklerinin
tp3 fajinin plak boyutuna olan etkisi gosterilmistir. Sekil 4.4’te gorllebilecegi gibi
KBM 6&rnedinin d/2 ve d/4 konsantrasyonlari faj plak boyutunu arttirrken d/8

konsantrasyonu herhangi bir degisiklige sebep olmamigtir.
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Sekil 4.4. KBM pekmez 6rneginin E. coli O157:H7 tp3 fajinin plak

blyUkligune olan etkisi

a) d/2,107°; b) d/2, 105 c) d/4, 10°; d) d/4, 10°°; e) d/8, 10> f) d/8, 10°

Sekil 4.5. T pekmez 6rneginin E. coli O157:H7 tp3 fajinin plak buydkligline olan

etkisi

a) d/2,10>; b) d/2, 10°°; ¢) d/8, 10°; d) d/8, 10°%; e) d/16, 107°; f) d/16, 10°

5
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Sekil 4.6. KD pekmez o6rneginin E. coli O157:H7 tp3 fajinin plak

buayukligune olan etkisi
a) d/2,10°; b) d/2, 10°%; c) d/4, 107°; d) d/4, 10°; e) d/8, 107°; f) d/8, 10
®.g)d/i6, 10°; b) d/16, 10°
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Sekil 4.7. DP pekmez 6rnedinin E. coli O157:H7 tp3 fajinn plak

blylkligune olan etkisi
a) d/2,107°; b) d/2, 10°®; ¢) d/4, 107°; d) d/4, 10°°; e) d/8, 107°; ) d/8, 10°
6. g) d/16, 10°>; h) d/16, 10
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Sekil 4.8. UP pekmez drneginin E. coli O157:H7 tp3 fajnin plak

buayukligune olan etkisi
a) d/2, 10°; b) d/2, 10°®; c) d/4, 10°°; d) d/4, 10°°; e) d/8, 107°; f) d/8,
10 g) d/16, 10°°; h) d/16, 10°

Literatirde fenolik iceren maddelerle fajlar arasindaki etkilesimi inceleyen ¢ok az
makale bulunmaktadir. Lee tarafindan yapilan bir ¢alismada katesin, kafeik asit,
gallik asit, kirmizi, beyaz sarap ve sampanya tanninleri, etil alkol ve sodyum
metabisdlfitin faj plak olusumunu engelledigi bildirilmistir. Plak olusumunu en g¢ok
etkileyen maddelerin ise katesin, kafeik asit ve gallik asit oldugu ayrica ticari olarak
elde edilen oenosiyaninin herhangi bir etki gdstermedigi bildirilmistir [159]. Morita
tarafindan yapilan bir bagka calismada ise fajlarin fenolikler ile inaktivasyonu igin
fenolik varliginda fajlarin plak olusumu incelenmigtir. Ayni ¢alismada o- ve p-

difenollerin fajlan énemli derecede inaktive ettigi bildirilmistir [160].



Pekmez orneklerinin faj plak buyukligune olan etkisi belirlendikten sonra s
yalnzca T pekmezinin ve tp3 fajinin plak buydkligine olan etkisi kumpas
yardimiyla OlgiimUs ve degerler sayisal olarak verilmistir. Her bir deneme igin
pekmez oOrneklerinin bulundugu ve bulunmadigi bdlgelerde 10 adet plak capi
Olcumu alnmis ve bunlarin ortalamalarn alnarak degerler verilmistir. Cizelge
4.9.’de goruldigu Uzere tUm pekmez Ornekleri faj plaklarinin blylimesine neden
olmustur. UP &rneginin diglk konsantrasyon degerinde (d/8) bile faj plak
buyukligl en yuksek degerine ulasmistr. KBM ve KD oOrneklerinde pekmez
konsatrasyonu azaldkc¢a plak c¢apinda azalma olmustur. T, KBM ve KD
orneklerinde en blylk plak capi d/2 konsantrasyonunda elde edilirken DP
drneginde d/4 konsantrasyonunda, UP drneginde ise d/8 konsantrasyonunda en
blylk plak capi elde edilmigtir. Tim 6rnekler icin d/16 konsantrasyonunda plak

blyUkligunde 6nemli bir degisiklik olmamistir.

Cizelge 4.9. Farkh konsantrasyonlardaki pekmez Orneklerinin tp3 fajinin plak

buyuklugine olan etkisi

Pekmez PLAK BUYUKLOGU (mm)

Srnekleri dr2 d/a d/s di16

T 159 £ 0.25 1.34 £0.22 151 £0.14 051 +0.14
KBM 1.61 £0.28 1.27 £0.22 1.06 £0.13 N/A

KD 1.57 £0.21 112 +£0.23 0.93+0.17 0.65 + 0.35
DP 152 £0.19 162 £0.13 1.09 £ 0.20 0.97 +0.19
Up 1.68 £0.26 157 £0.16 1.69 +0.21 0.97 +0.24

Pekmez 6rnegi bulunmayan bolgelerde faj blyukligi: 0.57 £ 0.22 mm
N/A:Belirgin sonugsaptanamadi.

Literaturde birgok galismada gesitli antimikrobiyal maddelerin fajlarla olan iligkisinin
ortaya konmasi icin faj plak bulyUklUkleri incelenmistir. Kamal ve arkadaslan
tarafindan yapilan bir galismada 1/4xMIC, 1/2xMIC, 1xMIC, 2xMIC, 4xMIC

degerlerindeki ciprofloxacin, meropenem ve tetracycline ile Burkholderia cepacia
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bakterisine ait KS12 ve KS14 fajlarinin birlikte kullanimasi ile faj plaklarinda artig
g6zlendigi bildirilmistir [79]. Ryan ve arkadaslarinin yaptid1 bir calismada,
bakteriyel biyofilmin kontrol altina alnabilmesi icin T4 E. coli faji ile cefotaxime
birlikte uygulanmigtir. T4 faji ile antibiyotigin birlikte uygulanmasi, tek basina
antibiyotik uygulamasi ile kiyaslandiginda bakteriyel biyofilm olusumunu 6nemli
Olcude azalttigi bildirilmistir. Ayrica tek asamali gelisme egrisine bakidiginda

antibiyotik varliginin faj patlama buyuklagunt arttirdig1 belirtilmistir [77].

Fajin patlama buyUkligu ve hucrenin lize olmasi igin gereken sire plak boyutunu
belirleyen o6nemli 6zelliklerdendir [131]. Literatirdeki bircok c¢alismada faj-
antibiyotik arasindaki sinerjistik etki arastirimistr. Bu nedenle antibiyotiklerin faj
plak buyukligu Uzerine olan etkisinin aragtran bircok calisma literatirde yer
almaktadrr. Faj plaklarinn buydmesinin en 6nemli nedenlerinden biri antibiyotik
varliginda hicre yapisinda degisikliklerin meydana gelmesi ve bu durumunda faj
olgunlagmasini  kolaylastrmasi seklindedir [131]. Ayrica antibiyotik varliginda
hicre uzamasi ve kumelenmesi meydana gelmektedir. Bu durum faj

reseptorlerinin hlcreye baglanmasini kolaylagtrmaktadir [79].

4.10.2. Faj-Pekmez Arasindaki Etkilesimin Sivi Ortamda incelenmesi
Agar ortaminda yapllan denemelerde, pekmez drneklerinin damlatidig1 bolgelerde
faj plak buyuklUklerinin arttigi gézlenmis ve pekmez ile faj arasinda sinerjistik bir

etkinin olabilece@i dusunilmustur.

E. coli O157:H7 bakterisine ait tp3 fajnn ve T pekmez 6rneginin arasindaki
etkilesimin incelenmesi amaciyla zamana karsi bakteri ve faj gelisimi (Time Kill
Curve) incelenmistir. T pekmez 6rnegi icin MIC degeri d/4 (Cizelge 4.5.) olarak
bulunmustu. Zaman-Olim Egrisi deneyleri MIC ve 1/2xMIC degerleri igin
yaplmistir. Sekil 4.9.'daki sonuglara goére, MIC degerinde sadece faj, sadece
pekmez ve bunlarin birlesimi 5 saat sonunda bakteri sayisini sirasiyla 7,24; 2,37
ve 5,90 log azalttigi gorilimektedir. MIC degeri igin, kontrolle karsilastirildiginda
(8,90 log kob/ mL), 5 saatin sonunda E. coli O157: H7'nin bakteriyel sayisi, sadece
faj, sadece pekmez ve bunlarin kombinasyonu icin sirasiyla 6,41; 4,75 ve 4,38 log

azalmigtir.
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Bu c¢alismada sadece faj kullanminin faj ve pekmez kombinasyonunun
kullanmindan daha etkili oldugu bulunmustur. Sekil 4.9.'da, MIC degeri igin
sadece faj kullanminin bakteriyel sayimi 6,41 log'a dusurdigu ve faj ve melas
kullaniminin bakteriyel sayr 4,38 logu azalttigr gordlmuistar. 1/2xMIC dederi igin,
yalnizca faj kullanmi, 7,24 log disUse neden olurken faj ve melas kombinasyonu
bakteri sayisini 5,90 log dislUse neden olmustur. Bu, pekmezin fajlara karsi
antiviral etkisinden dolay olabilir. Pekmez numuneleri yuksek miktarda HMF ve
fajlara karsi antiviral aktivite gosterebilen fenolik bilesikler icerir. Literatirdeki bazi
calismalar, fenolik bilegiklerin antiviral bir aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir
[161]-[163].

11 4 —=— Bakteri
1 —@®— Bakteri+Faj
10 4 —A— Bakteri+Pekmez (d/4)

g 1 —¥ Bakteri+Faj+Pekmez (d/4)
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o
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T T ] T ' T ' T l T [
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Sure (dakika)

Sekil 4.9. d/4 konsantrasyonunda pekmez varliinda zaman-6lim egrisi
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Sekil 4.10. d/8 konsantrasyonunda pekmez varliginda zaman-6lim egrisi

Ayrica Sekil 4.9 ve Sekil 4.10'daki verilerde gorllebilecegi gibi 1/2xMIC
degerindeki  faj-pekmez ~ kombinasyonu @ MIC  de@erindeki  faj-pekmez
kombinasyonundan daha etkili olmustur. MIC degerinde faj-pekmez kombinasyonu
4,38 log dusUse neden olurken 1/2xMIC degerinde 5,90 log’luk bir dusus
gOrulmUstar. Bunun nedeni pekmez konsantrasyonunun azlidina bagl olarak fajin

daha iyi aktivite gostermesi olabilir.
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Sekil 4.11. d/4 konsantrasyonunda pekmez varliginda faj titresinin degisimi
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Sekil 4.12. d/8 konsantrasyonunda pekmez varliginda faj titresindeki degisim

62



Sekil 411 ve Sekil 4.12°de pekmez bulunan ve bulunmayan ortamlardaki faj
titreleri goterilmistir. Pekmez 6rneginin d/4 konsantrasyonu 300 dakika sonunda faj
titresinde 2,04 log'luk dusise neden olmustur. Pekmez Orneginin d/8
konsantrasyonu ise 300 dakika sonunda faj titresinde 0,33 log’luk artis

gOrulmaustar.

4.10.3. Tek asamal Geligsme Egrisinin Cikarilmasi

E. coli O157:H7 bakterisine ait tp3 fajinin litik dongusu parametrelerinin daha iyi
anlagllabilmesi ve pekmez oOrneklerinin faj littk dongusune olan etkisinin
arastirimasi amaciyla tek asamal gelisme egrisi ¢ikarimis ve Sekil 4.13 ve Sekil
4.14’te gosterilmistir. Tek asamal gelisme egrisi ¢ikarilirken MOI degeri 0,1 olarak
ayarlanmigtir. Agar ortaminda yapilan denemelerde pekmez varliginin faj plaklarin
arttrdig1 gorulmastur. Plak artigindaki sebeplerden birisi pekmezin fajin patlama
blayUkligunt arttirmis  olmasi olabilir. Bu nedenle yalnizca faj varlidinda ve

pekmez ile fajin beraber bulunmasi durumunda faj gelisim egrileri gcikarimistir.
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Sekil 4.13. Pekmez bulunan ve bulunmayan ortamda E. coli

0157:H7 tp3 fajinin gelisme egrisindeki degisim

63



-
N
|

—&— Bakteri+Faj
®— Bakteri+Faj+Pekmez (d/8)

-
N
|

£ 104
3
= — =
a [
D-’E 8 — /}_f_ e —@
g e
% 6- !/f e
= ; . g
L
2 4
0 T U T e T J T e T u T U T
0 20 40 60 80 100 120

Sure (dakika)

Sekil 4.14. Pekmez bulunan ve bulunmayan ortamda E. coli O157:H7 tp3 fajinin

gelisme egrisindeki degisim

Faj gelisim egdrisinde faj plaklarinin sayisi belirli bir sire boyunca sabit kalrrken
daha sonra keskin bir sekilde artmaktadir. Liziz oncesi ve sonrasi plak sayilari
arasindaki oran patlama buyUkligu olarak ifade edilmektedir. Patlama buyUkIGgu
ve latent donem faja ait karakteristik 6zelliklerden olup kullanlan konakgi, sicaklik
gibi ortam kosullarindan etkilenmektedir. Yapilan gelisme egrisi deneyinde faj ve
pekmez vyalnizca fajin bakteriye adsorbe oldugu asamada birbirleri ile
etkilestirilmigtir. Daha sonra pekmez ortamdan uzaklastirimis ve gelisme egrisi
clkarimistir. Gelisme egrisi sonuglarina gore faj tek basina bulundugunda patlama
blayUkligu 183 faj/hlicre iken adsorbsiyon asamasinda pekmez (d/8) ile inkibe
edildiginde patlama buyukligu 581 faj/hicre olarak belirlenmigtir. Pekmezin d/8
konsantrasyonunda patlama buyuklugu artmasina ragmen latent donemin uzadigi,
yalnizca faj varliginda 30 dakika, pekmez varliginda ise 45 dakika oldugu
belirlenmistir. Pekmez konsantrasyonu d/4 olarak ayarlanip adsorbsiyon asamasi
gerceklestirildiginde ise yalnizca fajin patlama buyukliga 180 faj/hicre iken
pekmez (d/4) varliginda 299 faj/hicre olarak belirlenmigtir. Latent déenm ise
yalnizca faj varliginda 45 dakika olarak bulunurken pekmez (d/4) varliginda 30

dakika olarak bulunmustur. ki deney farkli giinlerde yapidigi icin yalnizca fajin
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patlama buyuklugu iki deneyde farkll ¢kmigtir. Ancak farkl ortam kosullarinda bu
degerlerin farkl ¢ikabilecegi bilinmektedir [164].

4.10.4. Faj Duyarhhg

Pekmez varliginda faj titresinin nasil dedistigini gdzlemlemek amaciyla faj
duyarlligi deneyi yapimistir. Bakteri ve faj MOI 0,01 olacak sekilde karigtirimis ve
10 dakika tutunma icin oda sicakliginda bekletiimigtir. Daha sonra Uzerine son
konsantrasyonlar d/2, d/4 ve d/8 olacak sekilde T pekmez eklenmis ve 37°C’de
inkiibe edilmis. Inkibasyonun sonunda cift tabaka agar yontemi ile faj titreleri

belirlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.10’da verilmistir.

Cizelge 4.10. T pekmez drnegdinin tp3 fajina olan etkisi
PEKMEZ KONSANTRASYONLARI

FAJ KONTROL dr2 d/4 d/8

tp3 10,18 + 0,39 3,60 +0,58 5,75 +0,53 9,87 +0,40

*Faj titrelerinin sonuglar log pfu/mL olarak verilmistir.

Cizelge 4.10’da goruldugu Uzere d/2 konsantrasyonu faj titresinde 6,58 log’luk bir
dusUse neden olmustur. d/4 ve d/8 konsantrasyonlarindaki disUsler ise sirasiyla
443 ve 0,31 log seklindedir. Elde edilen verilere gore pekmez konsantrasyonu
arttkga faj titresinin azaldig1 gorilmektedir. d/8 konsantrasyonunda faj titresinde

¢ok az bir dusis gorulmuUstar.
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5. SONUC VE YORUM

Tez c¢alismasi kapsaminda faj terapi uygulamasi ile dogal antimikrobiyal icerige
sahip maddelerin arasindaki etkilesim incelenmis ve Dbirlikte kullanmlari

incelenmistir.

Bu amagcla oncelikle Eliava Enstitisinden alinan faj karisimindan E. coli O157:H7
bakterisine ait alti adet faj izole edilmistir. izole edilen fajlar plak morfolojilerine
gore ayrimis ve saflastirma islemi yapimistir. Saflastrma asamasindan sonra
zenginlestirme islemi yapilarak faj titreleri ylkseltiimis ve deneylere yuksek titredeki

fajlarla devam edilmigtir.

Tez kapsaminda UzUm, ayva, nar ekstraktlar, propolis ve pekmez cesitleri
kullanilarak E. coli O157:H7 Uzerindeki antibakteriyal etki ve fajlarla aralarindaki
etkilesim incelenmistir. Uziim, ayva, nar ve propolis drneklerinden fenolik madde
ekstraksiyonu yapimis da sonrada da toplam fenolik madde miktari belirlenerek bu
orneklerin karakterizasyonu yapimigtir. Pekmez 6rneginde ise hem toplam fenolik
madde miktari hem de HMF miktari belirlenmistir. Daha sonra da bu érneklerin E.
coli O157:H7 bakterisine kargi antibakteriyal etkisinin olup olmadigi arastirimistir.
Antibakteriyal etki incelenirken o6ncelikle agar ortaminda denemeler yapilmistir.
Uzim, ayva, nar ekstraktlari ve pekmez ornekleri agar petri lzerine damlatimig
ardindan Uzerine yumusak agar igerisinde bakteri yaylmigtir. Agar petriler bir gece
37°C’de inklbasyona birakimig ve inkiubasyonun ardindan inhibisyon zonlarinin
olup olmadigi gézlenmistir. T, KD, UP ve KBM 6rneginde inhibisyon zonlari net bir
sekilde gorulirken DP oOrnedinde belirgin bir zon olusumu gézlenmemigtir (Sekil
4.2.). Agar ortami denemelerinin ardindan siwv ortamda da antimikrobiyal etki
incelenmis, UzUm, ayva, nar ekstraktlarinin, pekmez orneklerinin ve propolisin MIC
ve MBC degerleri belirlenmistir. Uzim ve nar ekstraktinn MIC ve MBC degerleri
d/4 olarak bulunurken ayvanin MIC ve MBC degerleri d olarak bulunmustur. Bu
sonuglara gore ayvanin antibakteriyal etkisinin Uzim ve nardan daha dusuk
olduunu goérlilmektedir. S ortam denemeleri sonucunda tum pekmez
Orneklerinin E. coli O157:H7 bakterisine karsi etkili oldugu belirlenmistir. Ayni
sekilde propolis 6rneginin de disuk konsantrasyonunun bile E. coli O157:H7

bakterisine karsi antibakteriyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
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TUm orneklerin antibakteriyal etkilerinin, MIC ve MBC degerlerinin belirlenmesinin
ardindan daha Once izole edilen alti farkli E. coli O157:H7 bakterisi faji ile olan
etkilesimleri incelenmigtir. Ornek ve faj etkilesimleri 6ncelikle agar ortaminda
incelenmistir. Bu amacla agar Uzerine farkl konsantrasyonlarda UzUm, ayva, nar
ve pekmez orneklerinden 50 pl damlatimis daha sonra Uzerine yumusak agar ile
bakteri ve faj karismi yaylmistr. inkibasyonun ardindan &rneklerin difiizyon
zonlarinda olan ve diflizyon zonlarnin diginda olan faj plaklari incelenmistir. Uziim,
ayva ve nar ekstraktlarinn ylksek konsantrasyonlari (d) faj gelisimini inhibe
ederken dusUk konsantrasyonlari faj plak buylkligune herhangi bir etkide
bulunmamistir. Buradan bu Orneklerin fajlara kargi antiviral etki gosterdigi
sonucuna varimistir. Pekmez o6rneklerinin farkli konsantrasyonlarinin (d/2, d/4, d/8,
d/16) faj plak boyutunu etkileyip etkilemedigi tim fajlar Gzerinde denenmistir. Genel
olarak bakidiginda d/2, d/4 ve d/8 konsantrasyonlari faj plak boyutunu arttirirken
d/16 plak boyutu Uzerine etki etmedigi goruilmustir. Fakat bazi fajlar igin istisnalar
mevcuttur. Propolis ornekleri ve fajlar arasindaki etkilesim incelendiginde ise
propolisin faj plak boyutuna herhangi bir etkide bulunmadi§i gézlenmistir. Fakat faj
titrelerine bakildiginda ise propolis konsantrasyonuna bagl olarak faj titrelerinde
disls oldugu bulunmustur. Propolisin d/4 ve d/8 konsantrasyonlari faj gelisimini
tamamen inhibe ederken d/16 ve d/32 konsantrasyonlari tamamen inhibe etmese

de faj titrelerini dugurdugu belirlenmistir.

Faj ve cgesitli 6rneklerin arasindaki etkilesim agar ortaminda incelendikten sonra en
iyi etkinin pekmez drneklerine ait oldugu diger orneklerin faj gelisimini ya inhibe
ettigi ya da etkilemedigi bulunmustur. Bu nedenle pekmez-faj etkilesiminin sivi
ortamdaki etkileri incelenmistir. Bu amagla tp3 faji ve T pekmez 6rnedi model
olarak secilmigtir. Oncelikle pekmez bulunan ve bulunmayan ortamda zaman
gelisme egrisi ckarimistir. Antibakteriyal etki deneylerinde T pekmez igin MIC
degeri d/4 olarak bulunmustur. Zaman gelisme egrisi ¢ikarilirken MIC ve 1/2xMIC
olmak Uizere iki farkli pekmez konsantrasyonunda denemeler yapimistir. iki farkli
pekmez konsantrasyonu igin vyalnizca bakteri, bakteri+faj, bakteri+pekmez ve
bakteri+faj+pekmez etkileri ayri ayri incelenmistir. 300 dakika icinde farkli sirelerde
ornekler alinarak bakteri sayisi ve faj titreleri belirlenmistir. Sonuglar incelendiginde
ise her iki pekmez konsantrasyonunda da pekmez varliginda fajin daha az calistigi

gOrulmUstur. Fakat d/8 konsantrasyonunda faj d/4 konsantrasyonuna kiyasla daha
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iyi galstgr gorulmustur. Fajn  pekmez varligindaki davranisinn  daha iyi
belirlenebilmesi icin tek asamall gelisme egrisi ve faj duyarlilk testi yapimistr. Bu
deneyler sonucunda pekmez varlldinn faj patlama DbUyUklGguni arttirdigi
gOrulmUstar. Faj duyarllk testi sonuglarna goére ise d/2, d/4
konsantrasyonlarindaki pekmez ornedi faj titresinde dususe neden olurken d/8

konsantrasyonu ciddi bir etki yaratmamistir.
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