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OZET

Pseudomonas aeruginosa 'yt INHIBE EDEN BAKTERIYOFAJLARIN iZOLE VE
KARAKTERIZE EDILMESI VE TAVUK ETINDE BIYOKORUYUCU OLARAK
KULLANILMA POTANSIYELLERININ BELIRLENMESI

YILMAZ, Nazife
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danigsman :Prof. Dr. Zeliha YILDIRIM
Agustos 2021, 139 sayfa

Bu tez kapsaminda, farkli illerden toplanan gida 6rneklerinden Pseudomonas aeruginosa
suslar1 izole edilmis ve bu izolatlardan P. aeruginosa’ya 6zgii karakteristikler sergileyen
10 izolat, 16S rRNA bolgelerine gore tanimlanmustir. Bakteriyofaj izolasyonu igin farkli
yerlerden 6rnekler toplanmis ve bakteriyofaj taramasi yapilmigtir. Tarama sonucunda, 35
adet litik faj izole edilmis ve konak hiicre aralig1 genis olan iki tanesi segilip karakteristik
ozellikleri Dbelirlenmistir. Taramali elektron mikroskobuyla yapilan incelenme
sonucunda, vB_Pae-K10 ve vB _Pae-K13 fajlarinin Caudovirales takimindan
Siphoviridae familyasina ait olduklar1 belirlenmistir. vB PaeS-K10 fajinin genom
blytikligl, MOI degeri, latent periyodu, patlama siiresi ve patlama biiyiikliiglinlin
sirastyla 54,20 kb, 10, 75 dk, 30 dk ve 34,86 oldugu, vB_PaeS-K13 fajinin ise 44,06 kb,
0,01, 20 dk, 35 dk ve 35,95 oldugu belirlenmistir. Bu fajlarin her ikisinin de pH 3-12
degerleri arasinda aktivitelerini tamamen korudugu ve Ca*? iyonlarinmn, her iki fajin
konakgisina kars1 absorbiyon oranini arttirdigi bulunmustur. Litik aktivite testi, her iki
fajin konak hiicre yogunlugunu 4 ve 37°C’de azalttigin1 gostermistir. Faj vB_PaeS-K10
95°C’de 5, faj vB_PaeS-K13 ise 70°C’de 30 dakikalik 1s1l islem sonucunda aktivitesini
tamamen kaybetmistir. Ayrica, VB_PaeS-K10 ve vB_PaeS-K13 fajlarinin 4°C’de tavuk
etinde P. aeruginosa’ya karsi ¢ok kuvvetli enfektif etki gosterdigi ve dolayisiyla tavuk
etinde biyokoruyucu olarak kullanma potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, izolasyon, bakteriyofaj, karakterizasyon, biyokoruma



SUMMARY

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF BACTERIOPHAGES INHIBITING
Pseudomonas aeruginosa AND DETERMINING THEIR POTENTIAL OF
UTILIZATION AS BIOPROTECTIVE IN CHICKEN MEAT

YILMAZ, Nazife
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor : Prof. Dr. Zeliha YILDIRIM
August 2021, 139 pages

In this study, Pseudomonas aeruginosa strains were isolated from food samples collected
from different provinces, and ten of these isolates exhibiting P. aeruginosa-specific
characteristics were identified according to their 16S rRNA regions. For bacteriophage
isolation, samples were collected from different places and bacteriophage screening was
performed. 35 lytic phages were isolated and two of them with a wide host cell range
were selected and their characteristics were determined. As a result of the examination
with scanning electron microscopy, it was determined that vB_Pae-K10 and vB_Pae-K13
phages belong to the family Siphoviridae from the order Caudovirales. The genome size,
MOI value, latent period, burst time, burst size of vB_PaeS-K10 phage are 54.20 kb, 10,
75 min, 30 min and 34.86 respectively, whereas those of vB_PaeS-K13 phage are 44.06
kb, 0.01, 20 min, 35 min and 35.95. Both of these phages completely preserved their
activities between pH 3-12, and Ca?* ions increased absorption rate of the phages against
their hosts. Lytic activity test showed that both phages reduced host cell density at 4 and
37°C vB_PaeS-K10 and vB_PaeS-K13 phages lost completely their activities at 95°C
after 5 min, and at 70°C after 30 min of heat treatment, respectively. In addition, it has
been determined that vB_PaeS-K10 and vB_PaeS-K13 phages have a very strong
infective effect against P. aeruginosa in chicken meat at 4°C and therefore have the
potential to be used as bioprotective in chicken meat.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, isolation, bacteriophage, characterization, bioprotection
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SIMGE VE KISALTMALAR

Simgeler Aciklama

u Mikron

kob/mL veya g Mililitrede veya gramda koloni olugturan birim
pob/mL veya g Mililitrede veya gramda plak olusturan birim
nm Nanometre

mm Milimetre

mM Milimolar

kb Kilobaz

P.aeruginosa Pseudomonas aeruginosa

P. fluorescens Pseudomonas fluorescens

P. putida Pseudomonas putida

P. protegens Pseudomonas protegens

P. syringae Pseudomonas syringae

P. entomophila Pseudomonas entomophila
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BOLUM I
GIRIS

Gida giivenligi, saglikli yasamin Onciisiidiir. Ancak, giinliik yasamimizda ve dogal
cevremizde yaygin olarak bulunan patojenik bakteriler, gida giivenligi ve halk saglig

acisindan diinya ¢apinda biiyiik bir tehdit olugturmaktadir (Zhong vd., 2020).

Gida kaynakli mikroorganizmalar, hastalik ve 6liimciil vakalara neden olduklar1 gibi gida
bozulmalarinda da 6nemli rol oynamaktadirlar. Bozulma etmeni olan bakteriler, gida
endiistrisinde yiiksek ekonomik kayiplara neden olurken, patojen bakteriler de tiiketici
sagligini tehdit eden durumlara neden olabilirler. Bu yiizden, patojen ve bozulma etmeni

bakterilere karsi siki kontrol mekanizmalar1 gerekmektedir (Bassett, 2007).

Kiimes hayvanlari, diinya capinda tiiketilen en 6nemli ikincil et Uriiniidiir ve 2022
yilindan itibaren ilk sirada yer almasi beklenmektedir. Dagitim, satis ve tiiketim
oncesinde kiimes hayvanlarinin organoleptik 6zellikleri, bozulmaya neden olan
mikroorganizmalarin  ¢ogalmasindan etkilenebilir (Morales vd., 2016). Insan
beslenmesinde Onemli yere sahip olan beyaz etin giivenli bir seklide iiretilmesi ve
tilkketilmesi amaci ile sogukta depolanan karkaslarda bozulma ve insanlarda hastalik
etmeni olan Pseudomonas aeruginosa’nin inhibe edilmesi, gida giivenligi agisindan

Onem tasimaktadir.

P. aeruginosa’nin antibiyotiklere direngli patojen bir bakteri olmasi, tavuk etlerinde ve
birgok gida iriiniinde baglica bozulma etmeni olmasi ve bunun yam sira gida
endistrisinde kullanilan birgok antimikrobiyal ajanlara kars1 direngli olmas1 nedenleri ile
bu mikroorganizmanin gidalarda gelisimini 6nlemek adina yeni yollar aranmaktadir.
Bakteriyofajlarin, P. aeruginosa gibi imha edilmesi zor ve kolayca gelisen patojen ve
bozulma etmeni bakterilerin gelisiminin Onlenmesinde biyokoruyucu ajan olarak

kullanilmasi, yeni muhafaza tekniklerinin baginda gelmektedir.

Gida endiistrisinde bakteriyofajlarin  biyokontrol aract olarak kullanimiyla ilgili
caligmalarin sayist son yillarda 6nemli Olclide artis gostermistir. Amerika Birlesik

Devletleri Gida ve Ilag Dairesi, 2007 yilinda Listeria’ya spesifik bakteriyofaj igeren



“Listex P100™in tiiketime hazir et iiriinleri ve diger bazi tiikketime hazir gidalarda
kullanimina onay vermistir. Yapilan c¢alismalarda bakteriyofajlarin insan sagligini
olumsuz yonde etkilemeden ve gidalarin kimyasal, fiziksel ve duyusal 6zelliklerinde
herhangi bir degisime neden olmadan gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni
bakterilerin kontroliinde olduk¢a etkin rol oynadiklari belirlenmistir. Dolayisiyla
bakteriyofajlar, gida giivenliginin saglanmasinda ve gidalarin raf Omiirlerinin
uzatilmasinda geleneksel yontemlere uygun bir alternatif olma potansiyeline sahiptirler
(Cooper, 2016; Lacroix, 2010).

Bu tez calismasinin konusu ve kapsami; gidalardan P. aeruginosa’yi izole etmek ve
tanimlamak, P. aeruginosa’yi liziz eden bakteriyojaflar izole edip karakterize etmek ve
izole edilen bakteriyofajlarin tavuk etinde s6z konusu bakteriye karsi etkinligini ortaya

koymaktir.



BOLUM 11
KAYNAK ARASTIRMASI
2.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonadaceae familyasinda yer alan Pesudomonas’lar, Gram negatif, ¢ubuk
seklinde, ¢ogu hareketli, aerobik, endospor negatif ve katalaz pozitiftir. Bazi tiirleri
oksidaz pozitif bazilar1 negatiftir. Pseudomonas cinsi igerisinde saprofit ve patojen tiirler
yer almaktadir. Pseudomonas tiirlerinin besin gereksinimleri basit oldugundan toprak,
bitki, tatli su, tuzlu su gibi bir¢ok yerde yaygin olarak bulunabilirler. Dogada yaygin
olarak bulunmasi Pseudomonas’in gida zincirine kolay bir sekilde girmesine neden
olmaktadir. Saprofit bir bakteri olmakla beraber firsat¢1 bir patojendir. Psikrofil,
psikrotrof ve mezofil tiirleri vardir (Baltch ve Smith, 1994; Rajmohan vd., 2002; Unliitiirk
ve Turantas, 2015).

Pseudomonas cinsinde en sik izole edilen insan patojeni, Pseudomonas aeruginosa’dir.
P. aeruginosa, toprakta, bitkilerde ve suda bulunur. Glikozu oksidasyon yoluyla
parcalayan fakat fermantasyon yapamayan bir bakteridir. Katalaz, sitrat ve oksidaz
pozitif, firsat¢1 patojen, metil kirmizisi negatif, Voges Proskauer negatif, aerobik, polar
flagellasi ile hareket edebilen ¢ubuk sekilli bir bakteridir. Genellikle tek hiicreler halinde
goriiniirler fakat bazen kisa zincirler halinde bulunurlar. Geng kiiltiirler, genellikle mavi-
yesil bir pigment olustururlar ancak kiiltiir yaslandikca bu renkler kahverengine
donmektedir. Proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahiptirler. Aerobik olmalar1 nedeni ile
gidalarin yiizeyinde hizli gelisebilmeleri sonucu okside iriinler ve mukoz madde
olustururlar. Kendi gelismeleri i¢in gerekli gelisme faktdrlerini ve vitaminleri sentezleme
yetenegine sahiptirler (Baltch ve Smith, 1994; Rajmohan vd., 2002; Unliitirk ve
Turantas, 2015).

P. aeruginosa antibiyotiklere karsi direnci ile iinliidiir ve bu nedenle dzellikle tehlikeli ve
korkulan bir patojendir. Antibiyotiklere diren¢ gelisimi i¢in dogal bir afinitesi vardir. Bu
durum, bu bakteriye karsi tanimlanmis bir antibiyotik kullanimini1 sinirlar ve artan

mortalite oranlarina katkida bulunur. Tetrasiklin ve benzil penisilin de dahil olmak iizere



birgok antibiyotige direncinin, dig membran lipopolisakkaritinin sagladig1 gecirgenlik

bariyerinden kaynaklandig bildirilmektedir (Arumugam vd., 2018)

P. aeruginosa, gida ve su kaynakl hastaliklarla iliskili firsat¢1 bir insan patojenidir. Gida
kaynakli patojenlerin basinda gelen P. aeruginosa, kontaminasyon kaynagi olmasi, gida
zehirlenmelerine ve hayvanlarda antimikrobiyal dirence neden olmasit ve biyofilm
olusturma ve 6nlenmesindeki giigliikler nedeni ile gida giivenliginde 6nemli endiselere
yol agmaktadir (Azelmad vd., 2018; Xu vd., 2019 ). Patojenlerin gidaya bulasmasinda
gida isleme, ikram ve ev ortaminda kontamine ylizeylerin 6nemi belirgindir. Bu tiir
yapigskan bakteriler, iiretim sirasinda gidaya bulasabilir. Bu durum, islenmis gidanin
kalitesini ve giivenligini ciddi sekilde etkileyebilir ve tiiketici i¢in potansiyel bir risk

olusturabilir.

2.1.1 P. aeruginosa’nin tarihgesi

Giiniimiizde P.aeruginosa olarak bilinen firsat¢1 bakteriyel patojen, kiiltiir sirasinda
tiretilen karakteristik mavi-yesil renklenmeye dayali olarak tarihi boyunca birkag isim
almistir. 1850'de Se'dillot, cerrahi yara ortiilerindeki renk degisikliginin transfer edilebilir
bir ajanla iligkili oldugunu ilk gézlemleyen kisi olmustur. Mavi renklenmeden sorumlu
olan pigment, 1860'da Fordos tarafindan ekstrakte edilmistir. 1862'de Lucke bu pigmenti
cubuk seklindeki organizmalarla iligkilendiren ilk kisi olmustur. Mavimsi-yesil irinli iki
hastanin yaralarindan mikroorganizmanin biiyiimesini gzlemleyerek Carle Gessard, P.
aeruginosa’nin klasik tanimlamasini yapmistir. P. aeruginosa, 1882'ye kadar saf kiiltiirde
basarili bir sekilde izole edilememistir. 1889 ve 1894 yillar arasindaki ¢alismalarda, P.
aeruginosa (Bacillus pyocyaneus), hastalarin yaralarinda mavi-yesil irinin nedeni olarak
tanimlanmistir.  Pseudomonas bakterileri, ilk defa Migula tarafindan 1894’te
tanimlanmistir. Bu tanimlama, genusun morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri de dikkate
alinarak yapilmistir. Akut veya kronik enfeksiyona yol agan P. aeruginosa invazyonu ve
yayillma yollar1 hakkinda daha kapsamli bir ¢alisma, Freeman tarafindan 1916 yilinda
gerceklestirilmistir (Celik, 2009; Lister vd., 2009).

Palleroni, 1973 yilinda ribozomal RNA analizleri {izerinde ¢alismis ve Pseudomonas
bakterilerini rRNA’larina gore bes homolog gruba ayirmistir. De Vos ve De Ley, 1983

yilinda bu bes homolog grup iizerinde ayrintili ¢aligmalar yapmis ve tiirler arasindaki



yakinliklar1 belirleyerek filogenetik yakinliklarina gore gruplari yeniden siniflandirmigtir
(Celik, 2009). P. aeruginosa, homoloji grup I’de bulunmaktadir (Cizelge 2.1). Farkli
Ozelliklere sahip olan homoloji grup II’de bulunan tiirler, Burkholderia cinsi igine

alimmustir (Murray, 2007).

Cizelge 2.1. Pseudomonaslarin siiflandirilmasi (Ekincioglu, 2012)

rRNA Homoloji Grubu ve Alt Grubu | Cins ve Tiir

| Fluoresan Grubu Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida

Non Fluoresan Grubu
Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas mendocina

] Burkholderia pseudomallei
Burkholderia mallei
Burkholderia cepacia
Ralstonia pickettii

1l Comamonas tiirleri
Acidovorax tiirleri
Delftia tiirleri

Hydrogenophoga tiirleri
v Brevundimonas tiirleri
\Y Stenotrophomonas maltophilia

Xanthomonas tiirleri

2.1.2 P. aeruginosa’nin mikrobiyolejik, kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri

P. aeruginosa, basil veya kokobasil morfolojisinde ¢ubuk seklinde (diiz veya hafif kivrik
olabilir) 0,5-0,8 um genisliginde, 1,5-3,0 pum boyutlarinda, Gram negatif, metil kirmizisi
negatif ve Voges Proskauer negatif bir bakteridir. Glikozu oksidasyon yoluyla parcalayan
fakat fermantasyon yapamayan bir bakteridir. Katalaz, jelatin ve sitrat pozitif ve indol

negatiftir. Enterobacteriaceae familyasinin aksine genellikle oksidaz pozitif bir



bakteridir. Ucta bulunan tek polar flagella ile hareketli bir bakteri olup spor veya kapsiil
olusturma yetenegi bulunmaz. Proteolitik ve lipolitik aktivite gostermektedirler

(Bilgehan, 1993; Levinson, 2008; Virupakshaiah ve Hemalata, 2016).

P. aeruginosa, obligat aerobtur ancak oksijen yoklugunda eger ortamda elektron alici
olarak yeterli NO3z varsa yasamin1 devam ettirir. Pseudomonas bakterilerinin mezofil,
psikrofil veya psikotrof tiirleri vardir. P. aeruginosa’nin 4°C veya daha diisiik
sicakliklarda tireyebilen tiirleri oldugu gibi, 41°C’de iireyebilen tiirleri de vardir. 37 ve
41°C’de optimum tireme gostermektedir. P. aeruginosa’nin 41°C’de tlireyebilme 6zelligi,
onu P. putida ve P. florescens’den ayirmaktadir. Yiiksek yogunluga sahip tuzlara ve
boyalara, zayif antiseptiklere ve yaygin olarak kullanilan bir¢ok antibiyotige dayaniklidir.
Pseudomonas tiirleri, pH 5,6 ve 8,0 arasinda iiremelerine ragmen en iyi lireme
ozelliklerini, pH 6,6-7,0 aralifinda gosterirler. Organik iireme faktorlerine gereksinimleri
olmadigi i¢in kolay tireyen bir bakteridir. Tek bir karbon kaynagi varliginda iireyebilen
nadir bakterilerdendir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda siklikla kullanilan besiyerlerinde
rahatlikla tireyebildigi icin izole edilmeleri kolaydir. Kat1 besiyerinde 37°C’de 24 saatte
3 tip koloni olusturma 6zelligine sahiptir. Birinci tip koloni, genellikle klinik 6rneklerden
izole edilen, 2-3 mm ¢apinda, yuvarlak, mat yiizeyli, ortas1 kabarik, beyaz renkli ve
floresan 6zelligi olan, besiyerinin her tarafina yayilmis ve mavi-yesil pigmentleri olan
kolonilerdir. Ikinci tip koloni, cogunlukla dogal kaynaklardan izole edilen daha kiigiik,
kabarik, konveks ve diizensiz kolonilerdir. Ugiincii tip koloni ise P. aeruginosa'nin bazi
suslarinin hiicre dis1 aljinat salgilamasi nedeniyle mukoid goriinlime sahip R tipi
kolonilerdir. Kiiltiirde tatlimsi aromatik meyve ya da trimetil amin kokusuna benzer koku
hakimdir (Baltch ve Smith, 1994; Rajmohan vd., 2002; Keskin, 2004; Diigenci, 2014;
Unliitiirk ve Turantas, 2015; Virupakshaiah ve Hemalata, 2016).

P. aeruginosa, piyoverdin, piyosiyanin, piyorubin ve piyomelanin pigmentlerini {iretme
yetenegine sahiptir. Piyoverdin, kloroformda ¢6ziinmeyen ancak suda ¢oziinen ve 254
nm dalga boyundaki UV isinlart ile fluoresans olusturarak yesilimsi renk veren bir
pigmenttir. Piyosiyanin ise suda ve kloroformda c¢oziinebilen fenazin boyasi olan,
fluoresans vermeyen ve mavi renkte bir pigmenttir. Bu pigment yalnizca aerob ortamda
olusur ve tan1 degeri yiiksektir. Piyorubin kirmizi, piyomelanin ise kahverengi renkte
pigmentlerdir. Piyorubin ve piyomelanin pigmentlerinin varligi, piyosiyanin pigmentinin

olugsmasini baskilamaktadir. King ve Phillips, King A besiyerinde piyosiyanin, King B



besiyerinde ise piyoverdin pigmentinin olustugunu gézlemislerdir. Pigmentler, bakterinin
demir alim1 i¢in sidefor olarak gérev yaptiklarindan, demirin sinirlt oldugu durumlarda
pigment iiretimi artar. Besiyerinde 6zellikle piyosiyanin ve piyoverdin pigmentlerinin
olusumu, P. aeruginosa'nin tanisi yoniinden olduk¢a onemli bir ozelliktir (King ve
Phillips, 1978).

Mikrobiyal pigmentlerin baz1 dogal etkileri agsagida listelenmistir (Liu ve Nizet, 2009):

Ultraviyole radyasyona kars1 koruma,
Oksidan maddelere kars1 koruma,

Asir1 soguk ve sicaga karst koruma,
Besin elde etmesini saglamak (demir vs.),

Diger mikroorganizmalarin antimikrobiyal aktivitesine karsi koruma,

o a k~ w e

Fotosentez ile enerji iliretimini saglama.

Pigment iiretme yeteneginin yani sira bazi P. aeruginosa suslari, bakteriyosin liretme
yetenegine de sahiptirler. Frangois Jacob, P. aeruginosa kaynakli bir bakteriyosini
tanimlayan ilk kisidir. Piyosinler, P. aeruginosa suslarinin % 90'indan fazlasi tarafindan
tiretilir ve her sus birka¢ piyosin sentezleyebilir. Piyosin genleri, P. aeruginosa
kromozomunda bulunur ve mitomisin C gibi mutajenik ajanlarla veya ultraviyole 1sinlarla
sentezinin indiiklendigi belirtilmektedir. Jacob, bir mutajen ajan (yani ultraviyole
1sinlama) ile muamele edilen P. aeruginosa 10 susunun (dalga boyu 253,7 nm), bakteriyel
liziz ile salinan, 6zellikle duyarli bakterilerin hiicre yilizeyine adsorbe olarak dliimlerini
tetikleyen indiiklenebilir bir bilesik iirettigini gostermis ve kolikinlere benzer sekildeki
bu bilesige piyosin adin1 vermistir (Jacob, 1954). Ug tip piyosin tanimlanmustir. Bunlar;
R tipi, F tipi ve S tipi’dir. Ik tanimlanan piyosinler, pargacik olarak meydana gelenlerdir.
P. aeruginosa R tarafindan iretilen, bakteriyofaj kuyruguna benzeyen gubuk benzeri bir
parcacik, R-tipi piyosin olarak adlandirilmistir. Tiim R tipi piyosinler, niikleaz ve
proteaza direnclidir. Bu 6zellikleri, piyosinin saflastirilmasini ve spesifik antiserumlarin
tiretimini kolaylastirir. Hiicre yok etme mekanizmalari, gézenek (por) olusumuyla iligkili
olarak sitoplazmik zarin (en az 90 mV) depolarizasyonundan kaynaklanmaktadir. Takeya
vd. (1969) tarafindan ikinci bir tiir 6zel piyosin tamimlanmis ve F tipi olarak
adlandirilmistir. Niikleaz ve proteaza direncglidir ve ayn1 zamanda esnek faj kuyruklarina

benzer bir yapiya sahiptir. F tipi piyosinin spesifik aktivitesi, suslara gore farkhidir.



Ugiincii tip olan S tipi piyosinler, R ve F tipi piyosinlerin aksine proteaza duyarlidirlar.
Saflastirilmasi sonucunda yapisinda iki proteinin varlig1 ortaya ¢ikmistir. Yalnizca daha
biiyiik olan protein 6ldiirme aktivitesi gosterirken kiiciik olan protein, konakg1 bakterileri
bliyiik proteinin 6ldiirme aktivitesinden koruyan bir bagisiklik proteini olarak
tanimlanmistir. R ve F tipi piyosinler, P. aeruginosa suslarinin % 90'indan fazlasi
tarafindan {iretilirken S tipi, bu suslarin %70 tarafindan tretilmektedir (Takeya vd.,
1969; Michel-Briand ve Baysse, 2002).

2.1.3 Viriilans faktorleri ve patojenitesi

Mikroorganizmanin konaga yerlesip cogalmasina, konak hiicrelerinde hasar ve hastalik
olusturmasina viriilans, bu olaydan sorumlu olan mikrobiyal faktorlere ise viriilans
faktorler denilmektedir (Van Delden ve Iglewski, 1998). P. aeruginosa enfeksiyonlarinin
patojenitesinde konaga ve bakteriye ait faktorler rol oynar. Bakterinin viriilans faktorleri,
hiicre ile iligkili ve hiicre dismma salinan faktorler olarak incelenebilir. Viriilans
faktorlerinin salinimi, iremenin oldugu ve hiicre yogunlugunun arttig1 logaritmik fazda
artar. Viriilans faktorlerinin salinimi ve diizenlenmesi, karmagsik bir diizenleyici sistem
ile kontrol edilir ve koordinasyonun saglanmasinda hiicreler arasi iletisim sisteminin
onemli rolii vardir. Viriilans faktor tiretimi, bakteride genetik diizeyde regiile edilir. DNA
diizeyindeki regiilasyonun biiylik kismi 6zgiil viriilans faktorleri kodlayan gendeki
yeniden diizenlemeleri, promoter veya diger regiilator elemanlar1 iceren genlerdeki
degisimleri veya yeniden diizenlemeleri igerir (Woods, 2004). Bunun yaninda,
Pseudomonas enfeksiyonunun ilk basamagi adezyon ve kolonizasyondur. Bunu, lokal
invazyon ve yaygin sistemik enfeksiyon asamalar1 takip eder. P. aeruginosa'nin
patojenitesinin, biyofilm olusturma kabiliyetinden ve ¢ok sayida membran ve hiicre disi
viriillans faktoriin {iretiminden kaynaklandigi diistintilmektedir. Membran faktorleri
arasinda lipopolisakkaritler, flagella, adezyon faktorii (pili tip IV) ve aljinat bulunur.
Hiicre dis1 faktorlerinin baslicalar; ekzotoksinler (ekzotoksin A), ekzo-proteazlar
(elastaz, stafilolizin, alkalin proteaz, proteaz 1V), fosfolipaz C, kromoforlar ve ekzo-
enzimler S, T ve U’dur. Membran ile iligkili viriilans faktorleri, genellikle kolonizasyon
ve kronik enfeksiyonda yer alirken, asir1 derecede toksik olan hiicre dis1 faktorler akut
enfeksiyon ile iligkilidir (Benie vd., 2017).



2.1.3.1 Membran faktérleri

Lipopolisakkaritler: P. aeruginosa’nin yiizey ile iliskili temel viriilans faktoridiir.
Lipopolisakkarit (LPS), immiinojendir ve bakteri hiicre yiizeyi ile dis ortam arasindaki
etkilesime aracilik etmede onemli bir yapisal rol oynar (Le Berre vd., 2011). Bakteriyel
LPS tipik olarak lipid A (veya endotoksin) olarak bilinen bir hidrofobik alandan,
tekrarlanmayan bir oligosakaritten ve bir digsal polisakaritten (veya O-antijenden) olusur.
LPS, konagin dogustan gelen ve adaptif (veya edinilmis) bagisiklik tepkilerinin
aktivasyonunda Oonemli bir rol oynar. Nihayetinde, morbidite ve mortaliteye katkida

bulunan diizensiz inflamasyon yanitlarina neden olur (Rocha vd., 2019).

Flagella: Cesitli bakteri tiirleri arasinda iyi derecede korunmus oldukg¢a karmasik bir
bakteri organelidir. Flagella'nin sentezinde ve islevinde 50'den fazla gen yer almaktadir.
Kemotaksis ve hareket 6zelliginden dolayr mikroorganizmanin hayatta kalmasinda
onemli oldugu diistiniilmektedir. Flagella, temel besin maddelerinin elde edilmesini
kolaylastirir. Ayrica, flagella'nin yiiksek oranda immiinojenik oldugu bilinmektedir

(Feldman vd., 1998).

Adezyon faktorii pili (pili tip 1V): Birgok hiicre tipine yapismada 6nemli bir role sahiptir.
Bu 0Ozellik, belirli dokulara baglanma agisindan O6nem arz etmektedir. Biyofilm
olusumuna, opsonik olmayan fagositozun baslamasina ve adezyonlari taniyan fagosit

reseptorlere aracilik eder (Benie vd., 2017; Rocha vd., 2019).

Aljinat: Mannuronik ve guluronik asit polimerinden olusan ekzopolisakkarit mukoid bir
yapidir. Aljinat olusturan P. aeruginosamin mukoid kolonileri, bakteriyi konagin
bagisiklik tepkisinden ve antibiyotiklerden korur. Aljinatin fazla salgilanmasi, P.
aeruginosa’yr fagositozdan, dehidratasyondan, antibiyotiklerden ve hatta kazanilmis
konak yanitindan korur (Van Delden, 2004; Benie vd., 2017).

2.1.3.2 Hiicre disina salgilanan viriilans faktorler

Elastaz: Elastaz, kolajen, IgG ve tamamlayici proteinler gibi ¢ok ¢esitli konakgi

proteinleri par¢alama Ozelligine sahiptir (Laarman vd., 2012). Elastaz, giiclii baglari



deforme ederek epitel bariyerin biitiinliigiinii bozar. Ayn1 zamanda, siirfaktan proteinleri

olan A ve D'yi tahrip etme 6zelligine de sahip oldugu belirtilmistir (Le Berre vd., 2011).

Alkalen proteaz: P. aeruginosa'nin alkalen proteazi (AprA), bakteriyel viriilans ile
iliskilendirilmistir ve eritrositlerin kompleman aracili lizizine miidahale ettigi
bilinmektedir. Ancak, bakteriyel kompleman kacisindaki roli kesin olarak
bilinmemektedir. aprA geninin yukarisindaki {i¢ gen tarafindan kodlanan kendi tip I
salgilama sistemi yoluyla salgilanan bir proteazdir. Yiiksek proteolitik aktiviteye sahiptir.

50 kDa agirligindaki enzim, en iyi alkali pH degerlerinde etkinlik gosterir (Laarman vd.,

2012).

Piyosiyanin: Piyosiyanin, hiicre i¢i redoks dongiisii nedeniyle reaktif oksijen tiirleri
tarafindan tretilen mavi bir redoks aktif fenazin pigmentidir. Notrofil siiperoksit
olusumunu ve lenfosit proliferasyonunu inhibe ederek ve insan solunum yolu epitel
hiicreleri tarafindan IL-8 iiretimini artirarak konaker hiicrelerin yanitlarimi degistirir.
Piyosiyaninin insan nétrofillerinin apoptozunu indiikledigi, reaktif oksijen ara iiriinlerinin
hizl1 iiretimini sagladigi ve hiicre ici cAMP seviyelerinin diisiiriilmesi ile baglantisi
oldugu disiiniilmektedir (Van Delden, 2004). Piyosiyanin hiicre solunumunun
inhibisyonuna neden oldugu, siliyer fonksiyonunu bozdugu ve akciger epitelinde

oksidatif hasar1 kolaylastirdig: belirtilmistir (Le Berre vd., 2011).

Piyoverdin: P. aeruginosa pyoverdini, bir peptit zinciri ve bir kromofor igeren kompozit
(karisik) bir siderofor dur. Piyoverdinler, floresan Pseudomonas tiirlerinin (P.
fluorescens, P. putida, P. syringae, P. aeruginosa) ayirt edici bir 6zelligidir ve bakteriler,
demirin diisiik oldugu kosullarda yetistirildiklerinde iiretilirler. Pyoverdin sadece bir
siderofor degil, ayn1 zamanda iki hiicre dis1 viriilans faktoriiniin (proteaz PrpL ve gliclii
toksin ekzotoksin A) tretimini tetikledigi icin bir sinyal molekiilii olarak da

tanimlanmaktadir (Cornelis ve Dingemans, 2013).

Proteaz IV: Lizin igeren peptitlerin karboksil tarafindaki substratlarini spesifik olarak
ayiran, 26 kDa molekiiler kiitleye sahip bir serin proteazdir. Bu enzimin tamamlayici
bilesenleri Clq ve C3; immiinoglobulin G, fibrinojen, plazmin ve plazminojenin yapisini
bozmaktadir. Kornea enfeksiyonlarinda énemli bir viriilans faktordiir (Van Delden,

2004).
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Fosfolipaz C: Fosfolipaz C, tip 2 salgi sistemi ile P. aeruginosa nin dis zarindan
salgilanir. P. aeruginosa, hemolitik PLC (PlcH) ve hemolitik olmayan PLC (PIcN) olmak
tizere 2 tip Fosfolipaz C iiretmektedir. Fosfolipaz C, sitotoksiktir ve gesitli okaryotik
hiicrelerde sinyal iletimi siiregleri lizerine degistirici etkisi oldugu belirtilmektedir

(Barker vd., 2004).

Ramnolipid: P. aeruginosa, ramnolipidler adi verilen ramnoz igeren glikolipid
biyosiirfaktanlari tiretir ve salgilar. Ramnolipid iiretimi, P. aeruginosa'nin karakteristik
Ozelligi olmakla birlikte patojen olmayan P. putidave P. chlororaphis’in bazi
izolatlariin da ramnolipidler iirettigi belirtilmistir. Ramnolipid iiretimi, gevreyi algilama
(quorum sensing-QS) sistemi ile diizenlenmektedir. Katki maddesi, kozmetik, ilag ve
deterjan ireticilerinin ilgi duydugu bir biyosiirfaktandir (Soberon-Chavez vd., 2005;
Miiller vd., 2010).

Ekzotoksin A (ExoA): Hiicre disina tip 2 salgt sistemi ile salgilanan bir toksindir. ExoA,
P. aeruginosa’nin viriilansinda 6nemli bir rol oynar. Etkisini difteri toksinine benzer
sekilde ADP-ribozil transferaz 6zelligi ile elongasyon faktorii 2’yi (EF-2) ve dolayisiyla
protein sentezini inhibe edip hiicre 6liimiine yol acarak gosterir. ExoA’nin enfeksiyonda
konak yanitin1 baskiladig1 gosterilmistir. Ayrica, ekzotoksin A'nin lokal doku hasar1 ve
invazyonunda rol oynadigt belirtilmistir (Van Delden ve Iglewski, 1998; Rocha vd.,
2019).

Tip 3 salgt sistemi: Bu sistem, ekzotoksinleri dogrudan Okaryotik hiicrenin
sitoplazmasina enjekte etmek i¢in translokasyon ignesi benzeri bir aparat ve porin
olusturan proteinler kullanmaktadir. P. aeruginosa’nin Tip III salg: sistemi tarafindan 4
tip toksin salgilandig1 belirtilmistir. Bu toksinler; ekzoenzim S (exoS), ekzoenzim T
(exoT), ekzoenzim Y (exoY) ve ekzoenzim U (exoU)’dur (Le Berre vd., 2011). ExoS
geni tarafindan kodlanan ekzoenzim S, ADP-ribosiltransferaz aktivitesine sahip 49-kDa
biiyiikligiinde ve ADP-ribosiltransferaz aktivitesine sahip 53-kDa biiyiikligiinde iki
proteinden olusan bir agregerattir. ExoS, hiicre iskeleti yapisin1 bozarak bagisikliktan
kagmaya yardimci olmaktadir. ExoU, tip III salgilama sistemi tarafindan salgilanan bir
sitotoksindir. Ekzotoksin U enfeksiyonu, konakei hiicrelerin hizli 6liimiiniin (1 ila 2 saat)
nedenidir. Bu 6liim, tipik bir nekroz olan hiicre zarinin biitiinliigiiniin kaybi ile karakterize

edilmektedir. ExoU, fosfolipaz A2 aktivitesine sahiptir ve ayrica, fagositlerin alimini da
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bozar. ExoU’nun, ExoS'den 100 kat daha fazla sitotoksik oldugu diistinilmektedir. ExoT
ile birlikte proapoptotik yollar1 aktive ettigi ve diger epitel hiicre tiplerinde yara
iyilesmesini geciktirdigi bilinmektedir. ExoT, tim viriilent P. aeruginosa klinik
izolatlarinda kodlanan ve eksprese edilen tek tip III salgi sistemi ekzoenzimidir ve P.
aeruginosa patojenitesinde bu viriilans faktoriin temel bir rol oynadig: diistiniilmektedir.
Kollajen ve elastin gibi 6karyotik proteinlere saldirir ve hiicrenin yapisal proteinlerini yok
eder. ExoT'nin yara iyilesmesini engelledigi, aktin hiicre iskeletini degistirdigi, hiicre
gbclinii ve hiicrenin sitokinez boliinmesini engelledigi belirtilmistir. ExoY, EX0S
regulonuna bagimli dordiincii bir efektor proteindir. Bu enzim, tip III salgilama sistemi
vasitasiyla hedef hiicrelerde yer degistirebilen bir adenilat siklazdir. ExoY'nin de aktin
hiicre iskeleti bozulmasina neden oldugu rapor edilmistir. Bunun yani sira, proteolitik ve
elastolitik proteinler; LasA ve LasB gibi diger salgilanan viriilans belirleyicilerinin doku
hasaria neden olduklar1 ve kronik enfeksiyonlarin kaliciligini artirdiklar1 bilinmektedir

(Van Delden, 2004; Le Berre vd., 2011; Wood vd., 2015; Newman vd., 2017).

Biyofilm: Biyofilmler, ¢esitli biyotik ve abiyotik yiizeylerde biiyiiyen, kendilerini
salgilanmis hiicre dis1 polimer (EPS) ile ¢evreleyen ve yogun sekilde bir araya gelmis
mikroorganizma topluluklaridir. Birgok bakteri tiirii biyofilm olusturur ve bu, 6nemli bir
bakteriyel hayatta kalma stratejisidir. Biyofilm olusumunun bakteri tarafindan bir
yizeyde yasam degisimini tetikleyen cevresel sartlarin algilanmasi ile basladig
diistiniilmektedir. Biyofilmlerin yapisal ve fizyolojik karmagikligi, c¢ok hiicreli
organizmalara benzer sekilde koordine ve isbirlik¢i gruplar halinde ¢alistiklarini
diisinmemize neden olmaktadir (Passerini vd., 1992). P. aeruginosa biyofilmlerinin
birgok kronik bulagici hastaligin altta yatan nedeni oldugu ve bakterinin neden oldugu
enfeksiyonlarm tedavisini  zorlastirdif1  diisiiniilmektedir. Ilagc  molekiillerinin
biyofilmlerin i¢ yiizeyine niifuz edememesi nedeniyle biyofilm iginde biiyliyen
bakterilerde antibiyotiklerin etkisiz oldugu tespit edilmistir. Bakteriyofajlar, etkili
antibiyofilm ajanlar1 olarak onerilmektedirler. Bakteriyofajlarin yeni bir antibakteriyel
ajan olarak kullanilmasi, P. aeruginosa'nin antibiyotige direngli suslariyla miicadelede

yardimet olabilecek, umut verici bir terapotik yaklasimdir (Yuan vd., 2019).

Bunun gibi ¢esitli viriilans faktorler, P. aeruginosa'nin patojenitesine katkida bulunmakla
birlikte bu viriilans faktorler, bazi yerel gida {iriinlerinden izole edilen suglarda siklikla

incelenmemektedirler. Ancak, bu yerel gida {irlinlerinin ve esas olarak hayvansal kokenli

12



trtinlerin, viriilans faktorlere bagli bazi riskli zoonotik serogruplara sahip suslari
barindirdiklart bildirilmistir. Bu sebeple hayvansal gidalardan izole edilen suslardaki

viriilas faktorler de 6nem tagimaktadir (Benie vd., 2017).

2.1.4 Pseudomonas aeruginosa’nin neden oldugu enfeksiyonlar

P. aeruginosa, gida bozulmalarina sebep olmasinin yani sira sik sik ikincil enfeksiyona
neden oldugundan insan ve hayvanlar icin biiyiik risk teskil etmektedir. Coklu ilaca
direngli P. aeruginosa suslarinin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi, son zamanlarda halk
saglig1 acisindan endise veren bir konu haline gelmistir (Horcajada vd., 2019). P.
aeruginosa, ¢ogunlukla nazokomiyal bir patojendir (Giamarellou, 2000). P. aeruginosa
kaynakli enfeksiyonlarda neredeyse tiim klinik vakalar, konak¢i savunmasinin
bozulmasiyla iligkilendirilebilir. Bircok P. aeruginosa enfeksiyonu vakasi, AIDS ve
kemoterapi tedavisi goren immiin sistemi baskilanmis hastalardir. Bu tiir hastaliklar,
konag1 ¢esitli bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara yatkin hale getirir ve bu nedenle P.
aeruginosa'nin patogenezine 6zgii bilgiler vermezler. Bu baglamda, P. aeruginosa'nin
neden oldugu ii¢ temel hastalik: ciddi yanik hastalarinda bakterimiya, kronik akciger
enfeksiyonu ve Kisitik fibroz ve uzun siireli yumusak kontak lens kullananlarda akut
tilseratif keratitdir (Lyczak vd., 2000).

Son ¢alismalarda, P. aeruginosa’nin bir¢ok toplumsal ve hastane enfeksiyonunun ortak
kaynagi oldugu ve 6zellikle bagisiklik sistemi zayif kisilerde, yanik ve kistik fibrozis
hastalarinda ¢ok etkili oldugu ortaya konmustur. Enfeksiyonlar tiim anatomik bolgelerde
meydana gelebildigi gibi; en yaygin enfeksiyonlar, kornea, deri, solunum yollar1 ve idrar
yollarinda meydana gelmektedir. Hastane kaynakli, 6rnegin; solunum cihazina baglh
kisilerde pnémoni ve sepsis sendromu gibi hastaliklarin baslica etmenidir. P. aeruginosa,
coklu antibiyotik direng 6zelliginden dolay1 tipta da ¢ok dnemli bir patojendir. Pnémoni,
septik sok, Uiriner sistem, gastrointestinal, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarina neden
olmaktadir (Kumari vd., 2009a; Heiby vd., 2010; Lopez vd., 2015). P. aeruginosa,
bunlarin disinda endokardit ve o6liimle sonuglanabilen kulak enfeksiyonlarma da yol

acabilir (Arumugam vd., 2018).

P. aeruginosa, hizli antibiyotik direnci kazanmasi ve c¢oklu antibiyotik direng

mekanizmasina sahip olmasindan dolayi, yiiksek mortaliteye sahip enfeksiyonlardan
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sorumludur. P. aeruginosa’da beta-laktam direnci, enzimatik (penisilinaz, geniglemis
spektrumlu beta-laktamaz, imipenemaz ve sefalosporinazlar) ve enzimatik olmayan
(porin kaybiyla membran gegirgenligin azalmasi, aktif disar1 pompalama) mekanizmalar
ile olusur (Cavallo vd., 1996). Antibiyotik direng 6zelliginden dolayr Pseudomonas
enfeksiyonlarmin tedavisinde alternatif olarak bakteriyofajlarin kullanimina olan ilgi

biiyiik bir artis gostermektedir.

Pseudomonaslarin  bir diger ilging Ozelligi, biyofilm olusturma yetenekleridir.
Pseudomonas biyofilmleri hem tip hem de gida teknolojisinde énemli bir sorun teskil
etmektedir. Mevcut antibiyotikler ve diger koruyucu kimyasallarla biyofilm i¢inde yer
alan P. aeruginosa’yr imha etmek olduk¢a zordur. Biyofilmlerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kimyasal antibiyotiklere kiyasla bakteriyofajlarin daha etkili
oldugu tespit edilmistir. Biyofilme bakteriyofaj uygulandiginda bakteryofajlarin,
yiizeylerinde bulunan bakteri hiicrelerini enfekte edip ¢ogaldiklar1 ve boylece artan plak
sayist ile biyofilmi tahrip ettikleri belirtilmektedir. Bakteriyofajlarin biyofilm matriksini
zayiflatmasinin ve hatta yok etmesinin diger kimyasal ajanlarin niifuz etmesine yardimci1

olarak bir sinerjik etki yarattig1 da ifade edilmektedir (Harper ve Enright, 2011).

P. aeruginosa, antibiyotige direngli plazmidleri barindirir ve bu genleri, transdiiksiyon ve
konjugasyon  siiregleriyle  aktarabilir. Bazi  beta-laktamlar, aminoglikozitler,
karbapenemler ve florokinolonlar dahil olmak tizere Pseudomonas'a karsi sadece birkag
antibiyotik etkilidir. Ancak bunlar, tiim suslara kars: etkili degildirler. Pseudomonas
enfeksiyonlarin1 antibiyotiklerle tedavi etmenin yararsizligi, neredeyse hepsi tedavi
edilemez ve antibiyotige direncli bir sus ile enfekte olan kistik fibroz hastalarinda en
dramatik gekilde gosterilmektedir. P. aeruginosa'da giiniimiizde mevcut olan antibiyotik
ilaglarina kars1 direncin ortaya g¢ikmasi, esas olarak bagisiklik sistemi baskilanmis
hastalarda goriilen artis nedeniyle, modern tedavide ciddi bir sorun haline gelmistir.
Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotik olmayan ve bakteriyel patojeni
hedefleyen spesifik faj kullanmak, ciddi bir 6nem arz eden ve tercih edilen segeneklerden
biridir (Arumugam vd., 2018).

14



2.2 Pseudomonas aeruginosa’nin Gidalarda Bulunma Durumu

P. aeruginosa, ozellikle sogukta saklanan kirmizi et, tavuk eti, yumurta ve deniz
tirlinlerinin birinci derecede bozulma etmenidirler. Taze etlerde meydana gelen yiizeyde
yapiskanlik, eksime ve renk bozukluklari, Pseudomonas’dan kaynaklanmaktadir.
Pseudomonas kaynakli mikrobiyal bozulma, gidanin ¢iirlimesi ve lezzet 6zelliklerini
etkilemekle birlikte ciddi ve &liimciil hastaliklarin nedeni de olabilir (Unliitiirk ve
Turantas, 2015; Arnout-Rollier vd., 1999; Franzetti ve Scarpellini, 2007; Baltch ve
Smith, 1994).

Etlerin normal soguk depolama siireleri disinda bozulmalarina neden olan psikrofil
bakterilerin baginda Pseudomonas’lar ve az olarak Achromobacter gelmektedir. Donmus
etlerin depolanmalarinda, ¢oziinmelerinde veya ¢oziilmiis etlerin saklanmalarinda da
Pseudomonas’lar sorun yaratan baslica tiirler arasinda goriilmektedir. Pseudomonas cinsi
icinde yer alan bazi tiirler; P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P. protegens, P.
syringae ve P. entomophila’dir. Bu tiirler igerisinde gida endiistrisinde 6neme sahip olan
tir, P. aeruginosa’dir. Bu bakterilerin psikrofil O6zellikleri uzun zamandan beri
bilinmektedir. Etlerde koloni ve bakteriyel membranéz tabaka olusturmalari,
taninmalarini kolaylastirmaktadir (Akan, 2009). Tavuk, yiliksek besin i¢eriginden dolay1
insan beslenmesinde 6nemli bir gidadir. P. aeruginosa, tavuk endiistrisi i¢in problem
olusturan mikroorganizmalarin basinda gelmektedir. Sogukta depolanan tavuk etlerinin
yiizeyinde kayganlik ve istenmeyen kokularin olusumuna neden olarak raf dmiirlerini
sinirlamaktadir. P. aeruginosa, gida bozulmalarina sebep olmasinin yani sira sik sik
ikincil enfeksiyona neden oldugundan insan ve hayvanlar i¢in biiylik risk teskil

etmektedir (Kumari vd., 2009a; Heiby vd., 2010; Lopez vd., 2015).

Kiimes hayvanlarindan iiretilen gidalarin erken bozulmalari, {irlin kayiplarina neden
olabilmektedir. Bu durum, isletmelerin isimlerini ve tiiketici giivenini etkiler. Hem
sirketler hem de tiiketiciler i¢in olumsuz bir etki yaratir. Sogukta muhafaza edilen tavuk
eti, yiiksek su aktivitesi, nispeten notr pH's1 ve bol miktarda besin maddesi icermesi
nedenleri ile olduk¢a ¢abuk bozulabilir bir besindir. Bu da onu psikrofilik bakterilerin
cogalmasi i¢cin milkemmel bir ortam haline getirir (Vihavainen ve Bjorkroth, 2010).
Sogukta muhafaza edilen kiimes hayvanlarinin bozulma mikrobiyotas1 heterojendir ve

cogunlukla baskin mikroorganizmanin Pseudomonas spp. olmasi, genellikle iiretim
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ortamina 0zgiidiir. Bu mikroorganizma, su anda HACCP planlarina dahil edilmemistir
clinkii varligi, insan hastaliklarina neden olan birincil etkenlerden degildir. Bununla
birlikte, Pseudomonas spp. kiiresellesen bir diinyada 6zellikle uzun mesafeler taginarak
dis pazarlara ulagsabilen kanatli etinin kalitesini ve raf omriinii belirleyen baslica
organizmadir. Aerobik Pseudomonas spp. tavukta onemli bir enterik patojen olan
Campylobacter jejuni'nin hayatta kalmasina yardimci olacak mikroaerofilik ortami
olusturmada anahtar bir faktor olarak kabul edilmektedir (Hilbert vd., 2010; Morales vd.,
2016).

Dogan ve Boor (2003) yaptiklari bir ¢alismada, ¢ig siit, islenmis siit ve gevresel
numunelerden toplamda 338 Pseudomonas izolati elde etmislerdir. 338 izolatin tamamint,
API 20 NE kullanarak karakterize etmislerdir. API 20 NE sonuglarina gore izolatlarin
%51'ni P. fluorescens, % 14'nii P. putida ve % 25'ni P. fluorescens veya P. putida olarak

belirlemiglerdir.

Baska bir calismada, ¢esitli gida iiriinlerinde hasat ve depolama sirasinda yapilan yanlis
uygulamalar sonucunda P. aeruginosa varligini ortaya ¢ikarmiglardir. P.aeruginosa'yi
molekiiler diizeyde tanimlayarak, P. aeruginosa susu HV17 ve HV77 olarak
adlandirdiklart gida kaynakli yeni patojenler tespit etmislerdir (Virupakshaiah ve
Hemalata, 2016).

Morales vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada, farkli {iretim tarihlerine sahip 11 tavuk eti
orneginin son kullanma tarihi 2 giin gegmis olanlardan, P. fragi ve P. fluorescens tiirlerini

izole etmislerdir.

P. aeruginosa, énemli bir firsatg1 patojen olarak bilinmesine ragmen, gida giivenliginde
yeterince taninmayan bir mikroorganizmadir. Yiiksek adaptasyon yetenegi, hizli iireme
kabiliyeti ve diisiik bliyiime gereksinimleri (az miktarda besin ve nemlilik gibi) nedenleri
ile P. aeruginosa, ¢evrede yaygin olarak bulunur. Genellikle insanlar tarafindan taginir
ve sonug olarak asagidaki sebeplerden dolay1 gida giivenligi sorunlarina neden olabilir.
Yiyeceklerin bozulmasi ve gida zehirlenmelerinde, P. aeruginosa su, siit {iriinleri, et ve

bitkisel yiyeceklerde siklikla rapor edilmektedir. Detaylandiracak olursak;
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a)

b)

d)

Genellikle havuzlar, kiivetler, lavabolar ve su kaplari gibi nemli ortamlarda
bulunur. P. aeruginosa, igme suyunun %3"i, musluk suyunun %9'u, siselenmis
suyun %18,8'1 ve kanalizasyon suyu orneklerinin %90'inda tespit edilebilen ve
igme suyundaki en tehlikeli bakteridir. Musluk suyunda kontaminasyon
gostergesi olarak tanimlanmaktadir (Xu vd., 2019). Diinya saglik orgiiti (WHO,
World Health Organization), gida testinde P. aeruginosa'y1 igme suyu kalitesinin
bir gostergesi olarak tanimlarken, Avrupa Topluluklar1 ve Codex Alimentarius
Komisyonu, P. aeruginosa'nin suda tespit edilmemesi gerektigini sart kosmustur.
Ek olarak P.aeruginosa, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda enfeksiyonlara neden
olabilir. Bu nedenle erken teshis, P. aeruginosa enfeksiyonunun tedavisi igin
kritiktir ( Tang vd., 2017).

Pseudomonas spp., siit ve siit lirinlerinde en yaygin mikroorganizmalardandir ve
P. aeruginosa, siitten %45’¢ kadar yiiksek oranlarla izole edilebilmektedir (Chen
vd., 2011).

Et iiriinlerinde P. aeruginosa, yaygin olarak kiimes hayvani eti, sigir eti ve
baliktan izole edilmistir. Ayni1 zamanda histamin zehirlenmesinden de sorumlu
oldugu diisliniilmektedir (Geornaras vd., 1999).

Meyve ve sebzelerde genellikle karmasik bir mikrobiyota mevcuttur. P.
aeruginosa, domates, patlican, ispanak, turp, kereviz, hindiba, sogan, havug,
marul ve salatalik dahil olmak iizere ¢ig ve taze meyve ve sebzelerin yani sira
farkli salatalarda da yaygin olarak bildirilmistir. Sonug olarak salatalarin, yiiksek
riskli hastalarin diyetlerinden ¢ikarilmasi onerilmektedir (Xu vd., 2019).

Ek olarak, P. aeruginosa hastanelerde, kantinlerde ve okullarda yiyeceklerden de
izole edilmistir (Xu vd., 2019).

Mevcut antibiyotiklerin insanlarda veya hayvanlarda gelisigiizel kullanimi, halk saglig

ve gida giivenliginde biiyiiyen kiiresel bir tehdit olan bakterilerde antimikrobiyal direncin

cogalmasina katkida bulunmustur. Direnc¢li mikroorganizmalar, hayvanlarin kesilmesi ve

islenmesi sirasinda et veya diger hayvansal iiriinleri kontamine edebilirler. Kontamine su

ile sulanan meyvelere, sebzelere veya diger lriinlere yayilabilir veya et ve diger

tirtinlerden insanlara aktarilabilir (Xu vd., 2019).
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2.3 Bakteriyofajlar

Virtisler, 151tk mikroskobunda goriinmeyen ve ince porselen filtrelerden gecebilen son
derece kiiciik bulasic1 pargaciklardir. Cok c¢esitli formlarda bulunurlar ve hayvanlar,
bitkiler, bocekler ve bakteriler gibi hemen hemen tiim canli sistemleri enfekte edebilirler
(Kurtboke, 2012). Bakteriyofajlar bakterileri enfekte edebilen ve bakteriyel hiicre iginde
replike olabilen viriislerdir (Arumugam vd., 2018). Bakteriyofajlarin biyomdaki 10%°-10%2
viryon niifusu ile bakteri hiicrelerinin sayisindan 10 kat daha fazla oldugu tahmin
edilmekte ve gezegendeki en bol yasam bicimini olusturduklar diisiiniilmektedir. insan
besin zinciri boyunca fajlarin, genis ¢apta varliga sahip oldugu saptanmistir. Bu fajlardan
bazilar1 faydali olma potansiyeline sahipken (6rnegin biyokontrol ajanlari olarak)
digerleri, 6rnegin; yogurt iiretiminde kullanilan starter kiiltiirlerini enfekte ederek zararl
olabilirler (Atterbury, 2009; Jurczak-Kurek vd., 2016). Bakteriyofajlar, antibiyotiklere
gore kendilerine avantaj saglayan cesitli 6zelliklere sahiptir (Kutter ve Sulakvelidze,
2005). Fajlar, hem kendilerini kopyalayabilir hem de sinirlayabilirler ancak duyarli
konakgilar mevcut oldugu siirece aktif olarak cogalirlar. Spesifik patojenleri hedefleyerek
genis spektrumlu antibiyotiklerle tedaviyi takiben siklikla goriilen kommensal

mikrofloranin bozulmasini 6nleyebilirler (Atterbury, 2009).

2.4 Bakteriyofajlarin Kesfi ve Tarihcesi

Bakteriyofajlar, 1915'te Ingiliz patolog Frederick Twort ve 1917'de Fransiz-Kanadali
mikrobiyolog Félix D’Hérelle tarafindan bagimsiz olarak kesfedilmistir. Twort,
mikrokok kolonilerinin camsi doniisiimii’nii tanimlarken, D’Hérelle bir Shigella "anti-
mikrobunu izole etmis ve "bakteriyofaj" terimini tasarlamistir - kelime tam manasiyla

bakteri yiyen anlamina gelmektedir (Salmond ve Fineran, 2015).

Bakteriyofajlar veya fajlar, Twort ve D’Herelle tarafindan bagimsiz olarak kesfedilmisse
de bu viriislerin ilk gézlemleri, 1896'da Hankin'e kadar uzanmaktadir (Kutter vd., 2005).
D’Herelle, fajlarin virlis olduguna cabucak ikna olmus olsa da birgok bilim adami
bunlarin bakterisit etkisinin bir enzimin sonucu olduguna inanmistir. Nitekim bu erken
donemde Bordet ve Gratia gibi dnde gelen mikrobiyologlar, D’Herelle’in viriis hipotezine
siddetle kars1 cikmislardir. Ellis ve Delbruck klasik “tek asamali biiylime egrisi”

deneylerini gergeklestirdiklerinde fajlarin konakgiya ragmen g¢ogalabildiklerinin kesin
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kanitin1 elde etmislerdir. “Tek Asamali Biiylime Egrisi”, tek bir fajin bakteriyi enfekte
ederek konaker icerisinde ¢ogalmasi ve viral soyun hiicreyi parcalayarak cevreye
yayillmasina (i¢eriden pargalanma veya litik enfeksiyon) kadar gecen siireyi gosterir.
Ayrica, Delbruck birgok fajin bir bakteriyi ayni anda enfekte etmesi durumunda
konaklarini replikasyon olmadan odldiirebilecegini (disaridan liziz, lysis from without,
LO) gostermistir. Delbruck'un kaniti, 1940'ta Ruska tarafindan fajlarin ilk elektron

mikrograflari ile desteklenmistir (Pennazio, 2006).

Bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi etmek icin fajlarin potansiyelini ilk fark eden D’Herelle
olmustur. 1919'da bakteriyel dizanteriden muzdarip 12 yasindaki bir erkek g¢ocuk
tizerinde ilk basaril faj tedavisi denemesini gergeklestirmistir. D’Herelle, bu basariy1 24
saat icinde belirgin sekilde iyilesen {i¢ dizanteri hastasiyla tekrarlamistir. Bu zaman
zarfinda, Bruynoghe ve Maisin, stafilokokal deri enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in fajlari
kullanmiglardir. D’Herelle, fajlarla tedavi edilebilen bakteriyel hastalik yelpazesini hizla
genisletmistir. 1925'te Misir'da dort hiyarcikli veba hastasini basariyla tedavi etmis ve
Hindistan'daki kolera hastalarinin &liim oranlarini hastane denemelerinde yaklasik
%30'dan sifira diistirmistiir. Ancak, tiim faj tedavisi denemeleri basarili olmamustir. Bir

calismada deneysel olarak in vivo streptokok enfeksiyonlari tedavi edilememistir
(Atterbury, 2009).

Erken donemde umut vaat etmesine ragmen faj tedavisi, Bati’da 1930'larda
antibiyotiklerin yaygin kullanimindan 6nce bile diigiis gostermekteydi. Titizlikle kontrol
edilen ¢galismalarin ve standartlagtirilmis yontemlerin azligi, faj tedavisini objektif olarak
degerlendirmeye yonelik erken girisimleri engellemistir. D’Herelle’in basarisini takip
eden yillarda, bir dizi faj iiriinii tiretilmis ve pazarlanmigtir. Bu iiriinler, genellikle viral
hastaliklara kars1 etkili olduklar1 gibi yanls iddialar kullanilarak pazarlanmaktaydi.
Dahasi, D’Herelle’in de bildirdigi gibi, bu {iriinlerden bazilar1 hi¢ aktif faj icermediginden
bakteriyel hastaliklara kargi bile etkisiz hale gelmislerdi. Ham lizatlar, genellikle
depolama sirasinda fajlar1 inaktive eden hiicre bilesenlerini igerdiginden bu olumsuz
sonuglar sasirtict degildi. Bu preparatlarda koruyucu olarak organo-merkiir bilesiklerinin
yaygin kullanimi da faj canliligmmin azalmasina katkida bulunabiliyordu (Merril vd.,
2006). Ek olarak, ham faj lizatlar1 siklikla yiiksek seviyelerde lipopolisakkarit igerir.
Yeterli miktarlarda lipopolisakkarit, bagisiklik sistemi zayiflamis bireylerde endotoksik

sok ve Oliime neden olabilir. Ticari faj preparatlarinin genel olarak zayif etkinligi,
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hastaligin tedavisinde fajlarin kullanimi konusunda yaygin elestirilere ve anlagmazliklara
yol agmistir. Gida uygulamalari s6z konusu oldugunda ise, fajlarin kullanimu ile ilgili iki
biiyiik engel ortaya ¢ikmaktadir. Bunlardan ilki, hedeflenen gidalarin 6nemli bir kisminin
dogada siv1 degil kat1 formda olmasidir. Ikincisi, beklenen yiiksek hijyen standartlarina
ragmen cok diisiik sayilarda bakteriyel kontaminasyonun meydana gelebilmesidir
(Hagens ve Loessner 2010; Atterbury, 2009). Akademik toplulukta faj tedavisine olan
ilgi, 1930'larda Amerikan Tabipler Birligi tarafindan yapilan degerlendirmelerin genel
olarak olumsuz oldugu bakteriyofaj arastirmasinin ardindan ciddi sekilde azalmistir. Bu
durum, 7 y1l sonra Krueger ve Scribner tarafindan “bakteriyofajin dogasi artik s6z konusu

degil” ifadesinin kullanildig1 bir sonraki raporla desteklenmistir.

Erken faj tedavisi denemelerinin yeniden incelenmesi, basarisizliklarin gogunun
asagidaki faktorlerden bir veya birkacindan kaynaklandigini gostermektedir (Kutter ve
Sulakvelidze, 2005).

1. Hem fajlarn hem de bakterilerin heterojenliginin ve ekolojisinin
belirlenememesi,

2. Hastadaki hedef bakterilere kars1 yiiksek derecede viriilan fajlarin secilememesi,

3. Farkli bakteri karisimlarini igeren enfeksiyonlari tedavi etmek igin tekli faj

preparatlarinin kullanilmasi,

Bakteriyofaja duyarsiz mutantlarin (BIM'ler) ortaya ¢ikisi,

Faj preparatlarinin uygun sekilde karakterize edilmemesi veya titre edilmemesi,

Oral uygulamadan 6nce mide pH'sinin nétralize edilememesi,

Konake1 bagisiklik yanitlart ile fajlarin inaktivasyonu,

Faj hazirlanmasinda hastada toksik soka yol acan endotoksinlerin varligi,

© © N o 0 &

Enfeksiyona neden olan patojenleri dogru bir sekilde tanimlamak i¢in giivenilir

bakteriyoloji laboratuvarlarinin azligidir.

Bu faktorler, 1940'larda antibiyotiklerin kesfi ve ardindan gelen Ikinci Diinya Savas ile
birlikte Bati'daki faj terapi arastirmalarinda 6nemli bir diistisle sonug¢lanmistir. Bati'da faj
terapi aragtirmalarinin yakin zamanda yeniden canlanmasina yonelik dnemli bir adim,
1980'lerde Smith ve Huggins tarafindan yapilan bir dizi veterinerlik deneyiyle atilmistir.
[k galismalarinda, menenjitli bir gocuktan alman bir Escherichia coli susu (018: K1: H7

ColV +) kullanarak farelerde deneysel olarak indiikklenen E. coli septisemisine
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odaklanmiglardir. E. coli enfeksiyonlari, o zamandan beri ¢esitli faj terapi modellerinde
kullanilmistir (Smith ve Huggins, 1983).

Wang vd. (2006) tarafindan enfeksiyon coklugu degeri (MOI)'nin faj tedavisinin
basarisindaki 6nemi tizerinde durulmustur. Baska bir ¢alisma, E. coli O157 ile deneysel
olarak enfekte farelerin tekrarlanan oral faj tedavilerinin baslangicta patojen sayilarini
azalttigin1  gostermistir. Kemirgen hastalik modellerini kullanan diger faj terapi
denemeleri, fajlarin Clostridium difficile, Acinetobacter baumanii ve P. aeruginosa'yi

basarili bir sekilde azaltmak i¢in kullanilabilecegini gostermistir (Soothill, 1992).

2.5 Bakteriyofajlarin Siniflandirilmasi

Bakteriyofajlar diger viriislerle karsilagtirildiklarinda, dogadaki en biiyiik viral grubu
olustururlar (Ackermann, 2003). Simiflandirmanin ana amagclari, genelleme ve
basitlestirmedir. Siniflandirma, karsilastirmalar1 ve dolayisiyla virlis arastirmasini ve
viriislerin anlagilmasini kolaylastirir. 1943'te Ruska, virlislerin siniflandirilmasinda
elektron mikroskobunun kullanilmasini Snermistir (Ackermann, 2011). ilk olarak
Holmes tarafindan viriisler, hastalik belirtilerine gore siniflandirilmis ve bu siniflandirma
kisa siirede unutulmustur. 1962'de Lwoff vd., virionun niikleik asit tiiri (DNA veya
RNA), kapsid morfolojisi ve zarf yapisini igeren bir virlis siniflandirma sistemi
gelistirmislerdir (Salmond ve Fineran, 2015). Sirasiyla; kuyruklu fajlar i¢in Urovirales,
ipliksi fajlar i¢in Inoviridae ailesi ve o¢X-tipi fajlar i¢in Microviridae ailesini
onermislerdir. 1967 yilinda Bradley tarafindan yapilan bir c¢alism ile alti temel
bakteriyofaj tiirii tanimlanmistir. Bradley siniflandirmasina gore fajlar, 6 temel gruba
ayrilmistir (Sekil 2.1). Bunlardan en karmasik olani (Sekil 2.1A), altigen c¢erceveden
olusan bir basa sahiptir ve kasilma kilifli bir kuyruk ona tutturulmustur. Yapisal
karmasiklik sirasina gore ikinci grup, (Sekil 2.1B) alt1 kenarli bir kafaya ve bir kuyruga
sahiptir. Ancak burada kuyruk, nispeten esnek olup terminal ekleri olabilir veya
olmayabilir. Kuyruk uzunlugu, bas capindan daha uzun ve kasilma aparati yoktur.
Ucgiincii tip (Sekil 2.1C), bir kuyruga ve alt1 kenarl1 bir kafaya sahiptir. Ancak kuyruk,
kafa ¢capindan veya maksimum boyuttan daha kisadir, eklere sahip olabilir ve kasilamaz.
Dérdiincii grubun kuyrugu yoktur (Sekil 2.1D), simetrik goriiniimde ve alt1 kenarlidir.
Altigenin her tepe noktasinda bir bogum veya biiyiik bir kapsiil bulunur. Bir sonraki

grubun (Sekil 2.1E) biiylik kapsomeri yoktur ve virion, basit ve diizenli altigen bir basa
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sahiptir. Son grup (Sekil 2.1F) digerlerinden oldukga farklidir. Virion, uzun ve esnek bir
filaman bi¢imindedir ve ona bagli herhangi bir ek yap1 yoktur. Morfolojideki temel
farklilik, niikleik asit tipindedir. Her grubun iiyelerinde bulunan niikleik asit tiiriiniin,
konakg1 bakteri cinsi ne olursa olsun ayni oldugu kanitlanmistir (Bradley, 1967). Bu basit
sema halen mevcut bakteriyofaj siiflandirmasinin temelidir (Ackermann, 2003). Bu
sema, Uluslararast Viriis Taksonomisi Komitesi (ICTV) tarafindan kabul edilmistir.

ICTV, viriis taksonomisi ile ilgilenen tek uluslararasi organdir (Ackermann, 2011).

T

F

Sekil 2.1. Bradley’in bakteriyofajlarin temel siniflandirmasi (Bradley, 1967)

Bakteriyofajlarin en giincel siniflandirmasi, Ackermann tarafindan gergeklestirilen
siniflandirmadir (Cizelge 2.2). Smiflandirmanin kilit noktas1 faj morfolojisi ve niikleik
asit ozellikleridir. Genom DNA ya da RNA’dan olusabilir. Fajlarin biiyiik ¢ogunlugu ¢ift
sarmall1t DNA (dsDNA) igerirken, ssSRNA, dsRNA veya ssDNA iceren kiigiik faj gruplari
da vardir. Bakteriyofajlar, bir takim, 13 aile ve 31 cinsten olugsmustur. Bakteriyofaj
vironlar1 dort yapisal gruba ayrilmistir. Bunlar; kuyruklu, polihedral (¢ok yiizlii),
filamentli ve pleomorfiktir. Birkag tipte lipid i¢eren zarflar bulunur veya lipid partikiilleri,
duvarin bir pargasi olarak bulunabilir. Polihedral, filamentli ve pleomorfik (PFP) fajlar,
yaklasik 190 virlisten olugsmaktadir (fajlarin %3,6 kadar1) ve 10 kiicilik aileye ayrilirlar.
Bu fajlar, farkli goriiniis ozellikleri ve orijinleri bakimindan 6nemli 6l¢iide farklilik

gosterirler (Ackermann, 2003; 2007).

Kuyruklu fajlar, her yerde bulunabilirler, bilinen fajlarin %96'sim1 temsil ederler ve
filogenetik olarak iliskili ii¢ ana aileye ayrilirlar. Ikozahedral simetrideki bir basa, basin
icine yerlesmis cift zincirli bir DNA’ya ve cesitli uzunlukta kuyruklara sahiptirler ve
Caudovirales takimi i¢inde yer alirlar. Bu takim iginde yer alan aileler: Myoviridae,

Siphoviridae ve Podiviridae. Myoviridae, kuyruklu fajlarin % 25'ini olustururlar. Uzun
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sert kontraktil kuyruga sahiptirler. Ornegin; faj T4 bu grupta yer alir. Siphoviridae,
%61 ni olustururlar ve uzun esnek kontraktil olmayan kuyruga sahiptirler (6rnegin; faj
A). Podiviridae, %14’nii olustururlar ve kisa konraktil olmayan kuyruga sahiptirler (faj
T7 bu grupta yer alir) (Garcia vd., 2010; Harper ve Enright, 2011; Salmond ve Fineran,
2015).

Pleomorfik fajlar, daha fazla karakterizasyona ihtiya¢ duyan ii¢ aileye boliinmiiglerdir ve
bilinen az sayida iiyeleri ile karakterize edilirler. Plasmaviridae (dASDNA), bir lipoprotein
zarfiyla kaplanan dsDNA'l1 fajlar1 igerir ve bu nedenle bir niikleoprotein graniil olarak
adlandirilabilir. Fusseloviridae ailesinin iyeleri, bir ucunda kisa sivri u¢lu limon
seklindeki bir kapsidin i¢inde dsDNA'ya sahiptir. Guttaviridae faj grubu, dsDNA’ya
sahiptir ve damlacik seklindeki viriis benzeri pargaciklarla temsil edilir. Sarmal veya
ipliksi yapiya sahip fajlardan Inoviridae (SSDNA) ailesi, uzun, sert veya degisken
uzunluktaki esnek filamentleri olan ve partikiil uzunlugu, kapsid yapis1 ve DNA igerigine
gore smiflandirilmis fajlart igerir. Lipothrixviridae (dsDNA) fajlari, bir lipoprotein zarfi
ve ¢ubuk benzeri seklin kombinasyonu ile karakterize edilirler. Rudiviridae (dsDNA)
ailesi, zarfsiz diiz sert cubuklar olan ve tiitiin mozaik viriisiine cok benzeyen fajlar1 temsil
eder (Ackermann 2003; 2007). Polihedral faj grubu, ikozahedral sekilli kapsidlere
sahiptir. Polihedral DNA fajlari; Microviridae, Corticoviridae ve Tectiviridae’dir.
Polihedral RNA faji ise Leviviridae’dir. Bunlardan Tectiviridae, lipid zarflara sahiptir ve
Corticoviridae kapsidi lipit pargalari icerir. Leviviridae ailesinden fajlar, kiigiik
kapsidlerde paketlenmis ssRNA genomuna sahiptir ve enteroviriislere benzerler

(Ackermann, 2007).

2.6 Bakteriyofajlarin Morfolojik Ozellikleri

Bakteriyojaflar, bakterileri enfekte eden zorunlu intraseliiler parazitlerdir ve metabolik
aktiviteye sahip degillerdir. Genetik ve yapisal olarak basit ve kisa (20-60 dk) bir hayat
dongiisiine sahiptirler. Cok yliksek diizeyde konakgi-spesifik olup sadece spesifik tiirleri
veya hatta suslar1 enfekte etmektedirler. Viriilant fajlar, bakteriyel kontaminasyonun
indikatorii olarak ve spesifik bakteri tiirlerinin veya suglarmin tanimlanmasinda
(tiplendirilmesinde) kullanilabilecekleri gibi konakgr1 hiicreyi lize ettiklerinden bakteriyel
popiilasyonlarin kontroliinde de kullanilabilmektedirler (Cooper, 2016; Harper ve
Enright, 2011; McLaughlin vd., 2006).
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Cizelge 2.2. Ackermann siniflandirmasi (Ackermann, 2007)

Sekil Niikleik asit |  Viriis grubu Ozellikler Ornek
Kuyruklu | DNA, 2, L Myoviridae Kontraktil kuyruk T4
Siphoviridae Kontrakril  olmayan | A
uzun kuyruk
Podoviridae Kisa kuuyruk T7
Polyhedral | DNA, 1,C Microviridae Belirgin kapsomerler | ®X174
2,C,S Corticoviridae | Kopleks lipit kapsit PM2
2,L Tectiviridae Sahte kuyruk, igsel | PRD1
lipit kese
2,L SHI, grup* Icsel lipit kese SH1
2,C STV1 grup* Turet seklinde ¢ikint1 | STIV
RNA, 1L Leviviridae Plioviriis benzeri MS2
2,L, seg Cystoviridae Lipit zarf D6
Filementoz | DNA, 1,C Inoviridae a. Uzun kuyruklu | fd
b. Kisa ¢ubuklar | MVL1
2, L Lipotrixviridae | Lipit zarf TTV1
2,L Rudiviridae TMV, benzeri SIRV-1
Pleomorfik | DNA, 2, C, S | Plasmaviridae Kapsitsiz, Lipit zarf L2
2,C,S Fuselloviridae Limon benzeri SSv1
2,L,S, Salterprovirus Limon benzeri His 1
2,C,S Guttaviridae Damlacik seklinde SNDV
2,L Ampullaviridae* | Sise seklinde ABV
2,C Bicaudaviridae* | Iki kiyruklu ATV
2, L Globuloviridae* | Paramyxovirus PSV

benzeri
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Elektron mikroskobunun kesfi ile viriislerin morfolojisini incelemek miimkiin hale
gelmistir. ik calismalar, viriislerin boyutlarina ve sekillerine gore ayirt edilebilecegini
hemen ortaya ¢ikarmustir. Viriisler, dairesel veya oval bir sekle ve esnek veya sert olabilen
uzun kalin veya ince ¢ubuk goriiniimiine sahip olabilir. Bazi viriislerin kendine 6zgii
kafalart ve kuyruklari vardir. En kiiciik viriisler, yaklasik 20 nm capindayken en
biiytikleri, 500 nm civarindadir (Kurtboke, 2012). Tam enfektif viriis partikilii, virion
olarak bilinir. Tim virtisler katt geometrik ¢izgiler {izerine insa edilmistir ve simetri

kurallarina uyarlar (Bradley, 1967).

Viriisler oldukga basit yapidadirlar. Bir niikleik asit genomundan (DNA veya RNA) ve
niikleik asidi ¢evreleyen kapsit adi verilen bir protein kabugundan olusurlar. Bazilari,
konakg1 hiicrenin zarindan tiiretilen bir ¢ift lipit tabakadan olusan bir zarfa sahiptir. Bu
yapilar, UV 15181 veya niikleazlar (konak¢ida bulunan enzimler ve niikleik asidi bozan

ortam) gibi ¢evresel etkenlere karsi niikleik asidin korumasini saglarlar (Erles, 2011).

Bakteriyofajlarin temel yapisal 6zellikleri, bir kapsidin i¢ine gizlenmis genomu koruyan
katlar (veya kapsidler) ve genom salimi i¢in bir bakteri membrani ile ara yiiz saglayan ek
yapilardir (Sekil 2.2). Farkli faj tiirleri, hem boyut (24-400 nm arasinda) hem de genom
uzunlugu bakimindan farklilik gosterebilir. Ayrica, DNA dizileri 6nemli dl¢tide farklilik
gosterir ve uzunluklar1 18-400 kb arasinda degisebilir. Niikleik asit, uzun ipliksi bir
molekiil bigimindedir ve ¢ift veya tek sarmal seklinde olabilir (Bradley, 1967; Orlova,
2012).

Her virion, genomu orten polihedral, agirlikli olarak ikosahedral, basa (kapsid) sahiptir.
Bagslar, bir veya birka¢ farkli proteinin birgok kopyasindan olusur ve ¢ok kararli bir
organizasyona sahiptir. RNA, az sayida diisiik molekiiler agirlikli proteini kodlamak i¢in
yetersiz oldugundan bir kapsid olusturmanin tek yolunun ayni tiir molekiilii tekrar tekrar
kullanmak oldugu, bunun da kapsomer adi verilen alt birimlerin simetrik olarak
diizenlenerek gerceklestirilebilecegi belirtilmistir (Bradley, 1967; Orlova, 2012). Bir
bakteriyofaj kuyrugu, fajin bu iki 6nemli bileseni arasinda bir adaptér gorevi goren bir
baglayict (konektor) araciligiyla kapside baglanir. Baglayici, birkag proteinden olusan
bir heterooligomerdir. Baglayicilar, faj yasam dongiisii boyunca ¢esitli iglevleri yerine
getirirler. dsDNA'nin kapside paketlenmesine katilirlar ve daha sonra; fajin kapsid

cikisiin kilitlenmesi, yiiksek basing altinda DNA sizintisinin 6nlenmesi, kuyruktan fajin
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bakteriye baglandigini belirten bir sinyalin iletilmesinin ardindan baglayicinin agilarak
DNA'nin bakteri igerisine salinmasina izin vermek gibi islevleri yerine getirirler (Plisson
vd., 2007; Orlova, 2012).

Bakteriyofaj kuyruklari, konakg¢i hiicre ylizeyini tanimak ve viral genomu bakteriyel
sitoplazmaya iletmek icin tasarlanmis nanomolekiiler makinelerdir. Kuyruk, konektor
aracilifiyla kapside (veya basa) baglanir. Konektoér halkast DNA'nin niikleokapsidden
¢ikisini 6nlemek i¢in yapiy1 kapatir (Plisson vd., 2007). Kuyruk hem bir sinyal ileticisi
hem de enfeksiyon sirasinda DNA'nin konake¢1 hiicreye iletildigi bir boru hatti gérevi
goriir. Kuyruklar birinci olarak kisa veya uzun, ikinci olarak kasilabilen ve biiziilmeyen
kuyruklar olarak ikiye ayrilirlar. Uzun kuyruklar, tipik olarak helikal simetri ile
diizenlenmis birkag¢ proteinin bir¢ok kopyasindan olusur. Tiim kuyruk tiirleri, kuyrugun
uzak ucuna tutturulmus dis uzantilara sahiptir ve genellikle birkag lif ve bir ug igceren bir
kuyruk plagi (taban plakasi) veya bakterinin zar reseptdrlerine 6zgii bir igne igerir.
Reseptor, bakteriye cok sayida kisa siireli tersinir baglanma sirasinda meydana gelen
kuyruk ignesi tarafindan bulundugunda kuyruk plag: ve kuyruk lifleri, fajin bakteriyel dig
zara baglanmasinda rol oynar ve baglanma geri dondiirilemez hale gelir. Fajin
kenetlenmesi (geri doniisii olmayan baglanma), faj baglayicisinin (konektor) agilmasina

ve genomun kuyruk tliplinden bakteri hiicresine salinmasina neden olur (Orlova, 2012).

Bas

110 nm ds lineer DNA

Boyun
Yaka

110 nm

Taban plakasi ve igne

Sekil 2.2. Bakteriyofajin yapis1 (Titer, 2016)
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2.7 Bakteriyofajlarin Yasam Dongiileri

Viriisler yar1 canli varliklar ya da cansiz bir yapiya sahip bulasici ajanlar olarak
tanimlanmiglardir. Viriisler, hiicre ve niikletk membranlar gibi yar1 gegirgen
siirlara, ribozomlar ve mitokondri gibi biiyiik 61¢ekli organellere ve biyokimyasal olarak
aktif bir metabolizmaya sahip degildirler. Bu nedenle viriisler, canli bir hiicrenin

yoklugunda gelisemez ve ¢ogalamazlar (de Farias vd., 2019).

Viriisler ¢ok basit bir yapiya sahiptirler. Sadece niikleik asitlerinin replikasyonu ve
tiremeleri i¢in gerekli olan proteinlerin sentezi sirasinda ihtiya¢ duyulan genetik bilgiyi
tasirlar. Viriislerin hayatta kalmasi tamamen konakgilarinin varliginin devam etmesine
baglidir ¢iinkii enfeksiyondan sonra viral genom, tiim aktif konake¢r metabolizmasini
kendi hiicre bilesenlerini sentezlemek icin degistirir. Canli konakg1 hiicreler olmadan
viriisler kendi soylarini devam ettiremezler. Viral niikleik asit hiicreden sorumluyken,

viriis canli bir varlik gibi davranir (Kurtboke, 2012; de Farias, 2019).

Bakteriyofajlar, diger viriisler gibi zorunlu hiicre i¢i parazitler olduklarindan bakteri
hiicresine basarili bir sekilde niifuz etmeleri, yasam dongiilerinin devami icin gerekli bir
kosuldur (Rakhuba vd., 2010). Yasam tarzlarina bagl olarak fajlar, viriilan fajlar (litik)
ve 1liman fajlar (lizogenik) olmak iizere iki gruba ayrilabilirler. Litik ve lizojenik
dongiiler sirasinda faj gen ekspresyonunda diger virlisler gibi konak¢ir RNA polimerazi
kullanirlar. Konak¢t RNA’nin, polimeraz lambda genomunu kopyalamasi sonucu iKi
protein tretilir. Bunlar, CRO (baskilayici ve diger asamalarin kontrolii ig¢in) ve N
proteinidir (Brigham vd., 2003; Strauch vd., 2007). Viriis, konak¢i bakterinin
enfeksiyonundan hemen sonra litik veya lizogenik yollardan birini benimser. Fajin litik
ya da lizojenik dongiiye girme karari, esasen CI ve CRO proteinleri arasindaki bir
rekabettir. CI litik dongiiyli destekleyen CRO ile rekabet igindedir. Bu rekabetin amaci,
proteinlerin OR operatorii adi verilen bir DNA uzantisina baglanabilmeleridir. Bu DNA
uzantisi, proteinlerin isgal edebilecegi li¢ bolgeye sahiptir. Hangi bolgelerin hangi protein
tarafindan isgal edildigine bagl olarak, CI veya CRO proteinlerinin iiretimi tesvik edilir.
Her ikisi de ayn1 operator bolgesine baglanabilir. Bolgenin {i¢ baglanma noktas1 vardir.
CRO ve Cl, bu bélgeleri ters sirada isgal eder. Once, operatoriin tercih ettigi bolgeleri
isgal edebilen protein daha fazla sentezlenmeyi uyararak diger proteinin sentezini bloke

eder. Daha fazla CI iiretilirse lizogenik dongii devam eder. CRO sentezi fazla iiretilirse
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viral birlesme siireci, yani litik dongii baglar. Litik dongii, ¢evresel stres faktorlerine
maruz kalma dahil olmak {izere konak¢i bakteriye zarar veren olaylar tarafindan da
tetiklenebilir (radyasyon, UV 1s18a maruz kalma vb.). Litik yol izlenirse, viral genlerin
geri kalanlariin transkripsiyonu gergeklesir ve viriis partikiillerinin birlesmesi meydana
gelir. N proteini, bu siiregte islev goriir ve transkripsiyonun sona ermemesini saglar
(Brigham vd., 2003).

Lizojeni, lizojenik durumdaki bir dizi operatore baglanan ve kendi genleri digindaki tiim
genlerin ifadesini baskilayan CI proteini tarafindan yonetilir. Protein, baskilayici bir
proteindir ve islevi, operator dizilerine baglanmak ve transkripsiyonu onlemektir. CI
ekspresyonu, faj genomunun konak¢i genomuna entegre olmasini indiiklemektedir.
Entegre edildiginde, lizojenik durumu korumak i¢in sadece CI proteini iiretilir (Brigham

vd., 2003; Kutter ve Sulakvelidze, 2005).
2.7.1 Litik dongii

Bakteriyofajlar, bakteriyel hiicreyi ¢esitli sekillerde enfekte edebilirler. Litik
enfeksiyonda viriilant fajlar, kendilerine duyarli bakteriye absorbe olduktan sonra genetik
materyallerini hiicre i¢ine enjekte ederler ve faj genomu, konak¢r genomunu kontrol
altina alip hiicrenin tiim olanaklarini kullanarak kendi replikasyonunu gerceklestirir. Belli
bir silire sonra yiiksek sayiya ulasan olgun fajlar, bakteri hiicre duvarimi parcalayarak
ortama yayilirlar. Ortamda konakg1 bakteri oldugu siirece bu islem tekrarlanir. Konake1
bakterinin lize olmasi ve olgun fajlarin ortama yayilmasi ile son bulan bu dongi, litik
dongii olarak adlandirilir (Chibeu, 2013; Harper ve Enright, 2011; Tunail, 2009). Litik
dongii asagidaki adimlardan olusur (Strauch vd., 2007:

1. Belirli bir reseptore baglanarak fajin bakteri hiicre duvart iizerindeki
adsorpsiyonu,
. Faj genomunun bakteri hiicresine enjeksiyonu,

Faj genomunun replikasyonu,

2
3
4. Yeni kapsidlerin olusumunda rol oynayan faj proteinlerinin sentezi ve montaji,
5. Kopyalanmis faj genomunun kapsiillenmesi,

6

. Hiicre lizizi ve yeni faj partikiillerinin salinmasidir.
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2.7.1.1 Belirli bir reseptore baglanarak fajin bakteri hiicre duvan iizerindeki

adsorpsiyonu

Faj vironunun enfeksiyonu baslatmak i¢in once duyarli bir konake¢i hiicrenin yiizeyine
adsorbe olmas1 gerekir. Bu, faj kuyruk lifi ve ¢esitli diger uzantilar tarafindan konakgi hiicre
yiizeyindeki reseptorlerin taninmasiyla gergeklestirilir (Shao ve Wang, 2008). Konakgiya
reseptOr eklendikten sonra viriis, hiicreye girmenin bir yolunu bulmalidir. Hem zarfli hem
de zarfsiz viriisler, endositoz mekanizmasini kullanarak konak¢i1 hiicreye baglanmak ve
hiicreye girmek i¢in ylizeylerinde bulunan proteinleri kullanirlar. Endositik vezikiiller,
viral partikiilleri viral replikasyon kosullarinin optimal oldugu konakg¢i hiicrenin
periniikleer alanina tasirlar. Diger enfeksiyon yolu ise, yalnizca viral genomu dogrudan

konaker1 sitoplazmaya enjekte etmektir (Kurtboke, 2012).

Bakteriyofajin litik dongiisiiniin birinci asamasi, faj ve hiicre ylizeyindeki spesifik
baglanma alani arasindaki etkilesimi kapsar. Fajin bakteri hiicresi ile etkilesimindeki
Ozgiinliik, adsorpsiyonun 6zgiinliigii ile belirlenir. Bu da, reseptorlerin bakteriyel hiicre
yiizeyindeki yapisina ve yapisal ozelliklerine baglidir. Gram negatif bakterilerin fajlari,
lipopolisakkarit bilesenleri ile diger membran proteinleri ya da adhezinlerin kompleks
resoptorleri ile interaksiyona girebilir. Gram pozitif bakterilerin fajlari, bakterinin dis
¢eperini olusturan peptidoglukan tabakasina gdmiilii olan taykoik asit gibi bir veya birkag

molekiilii algilayabilir (Rakhuba vd., 2010).

Reseptoriin  molekiil yiizeyindeki yerlesimi, miktari, konsantrasyonu ve boyutsal
yonelimi, fajin adsorpsiyonu ve konakgiyr tanimasi igin krtik oneme sahiptir. iki
degerlikli katyonlar, (Ca*2, Mg*? gibi) fajin bakteride barinmasi veya faj enfeksiyonu igin
gerekli degildirler. Fakat fajin konakg1 hiicreye niifuz etmesi igin iki degerlikli katyonlar
gereklidir ve bakteriyel konagin fizyolojik durumu gibi dig faktorler, adsorpsiyon
prosesinde anahtar rol oynarlar. Reseptor olarak fajlar tarafindan kullanilan bazi yilizey
molekiillerinin kaybi, fajin rekabetci yeteneginin azalmast ve kaybolmasi ile

sonuglanabilir (Paranchych, 1966; Rakhuba vd., 2010).
Gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan reseptorler: Gram negatif

bakterilerin hiicre duvari, Gram pozitiflerden farklidir. Ayirt edici ilk fark, tasima

kanallarini olusturan porin proteinlerinin neden oldugu yiiksek gegirgenliktir. Ikinci fark
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ise dis membranda bulunan lipopolisakkarit tabakasidir. Bunun diginda, membranin
cesitli yerlerinde lokalize olan proteinler, bakteriyofaj reseptorleri olarak hizmet
edebilirler. Dis zar proteinleri, 5 smifa ayrilabilir (Rakhuba vd., 2010; Brigham vd.,
2003). Bunlar:

Peptidoglukan tabakasi ile etkilesime giren yapisal proteinler,
Membran kanallarini olusturan spesifik ve spesifik olmayan porinler,
Enzimler,

Yiiksek afiniteye sahip substrat reseptorleri,

o B~ W Do

Salgilamadan sorumlu proteinleri tagtyanlardir.

Bakteriyofajin protein-LPS kompleksi ile baglanmasi geri doniisiimlii olarak gergeklesir.
Bu kompleksin Mg*? ile ¢okelmesi, geri doniisii olmayan faj baglanmasima yol acar.
Proteinlere ek olarak LPS, bakteriyofaj adsorpsiyonu i¢in bir reseptdr gérevi goren Gram
negatif bakterilerdeki dis zarin baska bir bilesenidir. Iki tiir LPS vardur: piiriizsiiz (S) tipi
ve kaba (R) tipi. Bazi bakteriyofajlar, her iki LPS tipine de adsorbe olabilirler. S-tipi
LPS'ye 6zgii fajlar, farkli taksonomik gruplarin bakterilerindeki biiyiik O-antijen yapisi
degiskenligi ile belirlenen son derece dar bir konaker araligr 6zgiilliigii sergilerken, R-

tipini ve tersini taniyan bakteriyofajlar, daha genis bir konak¢i araligi gosterirler
(Rakhuba vd., 2010).

Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan reseptéorler: Gram-pozitif bakterilerin
hiicre duvari kalinligi, 20 ile 40 nm arasinda degismektedir. Hiicre duvarinin ana bileseni
olan peptidoglukan tabakasi dis ortama karsi koruyucu bir bariyer gorevi goriir ve
bakterilerin 25 atm'ye kadar olan ozmotik basing degisikliklerine dayanmasini saglar.
Peptidoglukan tabakasinin ana bileseni, N -asetil-glukozamin (NAG) ve N -asetil-
muramik asit (NAM) tir. Ayrica Gram-pozitif bakterilere 6zgii olan ve hiicre duvarinda
glikolipid bag yoluyla plazma zarina baglanabilen taykoik asit bulunmaktadir. Buradaki
O-asetil gruplarimin varligi, faj adsorpsiyonu igin gereklidir (Kim vd., 2015; Malanovic
ve Lohner, 2016). Pek cok bakteriyofaj, reseptor olarak bakteriyel pili, flagellayi,
kapsiilleri ve slime polisakkaritleri de kullanir. Flagella'ya adsorbe olan viriisler arasinda,
Enterobacteriacae ailesinin temsilcilerinin ¢ogunlukta oldugu belirtilmistir. Cogu bakteri,
kapsiil veya slime seklinde dis koruyucu katmanlara sahiptir. Bu tiir bir katman,

bakteriyofajin hiicre duvarinda lokalize olan reseptdre erisimini engelleyebilir. Gram
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negatif bakteri kapsiillerinde bulunan bakteriyofaj reseptorlerinden biri, Salmonella,
Citrobacter ve E. coli temsilcileri i¢in tipik olan Vi-antijenidir (Brigham vd., 2003;
Rakhuba vd., 2010).

2.7.1.2 Faj genomunun bakteri hiicresine enjeksiyonu

Niikleik asidin penetrasyonu, geri doniisii olmayan adsorpsiyon asamasindan sonra
gerceklesir. Penetrasyon evresini, faj kapsidi i¢inde bulunan faj niikleik asidinin
enjeksiyonu izler. Enfeksiyon sirasinda kapsidin konakei hiicrenin disinda kaldigi,
DNA'nin ise konak¢iya enjekte edildigi goriilmiistiir. Okaryotik viral enfeksiyon
sirasinda hem genom hem de kapsid birlikte konak¢iya aktarilirken, bakteriyofajlar
genomlarini yalnizca bakteriyel membran yoluyla enjekte ederek kapsidi disarida birakir.
Elektrokimyasal membran potansiyeli, ATP hidrolizi ve basing, genetik materyalin
bakteri hiicresine aktarilmasi igin gerekli olan enerjiyi saglamaktadir (Rakhuba vd., 2010;
Tunail, 2009; Molineux, 2001; Roos vd., 2007).

Penetrasyon, fajin kuyruk kismindaki protein kilifin kasilarak kuyruk tiipiiniin hiicre
duvarina girmesi olayidir. ATP'nin yardimiyla genetik materyalinin sokulmasi sonucu,
kuyrugunun kasilmasi gerceklesir. Kuyruk tiipiiniin membran ylizeyine kadar girdigi
distiniilmektedir. Bu asama, faj gruplarina gore degisiklik gostermektedir. Myoviridae,
kuyrugunun siringa benzeri hareketini kullanarak genetik materyalini bakteri hiicresine
yerlestirirken, kuyruk kismindan yoksun olan Podoviridae faju, kiigiik, dis benzeri kuyruk
liflerini kullanarak bakteri peptidoglukani enzimatik olarak pargaladiktan sonra genetik
materyalini ekler (Sharma vd., 2017; Tunail, 2009; Chibeu,2013). Faj genom
enjeksiyonu, iki asamada ger¢eklesmektedir. Genomun yaklasik yarisinin g¢ikarildigi
birinci asama basingla gerceklesirken, genomun tamamen igeri girdigi ikinci asama
proteinle tetiklenen bir enjeksiyon siirecidir. Enjeksiyon bittiginde agilan bolgeler bakteri

tarafindan onarilmaktadir (Roos vd., 2007; Tunail, 2009).

2.7.1.3 Faj genomunun replikasyonu

Farkli bakteriyofajlarin genom uzunluklarinda biiyiik farkliliklar vardir. Enjeksiyondan
sonra bakteriyel metabolik mekanizma, faj tarafindan kendi genetik materyalinin (DNA

veya RNA) birden fazla kopyasini olusturmak i¢in kullanilir. DNA viriisleri, kendilerini
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dogrudan mRNA (haberci RNA) molekiillerine kopyalar ve daha sonra konak hiicrenin
ribozomlarmi yonlendirmek icin harekete gecer. RNA viriisleri s6z konusu oldugunda ise
reverse transkriptaz enzim, viral RNA'y1 DNA'ya kopyalar ve daha sonra viral RNA'nin

transkripsiyonu i¢in DNA viriisiiniin yolunu izler (Roos vd., 2007).

2.7.1.4 Yeni kapsidlerin olusumunda rol oynayan faj proteinlerinin sentezi ve

montaji

Ik asamada giiglii faj promotorleri, konakg1 bakteri RNA polimeraz tarafindan taninir ve
erken asama proteinler sentezlenir. Bu genler, konak¢i bakteri proteazini kisitlar,
restriksiyon enzimlerini bloke eder ve ¢esitli makro molekiillerin sentezini sonlandirir.
Bu enzimler arasinda endoniikleazlar ve RNA polimeraz’in modifikasyonunda yer alan
faktorler vardir. RNA polimeraz, faj genlerinin transkripsiyonunu bakterininkine tercih
eder. Ardindan, yeni faj DNA’sin1 sentezleyen iirlinler ve faj partikiillerinin bilesenini
kodlayan geg proteinlerin sentezi yapilir. Burada, ii¢ ¢esit ge¢ proteinin es zamanli olarak
sentezi gerceklesir. Geg proteinler; vironu bir araya getirmek i¢in gerekli olan proteinler
(1), bas, kuyruk ve kuyruk lif proteinleri (2) ve hiicre lizizinden sorumlu proteinleri (3)
icerir. Geg sentez basladiginda, bagliklar ve kuyruklar ayri yollarda bir araya gelir.
Baslangicta bos olan bas, faj tipine bagli olarak DNA ile dolar ve paketleme, genellikle
belirli diziler tanindiginda ya da kafa dolu oldugunda sona erer. Daha sonra, bulasici
vironlar olusturmak i¢in kuyruklar birlesir. Taban plakalar1 ve kuyruk sivri uglari, 6nce
ayr1 bir kuyruga monte edilmek yerine dogrudan basin altina tutunurken, DNA'nin hiicre
duvarindan bakteri hiicresine ge¢mesine yardimci olan diger proteinler, basin igine
yerlestirilirler (Kutter ve Sulakvelidze, 2005). Bunlar, hiicre duvarimi pargalayan
endolizin enzimi ile birlikte holin proteinidir. Sitoplazmik membranda goézenekler

olusturmak i¢in uygun bir seviyeye ulasana kadar hiicre i¢inde birikirler (Hendrix, 2002).

2.7.1.5 Kopyalanmis faj genomunun paketlenmesi

Faj elemanlar1 ayn1 anda hazir hale geldiklerinde ilk olarak faj DNA’sinin kapsitte
paketlenmesi gerceklesir. DNA, prokapsidler adi verilen 6nceden birlestirilmis
ikosahedral protein kiliflara paketlenir. Cogu fajda, bunlarin birlesmesi spesifik yap1
iskeleti proteinleri ile ana yapisal proteinler arasindaki karmasik etkilesimleri, ardindan

hem yap1 iskeletinin hem de ana kafa proteinlerinin N-terminallerinin proteolitik
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boliinmesini igerir. Paketleme sirasinda veya dncesinde kafa genisler ve DNA’nin artan
ic hacmi ile birlikte daha stabil hale gelir. DNA'nin paketlendigi konsantrasyonlar
nispeten sabittir (~500 ng/mL civarindadir) (Roos vd., 2007; Kutter ve Sulakvelidze,
2005; Tunail, 2009).

Viral birlesmenin en sira dis1 yonlerinden biri, ¢ok uzun olan DNA molekiiliiniin son
derece stabil yerlestigi halde, enfeksiyon siireci basladiginda DNA'nin hizlica ve
karismadan ¢ikmasina izin veren bir sekilde prokapsid igine paketlenmesidir (Kutter ve
Sulakvelidze, 2005).

2.7.1.6 Hiicre lizizi ve yeni faj partikiillerinin salinmasi

Montaj asamasindan sonra birinci asamada olgun fajlar, hiicreyi parcalayarak disari
salmirlar. Konak¢1 bakterilerin pargalanma zamanlamasi, iki bilesenli bir lizin-holin
sistemi kullanilarak siki bir sekilde kontrol edilir. Lizin, peptidoglikandaki baglanma
bolgelerini parcalayan bir enzimdir. Holin ise peptidoglikanin lizine zamaninda
ulagmasina izin vermek i¢in i¢ zardaki gézenekleri olusturan bir proteindir (Chibeu, 2013;
Tunail, 2009). Bakteriyofaj lizinleri, bakteriyel peptidoglikani spesifik olarak hedefleyen
ve viral progeninin hiicreden ¢ikisin1 kolaylastiran, enfeksiyon siirecinde {iretilen
enzimlerdir. Neredeyse tiim dsDNA fajlari, seker baglarin1 hedefleyen lizozimler, peptit
baglarin1 hedefleyen endopeptidazlar veya amid baglari {izerinde etkili amidazlar olan,
bakteriyel peptidoglikana saldiran enzimler gelistirmistir. Genel olarak muralitik
enzimler veya endolizinler olarak adlandirilan bu litik enzimler, sitoplazma iginde
tiretilirler ve substratlarina ulagmak igin sitoplazmik zar1 gegmelerini saglayacak bagka
bir enzime ihtiya¢ duyarlar. Bu enzim, zar1 bozan ve lizinin peptidoglikani indirgemesine
izin veren bir holindir. Bu sekilde holin, hiicre lizizinin zamanlamasini ve yeni fajlarin

saliimi kontrol eder (Hanlon, 2007).

Hiicre duvarinin desteginden yoksun kalan hiicre, sitoplazma ve cevreleyen ortam
arasindaki ozmotik basing farki nedeniyle patlar ve yeni fajlarin enfekte olacak yeni bir
hiicre bulmak igin etrafa salinmasina izin verir (Hendrix, 2002). Enfeksiyonun ilk
asamasinda, patlama sonrasi 50-200 yeni faj etrafa yayilabilir. Bu durum, hiicrenin
neredeyse tiim kaynaklarini gerektirdigi i¢in hiicrenin zayiflamasina ve patlamasina

neden olur. Bagka bir deyisle, liziz ile konakg¢1 bakteri hiicresinin 6liimii gerceklesir
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(Ngene vd., 2020). Holin-endolizin sistemi, karmasik fajlar arasinda goriiniiste evrensel
olmasina karsin, tek sarmalli dairesel DNA fajlar1 (Microviridae) ve tek sarmalli RNA
fajlar1 gibi daha basit litik fajlar tarafindan kullanilmaz. Bu virtisler igin liziz, fajla
kodlanmis bir muralitik aktiviteye sahip olmayan tek bir gen tarafindan gergeklestirilir

(Wang, 2006).

2.7.2 Lizojenik dongii

Lizojenin dogasi, 1915'te Felix D’Hérelle tarafindan bakteriyofajlarin kesfinin ardindan
yillarca ¢oziilmeden kalmistir. Viriisiin bakteri kiiltiirlerinde aniden ortaya ¢ikmasinin ilk
basta viral kontaminasyon sonucu oldugu diisiiniilmekteydi. Ancak, lizojeninin gergek bir
olgu olarak kabulii neredeyse 40 yil sonra gergeklesmistir. Lizojenide yeni viriis
pargaciklar1 yapilmaz. Bunun yerine virlis, genetik materyalini iliretmeye devam

etmektedir (Brigham vd., 2003).

Lizojenik (temperate) dongiide bakteriyofajlar, bakteri hiicresine tutunur ve kendi
genomunu bakteri hiicresi icine enjekte eder. Faj genomu, konakgi bakterinin
kromozomuna entegre olur ve konak¢1 hiicre DNA’sinin bir parcgasi haline gelerek bakteri
DNA’s1 ile birlikte ¢ogalir. Fajin konakg1 genomuna katilmis oldugu bu forma, profaj
denir. Bu hayat devri, lizojenik hayat dongiisii olarak adlandirilir. Profaj DNA, konakg1
hiicre genomuna kopyalandigindan yavru hiicreler, viral DNA'y1 miras alir. Lizojenik
konakg1 bakteri, olumsuz ¢evresel kosullar altinda litik dongiiye girene kadar bir¢ok nesil
boyunca profaji tasiyabilir. Bir lizojenik hiicre, mutajenik ajanlarla 6rnegin ultraviyole
1s18a, mitomisin C ile yiiksek sicaklik veya strese maruz birakildiklarinda indiiklenerek
lizojenik dongiiden litik dongiiye gecis yapabilir. Bu siirecte profaj, hem kendi genlerinin
transkripsiyonunu bloke eden baskilayici proteinin hem de yakindan iliskili
bakteriyofajlarin sentezini yonetir. Profaj, litik dongiiyii baglatir. Bunun sonunda yeni

olusan fajlar, par¢calanmis konakg1 hiicreden salinirlar (Strauch vd., 2007; Hanlon, 2007).

Litik ve lizojenik enfeksiyon disinda filamentoz bakteriyofajlar, konake¢i hiicrede
tahribata neden olmadan hiicre duvarindan ekstriizyon yoluyla kagabilirler ve bu siirecte
viral partikiillerin salinmas1 devam eder (Chibeu, 2013; Harper ve Enright, 2011; Hanlon,
2007). Lizojenik hayat devri siiren 1liml1 fajlar, konak¢1 genomuna entegre olduklarindan

konakg¢ida bazi durumlarda fenotipik degisimlere ve hatta profaj viriilant gen tasiyorsa,
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bakteri patojenitesi veya viriilanshiginin artmasina bile neden olabilmektedirler (Kutter ve
Sulakvelidze, 2005). Bu islem sirasinda profaj DNA’sina bitisik bakteri genleri, enfektif
faj DNA’sina dahil edilebilir ve devaminda, bir sonraki konak hiicreye aktarilabilirler.
Bu siireg, transdiiksiyon olarak bilinir ve genlerin bir bakteri hiicresinden digerine yatay
transferinden sorumludur. Lizojeninin konakg¢1 bakteri ig¢in de faydasi vardir. Viriilans
genlerin 6rnekleri arasinda, konakgiya baglanma, istila ve hayatta kalma i¢in olanlarin
yan1 sira toksin kodlayan bir gen igeriyorsa toksine sahip olmak, replikasyon
stratejilerinin bir pargasi olarak enfeksiyon olusturan bakteriler i¢in avantajli olabilir.
Transdiiksiyonla elde edildigi bilinen Onemli toksin genleri arasinda Clostridium
botulinum noérotoksini, Corynebacterium diphtheriae'nin difteri toksini, Escherichia coli
0157'de bulunan Shiga toksinleri ve Vibrio cholerae'deki kolera toksini bulunmaktadir.
Bu nedenle 1liman fajlar, faj terapisi i¢in ¢ok uygun degildirler. Litik fajlar, bakteriyi lize
ettiklerinden ve genellikle daha genis konake¢i spesifikligine sahip olduklarindan
patojenlere ve bozulma etmeni bakterilere kars1 biyokoruyucu amaciyla kullanima daha

uygundurlar (Maura ve Debarbieux, 2011; Hanlon, 2007).

Lizojeni siireci, en yogun olarak lambda olarak adlandirilan bir bakteriyofajda
incelenmistir. Lambda bakteriyofajinda lizojen olusumu, ti¢ viral proteinin varligina
baglidir. Bunlar CI, CII ve CIII olarak adlandirilir. Ilk olarak CI proteini, viral DNA'nin
konakg1 bakteriye girisini takiben, viral DNA'da bulunan protein i¢in bilgileri yorumlayan
konak¢1 molekiiller kullanilarak iiretilir. Bu noktada viral DNA, konak¢i genomuna
entegre degildir ancak serbest bir daire olarak bulunur (Hanlon, 2007; Brigham vd.,
2003). CI, yeni viriis partikiillerini bir araya getiren gesitli viral proteinleri tiretmek i¢in
kullanilacak olan viral genom tizerindeki dizileri isgal etmeye ¢alisan s6zde baskilayici
bir proteindir. CI bu bolgeleri isgal ederek viral proteinlerin tiretilmesini engeller. Hemen
hemen ayni zamanda viral DNA, konak¢i DNA'ya entegre olur ve CII ile ClI proteinleri
uretilir. Bu son proteinler, viral bilesenlerin sentezini bloke etme goérevinde Cl'ye
yardimci olurlar. Yani bu proteinler, lizojenik durumun devam etmesini saglarlar. CII
proteini, konak¢inin transkripsiyon mekanizmasi tarafindan CI iiretimini daha verimli
hale getirme islevi goriir. CII’nin kararlilig1, hiicrenin enerji seviyesini dlgen faktorler
tarafindan belirlenir. Yeterli enerjiye sahip hiicre, ¢ok az cAMP’e sahiptir. Hiicre enerji
achigr cektiginde (hiicre igi glikoz seviyesi diisiik) ise CAMP konsatrasyonu yiiksektir.
Yiiksek diizey cAMP, CII stabilizasyonunu ve dolayis: ile lizogeniyi destekler. CIII
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proteini, CII proteininin konak¢1 enzimler tarafindan par¢alanmasini1 6nlemeye yardimci

olur (Brigham vd., 2003; Kutter ve Sulakvelidze, 2005).

Lizojen olusturulduktan sonra devam eden CI proteini iiretimi, viral DNA'nin entegre
durumunu korur. CI proteini, kendi transkripsiyonunu siirdiiriir. CI'in belirli bir DNA
pargasina baglanmasi, Cl proteinini iiretmek i¢in genin taninmasini ve kullanilmasini
saglar. Bu, pozitif kontrol olarak bilinir. Ayn1 zamanda protein, bagka bir proteinin (CRO)
negatif kontrolii olarak kullanilir. Negatif kontrolde CI'in DNA'min bir bdlgesine
baglanmasi, CRO genini tanimasint ve CRO proteininin tiretimini onler (Brigham vd.,

2003).

2.8 Bakteriyofaj Diren¢ Sistemleri

Bakteriler, siirekli olarak maruz kaldiklar faj saldirilarina karsi hayatta kalabilmek icin
yasam dongiilerinin herhangi bir agsamasinda etkili olan mekanik olarak ¢esitli savunma
stratejileri gelistirmislerdir (Seed, 2015). Bakteriler, faj adsorpsiyonunun dnlenmesi (faj
reseptorlerinin bloke edilmesi, hiicre dig1 matris iiretimi, rekabet¢i inhibitorlerin tiretimi),
faj genomlarmin enjeksiyonunun engellenmesi, restriksiyon-modifikasyon sistemleri ve
abortif enfeksiyon sistemleri dahil olmak tizere gesitli mekanizmalar yoluyla fajlara karsi
diren¢ mekanizmalar1 gelistirebilirler (Labrie vd., 2010; Lu ve Koeris, 2011). In vitro
sartlardaki kiiltiirel ¢aligmalar, faj direncinin saatler hatta giinler arasinda gelisebildigini
gostermistir. Bakteriyofaj direng sistemlerinin olugmasindaki en 6nemli sorunlarindan
biri, faja direncli bakteriyel patojenlerle karsilagsma veya faja duyarsiz bakteri suslarinin
ortaya c¢ikmasi riskidir. Bu nedenle faj direnci, hem dogal hem de insan yapimi ¢esitli
ekolojik ortamlarda ¢ok onemli bir hayatta kalma fenotipidir. Faj karisimlar1 (kokteyl),
bu problemle basa ¢ikmak icin kullanilan geleneksel yontemlerinin baginda gelmektedir

(Lu ve Koeris, 2011).

2.8.1 Faj adsorpsiyonunun 6nlenmesi

Faj proteinleri ve bakteriyel hiicre ylizeyindeki reseptorler arasindaki spesifik etkilesimler
yoluyla  bakteriyel konake¢ilara  fajlarin  adsorpsiyonu, enfeksiyonun ilk
adimidir. Lipopolisakkaritler (LPS), kapsiiler polisakkaritler, flagella ve dis zar

proteinleri dahil olmak iizere cesitli reseptorlerin varligi tespit edilmistir. Bir savunma
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stratejisi olarak bakteriler, faj absorpsiyonunu 6énlemek igin bu hiicre yiizeyi
reseptorlerinin mutasyon yoluyla reseptor yapisini degistirebilirler, rekabet¢i inhibitorler
tiretebilirler veya reseptorleri ek bir fiziksel bariyerle gizleyebilirler. Bu adsorpsiyon-
bloke edici mekanizmalar, en az {i¢ kategoriye ayrilabilir: faj reseptorlerinin bloke
edilmesi, hiicre dist matris {retimi ve rekabetgi inhibitorlerin  liretimi.
Ormegin; Pseudomonas fluorescens SBW25, 300'den fazla bakteri nesli boyunca litik faj
phi2 ile birlikte gelismistir. Bu birlikteligin muhtemelen, bakteriyel reseptorlerin ve faj
reseptdor  baglayict  proteinlerin  siirekli  modifikasyonundan  kaynaklandigi

disiiniilmektedir (Le vd., 2014; Labrie vd., 2010; Seed, 2015).

Faj reseptorlerinin bloke edilmesi: Bakteriler, faj yayilmasini sinirlamak igin hiicre ylizey
reseptorlerinin yapisini veya iic boyutlu konformasyonunu degistirebilirler. Yiizey
reseptorlerinin ifadesi, rekabet eden fajlar tarafindan da degistirilebilir. Patogenez ve
biyofilm olusumunda 6nemli olan P. aeruginosa tip 1V pilusun (TFP) mevcudiyeti
lizogenik doniisiim ile modiile edilebilir (Labrie vd., 2010).

Hiicre disi matris iiretimi: Ekzopolisakkaritler hiicre disina salgilanan polisakkaritlerdir.
Bakterileri zorlu ¢evre kosullarmma karst koruyarak ve bazi durumlarda fajlar ve
reseptorleri arasinda fiziksel bir bariyer olusturarak fajin bakteriye erisimini Onlerler.
Bazi fajlar da bu hiicre dis1 polimerleri 6zel olarak tanimak ve hatta onlar1 par¢alamak
icin evrimlesmistir. Fajlar, bu yapilar1 ¢esitli enzim sistemleri ile parcalayabilirler.
Polisakkarit pargalayict enzimler iki gruba ayrilirlar: hidrolazlar (polisakkarazlar olarak
da bilinirler) ve liyazlar. Liyazlar, monosakkarit ile lironik asidin C4'ii arasindaki bagi
koparir ve tironik asidin C4 ve C5'1 arasinda bir ¢ift bag olusturur. Hidrolazlar, glikozidik
bagdaki glikozil-oksijen bagini koparir. Bu viral enzimler ya faj yapisina baglh (reseptor
baglama kompleksine bagli) ya da par¢alanmis bakteri hiicrelerinden serbest ¢oziiniir
enzimler olarak bulunabilmektedir (Orzechowska ve Mohammed, 2019; Labrie vd.,
2010).

Rekabetci inhibitorlerin iiretimi: Bakteri ortaminda dogal olarak bulunan molekiiller, faj

reseptoOrlerine spesifik olarak baglanarak bu reseptorleri fajlar i¢cin kullanilamaz hale

getirirler (Labrie vd., 2010).
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2.8.2 Faj DNA girisini 6nleme

Stiper enfeksiyon diglama sistemleri, faj DNA'sinin konakgi hiicrelere girigini engelleyen
ve boylece spesifik fajlara kars1 bagisiklik saglayan proteinlerdir. Bu proteinlerin, zara
sabitlendigi veya zar bilesenleriyle iliskili oldugu tahmin edilmektedir. Bu proteinleri
kodlayan genler, genellikle profajlarda bulunurlar. Bu da bir¢ok durumda Siiper
enfeksiyon diglama sistemlerinin faj-konak etkilesimlerinden ziyade faj-faj etkilesimleri
icin de onemli oldugunu diistindiirmektedir. Uygun bir ylizey reseptoriine baglandiktan
sonra siiper enfeksiyon dislama sistemleri, konake1 hiicrelerde faj DNA enjeksiyonunu
bloke etme islevi gorebilir. Siiper enfeksiyon diglama sistemleri tipik olarak faj kodludur
ve lizojenize edilmis bir konagi, genellikle yakin iligkili fajlarin enfeksiyonundan
korumak i¢in hareket eder. Sadece birkaci karakterize edilmis olmasina ragmen birgok

farkli siiper enfeksiyon diglama sistemi tantmlanmistir (Labrie vd., 2010; Seed, 2015).

2.8.3 Restriksiyon modifikasyon sistemleri

Cogu bakteri tiirii, restriksiyon-modifikasyon (R-M) sistemlerine sahiptir. Bu sistem iki
aktiviteden olusmaktadir. Bunlar; gelen yabanci genetik materyalinin kisitlanmasi ve
konakg1 genetik materyalinin kisitlamadan korunmasidir. R-M sisteminin temel islevinin
hiicreyi, virtisler de dahil olmak ftizere istilact DNA'ya karst korumak oldugu
diisiiniilmektedir (Seed, 2015). Hiicre DNA’smin metilasyon yoluyla modifikasyonu
DNA’y1 korumaktadir fakat faj DNA’sinda modifikasyon olmamasi, onu endoniikleazlar
tarafindan restriksiyona duyarli hale getirmektedir (Loenen vd., 2014). Metillenmemis
faj DNA’s1, R-M sistemini barindiran bir hiicreye girdiginde ya restriksiyon enzimi
tarafindan taninir ve hizla bozulur ya da daha diisiik bir ihtimalle restriksiyonu 6nlemek
i¢in bir bakteriyel metilaz tarafindan metillenir. Bu da, fajin litik dongiisiiniin baglamasina
yol acar. Restriksiyon enzimi genellikle metilazdan daha aktif oldugundan, konak¢iya
giren faj DNA's1 genellikle pargalanir. Ancak konak¢i DNA, her zaman metilaz aktivitesi
ile korunur. Bu R-M sistemleriyle basa ¢ikmak igin fajlar, birkag¢ anti-restriksiyon
stratejisi gelistirmislerdir. Bu stratejilerden biri, nokta mutasyonlarinin birikmesi yoluyla
genomlarinda endoniikleaz tanima bdlgelerinin olmamasidir. Restriksiyon Onleme
sisteminin belki de en ¢arpici 6rnegi, faj T4'te bulunmaktadir. Bu dldiiriicti fajin genomu,
konak¢t DNA'da bulunan sitozin yerine olagandisi bir baz olan hidroksimetilsitozini

(HMC) igerir. Bu modifikasyon, faj T4 DNA'sinin sitozin igeren spesifik dizileri taniyan
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R-M sistemlerine karsi geg¢irimsiz olmasina izin vermektedir (Stern ve Sorek; 2011,
Labrie vd., 2010).

2.8.4 Abortif enfeksiyon

Simdiye kadar agiklanan faj direnci stratejilerinin tiimii, viral tehlikelerle karsi karsiya
kalan bakteri hiicresinin hayatta kalmasiyla sonuglanmaktadir. Buna karsilik, abortif
enfeksiyon (Abi) sistemleri, hiicrenin 6liimiine (intihar) yol acar. Boylece, faj yayilmasin
smirlar (Samson vd., 2013; Stern ve Sorek; 2011). Abi sistemleri genellikle profajlar ve
plazmitler dahil olmak {izere mobil genetik elemanlar tarafindan kodlanirlar. Bu sistemler
mekanik olarak ¢esitlidirler ve yeni virlislerin liretimini azaltmak veya ortadan kaldirmak
icin faj gelisiminin herhangi bir asamasinda harekete gecebilirler (Seed, 2015). Tipik
olarak Abi sistemleri, replikasyon, transkripsiyon veya translasyon gibi onemli faj
cogaltma adimlarin1 hedeflerler. Siklikla Abi'ye, bir plazmit veya bir profaj iizerinde
kodlanan ve bilinen herhangi bir proteine ¢ok az veya hi¢ homoloji gdstermeyen tek bir
gen aracilik etmektedir. Bazi Abi genlerinin DNA replikasyonunda rol oynayan faj
genlerini hedefledigi belirtilmistir. Abi sistemleri {izerine ¢alismalar, 50 yildan fazla bir
siire once baslamistir. Giinlimiizde bile, kismen karmasik olduklar1 ve kismen de faj
biyolojisindeki bilgi bosluklarindan dolay1 eylem bigimleri hala tam olarak
anlagilamamistir (Labrie vd., 2010; Stern ve Sorek; 2011).

2.9 Bakteriyofajlarin Gida Endiistrisinde Biyokoruyucu Olarak Kullanilmasi

Modern teknolojideki ilerlemelere paralel olarak gelisen tiretim teknikleri, kalite kontrol,
hijyen, hayvan yetistiriciligi, bitkisel iiretim, tiiketici talepleri ve yasam tarzindaki
degisiklikler ve artan uluslararasi ticaretten dolayr gida giivenligi standartlari, siirekli
degismektedir (Rocourt vd., 2003). Gidalardaki mikroorganizmalarin gelismesini
onlemekteki en etkili yontemler; hijyenik tiretim, akilli iiretim hatti, iyi tasarlanmis alet-
ekipman ve bilingli dezenfektan kullanimidir (Maukonen vd., 2003). Gida kaynakl
patojenler, uygun olmayan kosullarda gergeklestirilen hasat, isleme, depolama,
paketleme ve dagitim islemleri sirasinda gida ile temas halinde olabilmektedir. UV 151k,
yiiksek basing uygulamalari, kuru 1s1, buhar gibi fiziksel uygulamalar ve kimyasal
koruyucular  ¢ig  iriinlerdeki  patojen  bakteri  sayisimin  azaltilmasinda

kullanilabilmektedirler. Ancak, fiziksel ve kimyasal metotlarin organoleptik 6zellikler
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tizerine olumsuz etkileri ve artan tiiketici bilinci, bu tiir yontemlerin kullanimini
sinirlamaktadir. Bu nedenlerden dolay1 glinlimiizde gida giivenligini saglayan, gidanin
duyusal 6zelliklerini olumsuz yonde etkilemeyen ve insan sagligi iizerine herhangi bir
olumsuz etkisi olmayan dogal koruyuculara, 6zellikle biyokoruyuculara olan talep
artmaktadir. Gidalarin raf dmriinii ve glivenligini arttirmak amaciyla bakteriyofajlarin,
laktik asit bakterilerinin veya bunlarin irettigi inhibitor maddelerin kullanilmasina

biyokoruma teknigi denilmektedir (Devlieghere vd., 2004; Garcia vd., 2008).

Son yillarda gida endiistrisinde biyokoruyucu olarak bakteriyofajlarin kullanimi, giderek
artmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi-USFDA, 2006 yilinda
Listeria’ya spesifik bakteriyofaj igeren Listsheld™ (eski adi LMP-102)’in tiiketime hazir
gidalarda, 2007 yilinda ise “Listex™ P100 (faj P100)’iin peynir ve et iiriinlerinde
kullanimina onay vermistir. E. coli O157:H7’ye karsi aktif olan ve i¢ farklh
bakteriyofajdan olusan EcoShield™ faj kokteylinin kirmiz1 ette kullanimina ve kesim
islemlerinden 6nce canli hayvanlara uygulanmasina da USFDA tarafindan izin verilmistir
(Cooper, 2016; Lacroix, 2010). Salmonella enterica’ya kars1 enfektif olan SalmFresh™,

gidalarda kullanimina izin verilen bir diger bakteriyofaj kokteylidir (Garcia vd., 2010).

Fajlar, gida giivenliginin saglanmasinda ve gidalarin raf Omiirlerinin uzatilmasinda
geleneksel yontemlere ¢ok uygun bir alternatif olma potansiyeline sahiptirler. Fajlarin
meyve-sebze, siit, kanatli eti ve kirmizi et frlinlerinde P. aeruginosa, Listeria
monocytogenes, Salmonella spp. ve Campylobacter jejuni gibi patojen bakterilerin ve
bozulma etmeni bazi1 bakterilerin gelismelerini basarili bir sekilde onledikleri bir¢ok
aragtirmaci tarafindan belirtilmistir (Greer, 2005; Hudson vd., 2005; Rees ve Dodd,
2006).

Fajlar, toksik degildirler. Fajlarin konakei hiicrelerini tanimalari ¢ok spesifik oldugundan
hedef bakteriler haricinde diger bakterilere ve hiicrelere kars1 etkili degildirler. Eldeki
mevcut tiim deliller, yiiksek konsantrasyonda oral yolla tiiketilmelerinde dahi insanlara
zararsiz olduklarii gostermektedir. Tibbi olarak fajlarin kullanimi1 sonucunda herhangi
bir yan etkiye neden olmadiklar: spesifik arastirmalarla ortaya konulmustur (Hagens ve
Loessner, 2010; Carlton vd., 2005). Goniillii insanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada, E.
coli’yi enfekte eden T4 kolifajinin 10° pob/mL diizeyinde igme suyuna ilave edilerek

kullanilmasi durumunda higbir yan etkinin olusmadigi gozlenmistir (Bruttin ve Briissow,
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2005). Fajlarin giivenli oldugunu kanitlayan diger bir delil ise dogada ve ozellikle
gidalarda, sindirim sistemimizde ve sularda yaygin olarak bulunmalar1 gosterilebilir

(Hagens ve Loessner, 2010).

Son zamanlarda antibiyotige direngli patojen bakterilerin sayisinin ¢ok hizli bir sekilde
artmasi, bakteriyofajlarin antibiyotiklere alternatif olarak kullanilabilirligini glindeme
getirmis ve faj terapisine olan ilgi artmistir (Harper ve Enright, 2011; Samal ve Nath,
2015).

Giivenli gida uygulamalarinda  fajlarin, asagidaki amaglar  dogrultusunda

kullanilabilecegi arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur (Garcia vd., 2008; 2010):

1. Biyosanitasyon ajani olarak karkaslar ile taze meyve-sebze gibi ¢ig iirlinlerin
dezenfekte edilmesinde,

Biyosanitasyon ajani olarak alet-ekipman yiizeylerinin dezenfeksiyonunda,
Bozulabilir gidalarin iiretiminde biyokoruyucu olarak,

Gida kaynakli patojen bakterilerin kontroliinde biyokorucu olarak,

o > DN

Hayvanlarda bakteriyal enfeksiyonlarin kontrolii ve onlenmesinde faj terapisi

olarak kullanilma potansiyeline sahiptirler.

Endiistriyel gida tiretimi siiresince gidadaki mikrobiyal kolonizasyonu azaltmak amaciyla
fajlar, dogrudan gida yiizeyine (6rnegin; etler, taze meyve-sebzeler) uygulanabildikleri
gibi gida i¢ine (Ornegin; islenmis gidalar, ¢ig siit) ilave edilerek de
kullanilabilmektedirler. Deneysel veriler, fajlarin aktif olarak biiyiiyen bakterilere ve
hatta etkinligini kaybetmis biiylimeyen bakterilere karsi bile ¢ok etkili olduklarin
gostermektedir (Snyder ve Champness, 2007).

Konake¢1 bakteriyi 1°C gibi diisiik sicakliklarda bile pargalamalari, buzdolabinda
muhafaza edilen gidalarda patojen ve bozulma etmeni bakterilerin (6zellikle
psikrofil/psikrotrof bakterilerin) gelisimini sinirlamalart ve oda sicakligina alinan
gidalarda bakteriyel iiremeyi kontrol etmeleri, fajlarin miikkemmel bir gida biyokoruyucu

ajan1 oldugunu gostermektedir (Greer, 1982; Greer, 1988; Bigwood vd., 2008).
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Gida endiistrisinde gida kaynakli patojen bakterilere karsi biyokoruma amaciyla

kullanilacak bakteriyofajlarin asagida belirtilen 6zelliklere sahip olmalar1 gerekmektedir

(Hagens ve Loessner, 2010).

o B~

7.
8.
9.

Inhibitdr spektrumu genis olmali, ayni tiir veya cins’te bulunan tiim bakteriler
tizerinde etkili olmali,

Litik (viriilant) olmali,

Patojen olmayan suslarin ¢ogalmasini saglamali,

Tam genom dizisi bilinmeli,

Viral olmayan DNA’y1 (6rnegin; bakteri DNA parcasi) transduksiyonla aktarma
mekanizmasindan yoksun olmali,

Alerjiye veya patojeniteye neden olan proteinleri kodlayan genlerden yoksun
olmali,

Agizdan alimla ilgili yapilan ¢alismalarda herhangi bir yan etki géstermemeli,
GRAS statiisiinde olmali,

Gida isleme asamalarina ve depolamaya dayanikli olmali,

10. Ticari boyutta iiretimi miimkiin olmalidir.

Yukarida da ifade edildigi lizere, P. aeruginosa dogada yaygin olarak bulunan bir bakteri

oldugundan s6z konusu bakteriyi enfekte eden bakteriyofajlarin da dogada yaygin olarak

bulunabilecegi kanisina varilabilir. Yurt disinda yapilan ¢aligmalarda bir¢ok arastirmaci,

kanalizasyon sulari, atik sular, havuzlar, nehirler, karkas ylizeyleri, biftekler, toprak ve

klinik ornekler gibi ¢ok degisik ortamlardan Pseudomonas fajlarini izole ettiklerini
belirtmislerdir (Lopez vd., 2015; Hu vd., 2016; Samal ve Nath, 2015; Kumari vd., 20094a;
Greer, 1982). P. aeruginosa’in tavuk karkaslarinin bozulmalarinda biiyiik bir rol oynadigi
bilinmektedir (Arnout-Rollier vd., 1999; Franzetti ve Scarpellini, 2007; Lopez vd., 2015).

2.10 Pseudomonas aeruginosa’min Bakteriyofajlar Aracihgi ile Kontrolii

Faj biyokontroliiniin bir¢cok avantaji vardir. Bu avantajlar; uygulama nispeten kolaydir,

nispeten diisiik maliyetlidir, daha biiylik ekolojik sistemleri rahatsiz etmez ve insanlar,

hayvanlar ve bitkiler i¢in glivenlidir (Kurtbdke, 2012). Faj biyokontroliiniin bagarisini

birkag faktor etkileyebilir. Bunlar;
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Hedef patojen popiilasyonunun bulundugu yer,
Uygulanan ekosistemlerde faj partikiillerinin kararliligi, bozulmasi ve difiizyonu,
Faj uygulamasinin zamanlamasi,

Faj konakgr1 aralig1 ve faja direngli konakei tiirevlerinin ortaya ¢ikisi,

o B~ W Dk

Hedef bakterilerin yogunlugu ve uygulanan fajlardir.

Etkili bir faj biyokontrolii i¢in en uygun kosullar, her patojen-konak¢i sistem igin

belirlenmelidir.

Pseudomonas bakteriyofajlarinin  gida sistemlerinde antimikrobiyal ajan olarak
kullanimina iligkin ¢ok fazla ¢aligmaya rastlanmamaistir. Yapilan bir calismada 13 farkli
Pseudomonas bakteriyofajindan olusan faj kokteyili, Pseudomonas spp.’leri ile inokiile
edilmis UHT siitlere uygulandiginda Pseudomonas sayisinda 2 log’luk, ¢ig siite
uygulandiginda ise toplam bakteri ve psikrotrofik bakteri sayisinda 1 log’luk azalmaya
neden oldugu belirtilmistir. Sonuglar, 13 fajin ¢ig siitte biyokoruyucu ajan olarak
uygulanma potansiyeline sahip oldugunu agiga ¢ikarmistir (Hu vd., 2016).

O’Flynn vd. (2004) tarafindan yapilan bir calismada, e11/2, e4/1 ve pp01 olmak iizere ii¢
litik fajdan olusan bir faj kokteylinin, deneysel olarak kontamine edilmis et yiizeyindeki
E. coli O157:H7'yi azaltma yetenekleri degerlendirilmistir. Fajlarin, test edilen dokuz
numunenin yedisinde bakterileri tamamen inhibe ettigi belirtilmistir. Tavuk karkaslari
lizerine yapilan bir baska calismada, yaklasik olarak 10* kob/cm? Campylobacter jejuni
ile inokiile edilen tavuk derisi parcalarina bakteriyofaj uygulanmis ve uygulama sonrasi,
yiizeyi kaplayan Campylobacter sayisinda yaklasik olarak %95 oraninda bir azalma
oldugu bildirilmistir. Kontamine tavuk yiizeylerindeki C. jejuni sayisin1 azaltmada
fajlarm verimliligini belirleyen baska bir calismada ise yiiksek konsantrasyonda (10’
pob/mL) uygulanan ¢2 fajinin donmus tavuk yiizeylerindeki C. jejuni sayisini azaltmada

daha etkili oldugu arastirmacilar tarafindan belirtilmistir (Chibeu, 2013).

P. aeruginosa, yiizeylerde biyofilm olusturabilme O6zelligine sahiptir. Yiizeylerde P.
aeruginosa biyofilm biiyliimesini engellemek ve enfeksiyonlarini tedavi etmek igin
bakteriler arasi algilama bozulmasi (quorum sensing disruption), enzimatik dagilma,
klorlama, yikama ve UV dezenfeksiyonu gibi birgok yontem uygulanmistir. Bununla

birlikte, biyofilmlere karsi tamamen etkili olabilecek bir strateji belirlenememistir. Yuan
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vd. (2019), P. aeruginosa'nin olusturdugu biyofilmleri kontrol etmek igin terapdtik
potansiyele sahip bakteriyofajlarin kullanilmasina dayanan c¢aligmalarinda, litik P.
aeruginosa bakteriyofaji olan vB PaeM LS1’1 izole ve karakterize etmislerdir. Litik
etkiye sahip vB PaeM LS1 bakteriyofajinin P. aeruginosa biyofilm olusumunun
biiyiimesinin inhibisyonu iizerinde yiiksek bir potansiyel etki gosterdigini ortaya

koymuslardir (Yuan vd., 2019).

Pseudomonas fajlarinin terapi amaciyla hayvanlara uygulandiginda, Pseodomonas
sayisini etkin bir sekilde azalttigi ve dolayisiyla Psedomonas enfeksiyonunu onledigi
yoniinde birgok calisma bulunmaktadir (Kumari vd., 2009b; Hawkinsa vd. 2010;
Khairnar vd., 2013). Bakteriyofajlar, faj terapisi olarak hayvanlardaki patojen
kolanizasyonunu azaltmak amaci ile kesimden hemen 6nce ya da hayvanlarin biiylimesi

sirasinda kullanilabilmektedirler. Bu amagla yapilan bir¢ok calisma bulunmaktadir

(Greer ve Dilts, 1990; Fiorentin vd., 2005; Penziner vd., 2021; Cafora vd., 2019).
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BOLUM III
MATERYAL VE METOT
3.1 Materyal

Pseudomonas aeruginosa izolasyonunda kullanilan selektif besiyerleri; Pseudomonas
agar base (PAB) (Merck, Almanya), Pseudomonas CFC Supplementi (LabM X108),
Pseudomonas Agar F (King B) (Liofilchem), Pseudomonas Agar P (King A) (BD) dir.
Izole edilen Pseudomonas aeruginosa suslarmin gelistirilmesinde Nutrient Broth E
(NBE) (LabM, Almanya) ve Nutrient Agar (NA), baktariyofaj tiretiminde Luria Bertani
(LB) s1v1 besiyeri (LabM, Almanya) ve Luria Bertani agar (LBA) kullanilmigtir.

3.2 Metot
3.2.1 Pseudomonas aeruginosa izolasyonu i¢in gida érneklerinin toplanmasi

Calismamizin bakteri tarama asamasi, Mart 2017- Haziran 2019 tarihleri arasinda
Glimiishane, Erzincan, Nigde ve Nevsehir ilerinde yapilmistir. Bu illerdeki ¢esitli market,
kasap ve kesimhanelerden toplanan 89 adet tavuk (tavuk gogsii, tavuk karkasi, tavuk
kanadi, kusbasi) ve kirmizi et (kiyma ve kusbasi), pazarlardan toplanan 20 farkli peynir
ornegi ve kdylerden toplanan 35 farkl ¢ig siit 6rnegi ile birlikte toplamda 144 gida 6rnegi
materyal olarak kullanilmistir. Ornekler, tat-koku degisime neden olmayacak ve
mikrobiyal yiikleri etkilenmeyecek sekilde steril soguk kaplarda (4°C) Nigde Omer
Halisdemir Universitesi Gida Mikrobiyoloji Laboratuvari’na getirilmistir. P. aeruginosa
izolasyonu, TS EN ISO 13720 Et ve Et Uriinlerinde Muhtemel Pseudomonas spp.
sayimin’da belirtilen esaslara gore yapilmistir (Url-1, 2011).

3.2.2 Gida orneklerinden Pseudomonas aeruginosa izolasyonu ve saflastirilmasi

izolasyon islemi: Tavuk karkaslarinin gogiis, bacak ve boyun yiizeylerinden, kiymanin
ve etin cesitli bolgelerinden aseptik kosullarda ve peynir Orneklerinin rastgele
bolgelerinden 25 g 6rnek alinip steril stomacher posetine konulmus ve {izerine 225 mL
fosfat tamponu ilave edilmistir. Ornekler, stomacherde 2 dakika homojenize edildikten

sonra 10*’e kadar seri diliisyonlar hazirlanmis ve cephalothin-sodium fusidate-cetrimide
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(CFC) ilave edilmis Pseudomonas Selektif Agar Base (PSAB-CFC)’e ekim yapilmistir.
Siitlerden alinan 6rnekler ise homojenize edilip, ardindan direkt olarak 6rnekten 1 mL
alinarak 10*e kadar seri diliisyonlar hazirlanmis ve PSAB-CFC’ye ekim yapilmustir.

Ekim isleminin ardindan 37°C'de 48 saat inkiibasyon islemine tabi tutulmustur.

Saflastirma islemi: inkiibasyon isleminden sonra, her bir érnekten birkag koloni rastgele
secilip Nutrient Agar (NA) (37°C'de 48 saat) kullanilarak saflastirilmistir (Sekil 3.1).
Saflagtirma islemi, iki giin araliklar ile arka arkaya tekrarlanmistir. Besinci saflagtirma
isleminin ardindan bakteri kiiltiirleri %20 gliserol igeren NB besiyerinde -80 °C’de

muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. Pseudomonas Selektif Agar Base CFC’ye ekimi yapilan 6rnekler

3.2.3 Pseudomonas aeruginosa’mmn tammmlanmasi

3.2.3.1 Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler

Gram boyama: Saflastirma islemini takiben segilen izolatlarin 18-24 saatlik geng
kiiltiirleri, Gram boyama islemine tabi tutulmustur (Temiz, 2014). Gram negatif olan

orneklerle ¢alismaya devam edilmistir.

Oksidaz Testi: NA besiyerinde saflagtirilan bakterilerden 6ze ile alinan koloniler N,N-
dimethyl-1,4-phenylene diammonium chloride 0,1 pmol; 1-naphthol 1,0 umol iceren
ticari oksidaz test striplerinin iizerine yayilip 60 saniye igerisinde renk degisimi

gozlenmistir (Sekil 3.2). Reaksiyonu takiben pembe renk olusturan koloniler oksidaz
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negatif, mavi-mor renk olusturan koloniler oksidaz pozitif olarak degerlendirilmistir
(Anonim, 2011). Oksidaz testi, P. aeruginosa i¢in ayirt edici bir test oldugundan oksidaz

pozitif drneklerle devam edilip negatif 6rnekler ¢ikarilmistir.

£ s gEiEEn ¥

Sekil 3.2. Oksidaz testi

41°C’de iireyebilme yetenegi: 41°C’de lireyebilme yetenegi, P. aeruginosa i¢in 6nemli
bir 6zellik olup P. fluorescens’dan ayirt edici bir 6zelligidir (Sen ve Halkman, 2006).
[zolatlarin 41°C’de biiyiime yetenegi, NB siv1 besiyeri kullanilarak belirlenmistir.
izolatlar, NB siv1 besiyerine inokiile edildikten sonra 41°C’de 36 saat inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyon sonrasi tiiplerde bulamk goriintii olusumu pozitif kabul

edilmistir (Sekil 3.3) (Sen ve Halkman, 2006).

Sekil 3.3. 41°C’de lireme testi

Katalaz testi: NA’a aseptik kosullarda 6ze ile ekim yapilmistir. Ekimi takiben 37 °C’de
24 saat inkiibasyonda birakilan petrilerin tizerine %3’liikk H202 ¢6zeltisinden 4-5 damla
damlatilmistir. Gaz kabarciklarinin olusumu, pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir

(Temiz, 2014).
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Hareketlilik testi: Yumusak NA (%0,8 agar) igeren tiiplere izolatlar, igne uglu 6ze ile
ekilmistir. 37°C’de her giin incelenerek, 72 saat inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.4).
Biiylime esnasinda hareketli olan bakteriler, tiipiin dibine dogru burgu yaparak yayilma

gostermislerdir (Temiz, 2014).

Sekil 3.4. Hareketlilik testi

Floresan pigmentlerini (flouressein) iiretme yetenegi: Floresan pigmentlerinin
(Piyoverdin) iiretimi i¢in King B (Pseudomonas Agar F), P. aeruginosa igin karakteristik
olan pirenozin (Piyosiyanin) pigmentlerinin varligin1 belirlemek amaciyla da King A
(Pseudomonas Agar P) besiyeri kullanilmistir. izolatlar, besiyerlerine ekim yapildiktan
sonra 37°C’de 5 giin inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Inkiibasyonu takiben King A
besiyerinde mavi pigment olusumu ve King B besi yerinde de yesil pigment olusumu
(Sekil 3.5) pozitif kabul edilmistir (Arnaut- Rollier vd., 1999; Franzetti ve Scarpellini,
2007).

Sekil 3.5. King B besiyerine ekim yapilan 6rnekler
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Jelatin hidrolizi: %10-15 jelatin igerecek sekilde tiipte hazirlanan Nutrient broth
besiyerine izolatlar, igne uglu 6ze ile ekilmistir. Bir tiip, kontrol igin inokiilasyon
yapilmadan inkiibasyona birakilmistir. Ekim yapilan tiipler, 10-30 giin 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonu takiben sivilagsma goriilen tiipler pozitif olarak

kabul edilmistir (Temiz, 2014).

Indol testi: Nutrient agardaki 24 saatlik kiiltiirlerden tripton water igeren tiiplere bakteri
izolatlar1 igne uclu 6ze kullanilarak ekilmis ve bir tiip, kontrol olarak ekim yapilmadan
birakilmistir. 37°C’de 2-7 giin inkiibasyona birakilan tiiplere inkiibasyonu takiben 0,5 mL
Kovac’s ayraci damlatilmistir. Tiiplerin {ist kisminda kirmizi renklerin olusumu pozitif
olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2014). P.aeruginosa, indol negatif oldugu i¢in bu
asamada pozitif olan izolatlar elenmis ve negatif izolatlarla calismaya devam edilmistir

(Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Indol testi

Glukozdan asit iiretimi: Izolatlarin glikozdan asit iiretime yetenegi Oxidative-
Fermentative (OF) besiyeri kullanilarak Hugh ve Leifson’a gore kontrol edilmistir.
Izolatlar OF besiyerine inokule edildikten sonra 22°C’de 14 giin inkiibasyon islemine tabi

tutulmustur (Hugh vd., 1953).

Kazein hidroliz testi: Bu analiz i¢in %10 yagsiz siit tozu igeren agarli-siitlii besiyeri
kullanilmistir. Nutrient agarda gelistirilen izolatlar, besiyerine steril 6ze yardimiyla
ekilmis ve 37°C’de 14 giin inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Inkiibasyon islemini
takiben petri plagin iizerine %10’luk HCI ¢6zeltisi konulmus ve bu islemin ardindan
kolonilerin etrafinda olusan berrak hareler pozitif olarak degerlendirilmistir (Arnaut-

Rollier vd., 1999; Franzetti ve Scarpellini, 2007).
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Nisasta hidroliz testi: Bu analizde %0,2 oraninda ¢oziilebilir nisasta igeren Yeast Agar
kullanilmistir. Agar’a steril 6ze ile ¢izgi seklinde ekim yapildiktan sonra 22°C’de 6 giin
boyunca inkiibasyona birakilmstir. inkiibasyon isleminin ardindan agarlarin iizeri lugol
soliisyonu ile kaplanmustir. Pozitif reaksiyonlarda koloni etrafinda renksiz bir halka
olusmus (alfa-amilaz enziminin nisastayr hidrolize ettiginin gostergesi), negatif

durumlarda ise besiyeri mavi renk almistir (Stanier vd., 1966).
3.2.3.2 Molekiiler tanimlama
3.2.3.2.1 16S rDNA dizi analizi

Bakteri DNA izolasyonu, GeneAll Exgene DNA izolasyon kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ornekler 1.5 mL’lik tiipiin igerisine dze yardimi ile almmuistir.
Uzerlerine 180 pl Bacterial Cell lysis buffer eklenmis ve homojenize edilerek 37°C’de
30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra, 20 pul RNase soliisyonu eklenerek vortekslenmis
ve 2 dakika beklenmistir. Orneklerin iizerine 20 pl proteinaz K eklenip tekrar
vortekslenmistir. Devaminda, 200 pl BL buffer ilave edilip vortekslenerek 56°C’de 30
dakika inkiibe edilmistir. Ardindan, 70°C’de 30 dakika inkiibasyon iglemi tekrarlanmustir.
Ornekler cikarilip alt iist edilmis ve 200 ul %96°lik etanol eklenip vortekslenmistir.
Karigim, sipin kolona aktarilip 9000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Toplama tiipii
yenilenerek 600 ul BW buffer eklenmis ve 9000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Toplama tiipii tekrar yenilenerek 700 ul BW buffer eklenmis ve 9000 x g’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Ardindan, 14000 x g’de 1 dakika daha santrifiij edilmistir. Kolonlar
temiz ependorflara konularak tizerlerine 50 pl elusyon buffer ilave edilip oda sicaliginda
2 dakika bekletilmis ve 14000 x g’de 1 dakika santrifiij edilerek DNA elde edilmistir.

PCR islemi, 8 pl ticari PCR master mix (GeneAll, Cat n0.544-010), 6 ul dH20, 1 pl ileri
primer, 1 ul geri primer ve 4 pl DNA olmak f{izere toplam 20 pl hacimde
gerceklestirilmistir (Cizelge 3.1). 16S rRNA’nin V3 bolgesinin amplifikasyonu i¢in PCR
dongii sartlar1 optimize edilmistir. Buna gore; 95°C sicaklikta 5 dakika denatiirasyon
sonrasinda yapigma sicakligi toplam 20 dongiide 61°C’den 50°C’ye diisiiriilmiis ve 50°C
sicaklikta 10 dongii daha gergeklestirilmistir. Uzama asamasi, 72°C sicaklikta 30 saniye
uygulanmis ve amplifikasyonu sonlandiran final uzama, 72°C sicaklikta 5 dakikada

gerceklestirilmistir (Cizelge 3.2).
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Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal analizler agisindan P. aeruginosa karaktersitigi
gosteren 22 izolatin molekiiler tanimlanmalari, 16S rRNA’ya gore yapilmistir. 16S rRNA
dizi analizi, hizmet alimi1 karsihiginda Atlas Biyoteknoloji’ye (Ankara) yaptirilmustir.
Gonderilen dizi analizi sonuglari, BLAST sistemi kullanilarak veri tabani ile
karsilagtirillmistir.  P. aeruginosa olarak tanimlanan 10 farkli sus, bakteriyofaj

izolasyonunda kullanilmistir.

Dizi analizi sonucu elde edilen baz dizileri, online veri tabanlarindaki DNA dizileri ile
karsilastirilmistir. Bu veri tabanlarindan en oOnemlileri, EMBL ve Genbank veri
tabanlaridir. Bu veri tabanlarindan elde edilen dizileri daha 6nce depolanmis tiim dizilerle
karsilagtirmak i¢cin BLAST ya da FASTA gibi algoritmalar kullanilir. ABD’nin Ulusal
Bioteknoloji  Enformasyon Merkezi’nin biinyesindeki (National Center for
Biotechnology Information NCBI) BLAST (the Basic Local Alignments Search Tool)
programi, internet erisimiyle kullanilabilmesi, hizi1 ve hassasiyeti sebepleriyle daha
popiilerdir (Unsal, 2008).

Cizelge 3.1. Amplifikasyon i¢in kullanilan primerlerin baz dizilimi

Oligoniikleotid Dizi (5°-3’) Amplikon | Kaynak
uzunlugu
Ileri primer 27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 27 Miller
vd.,
Geri primer 1492R | TACGGYTACCTTGTTACGACTT 149 2013;
Chen vd.,
2015

M: Adenin veya Sitosin; Y: sitosin veya timin

Cizelge 3.2. PCR dongii sartlart

Islem basamag PCR Kosullari Dongii sayisi
[k denatiirasyon 95 °C 5 dakika
Denaturasyon 95 °C 30 saniye
Yapisma 50°C 30 saniye X40
Uzama 72°C 30 saniye
Final uzama 72 °C 5 dakika
4°C 0
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3.2.4 Bakteriyofaj izolasyonu ve karakterizasyonu

3.2.4.1 Bakteriler ve besiyerleri

Bakteriyofaj taramasinda tez kapsaminda tanimlanmis 10 adet P. aeruginosa susu ile
Nigde Omer Halisdemir Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii kiiltiir kolleksiyonunda
bulunan 3 adet P. aeruginosa (K. Universitesi, ATA Unvl ve ATA Unv 2) susu
kullanilmistir. Caligmanin ilk asama taramasi i¢in elimizde bulunan 13 farkli P.
aeruginosa susu kullanmilmistir. P. aeruginosa suslarinin gelistirilmesinde NB sivi
besiyeri kullanilmistir. Bakteri kiiltiirleri, %20 gliserol iceren NB besiyerinde -80 °C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.4.2 Bakteriyofajlarin izolasyonunda kullanilan materyaller

Bakteriyofajlarin taranmasinda Nevsehir, Aksaray ve Nigde illerinde bulunan baraj (4
adet), golet (1 adet), siit isletmesi (6 adet), kanalizasyon (18 adet) ve mezbahalardan (7
adet) alinan su ve/veya atik sular kullanilmigtir. Bakteriyofaj taranmasinda kullanilan
toplam Ornek sayis1 36°dir. Toplanan &rnekler, steril kaplara konularak Nigde Omer
Halisdemir Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
getirilmistir. Su Ornekleri, once kaba filtreden gegirilerek partikiillerinden ayrilmus,
ardindan 7000 x g’de 20 dakika santrifiij islemine tabi tutulduktan sonra siipernatant
kismi, 0,45 ve 0,22 pm membran filtresinden gecirilmistir. Elde edilen filtrat, bakteriyofaj

izolasyonunda kullanilmigtir.

3.2.4.3 Bakteriyofajlarin izolasyonu

Su orneklerinden elde edilen filtratlarin test edilecek bakteriye karsi bakteriyofaj igerip
icermedikleri zenginlestirme yontemi ile belirlenmistir. Zenginlestirme yonteminde litik
fajlarin sayisini artirmak amaciyla filtre edilen 6rneklerden 20 mL alinarak aktif olarak
gelistirilmis test bakterileri olan P. aeruginosa suslari (2 mL) ile inokiile edilmis ve
tizerine 3 kat konsantre edilmis NB s1v1 besiyeri (3 mL) konulup karistirilmig ve 37°C’de
24 saat inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Inkiibasyon isleminden sonra kloroform
(50 ul/mL) ilave edilmis ve kuvvetlice karistirilarak bakteri hiicrelerinin liziz olmasi

saglanmistir. Boylece, hiicre i¢inde olusan fajlarin da agiga ¢ikmasi saglanmistir. Daha
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sonra kiiltiirler, 7000 x g’de 20 dakika santrifiij edilerek hiicresel kalintilar uzaklastirilmig
ve siipernatantlar 4°C’de muhafaza edilmistir. Zenginlestirilen 6rneklerde bakteriyofaj
varligi, test bakterisine karsi spot (noktalama) ve gift tabaka agar plak yontemi ile
belirlenmistir (Adams, 1959).

3.2.4.4 Spot ve ¢ift tabaka agar plak metodu

Bakteriyofaj varliginin tespitinde yararlanilan spot yonteminde, aktif olarak gelistirilen
test bakteri kiiltiirlerinden 300 pl alinarak 45-50°C’deki NB yumusak agara (%0,7 agar)
ilave edilip karistirildiktan sonra bu karisim, katilasmis NA igeren petriler {izerine
yayilmigtir. Yumusak agar katilastiktan sonra (30 dakika sonra) zenginlestirme yapilmis
su orneginden 20 ul nokta seklinde konulmus ve kurumasi igin yaklasik 30 dakika
bekletildikten sonra petriler ters ¢evrilerek 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyon islemini takiben berrak zon olusup olusmadig: belirlenmistir.

Faj varlig1 tespit edilen 6rneklerin faj titrelerinin belirlenmesinde de ¢ift tabaka agar plak
metodu kullanilmigtir. Bunun icin faj silispansiyon Orneklerinden seri diliisyon
hazirlanmistir. Diliisyonlardan alinan 100 pl’lik faj 6rnegi ile 100 pl konake1 hiicre 6rnegi
45-50°C’deki NB yumusak agara ilave edilip karistirildiktan sonra, katilasmis NB agar
igeren petriler lizerine yayilmistir. 37°C’de 24-48 saat inkiibasyon isleminden sonra plak
sayimi1 yapilmig ve faj titresi plak olusturma birimi (pob/mL) seklinde ifade edilmistir

(Adams, 1959).
3.2.4.5 Bakteriyofajlarin saflastirilmasi

Faj varlig1 saptanan faj siispansiyonlarini saflastirmak i¢in tek plak izolasyon yontemi
kullanilmistir. Besiyerine tek diisen plaklardan herhangi biri, steril cam Pastor pipet ile
alinip magnezyum tuz (SM) tampon (50 mM Tris-Cl, pH 7,5, 99 mM NaCl, 8 mM
MgSOsa, 0,01% jelatin) igerisine konulmus ve 2 saat ¢alkalamali inkiibatérde 37°C’de
inkiibe edilmistir. inkiibasyonu takiben bu ¢dzelti, kloroform ekstraksiyonu (50 pl/ml) ve
santrifiij islemine (4°C ve 8000 x g’de 20 dakika) tabi tutulmustur. Elde edilen
supernatant, steril bir tiipe aktarilmis ve ardindan seri diliisyonlar hazirlanip ¢ift tabaka
agar yontemi ile ekim yapilmistir. Konak¢r hiicreyi yeniden enfekte etme ve plak

saflagtirma islemi en az ii¢ kez tekrar edilmistir (Stenholm vd., 2008).
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3.2.4.6 Faj stoklarmin hazirlanmasi

Yiiksek sayida faj elde etmek amaciyla saflagtirilan faj 6rneklerinden 0,1 mL alinip 1:100
oraninda aktif olarak gelistirilmis konakg¢i bakteri iceren NB besiyeri igerisine ilave
edilmis ve faj sayisinin artmasi i¢in gece boyunca c¢alkalamali inkiibatorde 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon islemini takiben kiiltiir, 0,45 ve 0,22 um gdzenek
capli steril membran filtreden gegirilmistir. Yiiksek sayida faj iceren filtrat, %20 gliserol
¢oOzeltisi igcinde —80°C’de muhafaza edilmistir (Kocharunchitt vd., 2009). Hazirlanan faj
orneklerindeki faj sayisi, ¢ift tabaka plak agar metodu ile belirlenmis ve sonuglar

mililitredeki plak olusturma birimi (pob/mL) seklinde ifade edilmistir (Adams, 1959).
3.2.4.7 Fajlarin etki ettigi konakci arahi@inin belirlenmesi

Izole edilen fajlarin etki ettigi konak¢1 spektrumunu belirlemek igin izolasyon asamasinda
kullanilan P. aeruginosa suslarina (toplam 13 adet) ilaveten kiiltiir koleksiyonumuzda
bulunan E. coli, Salmonella, Shigella, Yersenia, Citrobacter, Enterobacter, Listeria,
Staphylococcus, Bacillus ve Enterococcus’un farkl tiir veya suslari test bakterileri olarak
kullanilmistir. Konak hiicre araliginin belirlenmesi i¢in aktif gelisen bakteri
kiiltiirlerinden (ODg0o=0,3) 0,3 mL alinip 45-50°C’deki NB yumusak agar igerisine ilave
edilerek karistirildiktan sonra daha 6nce NB agar (%]1,5) konulmus petrilere dokiilmiistiir.
Yumusak agar katilastiktan sonra (yaklasik 30 dakika) iizerine faj 6rneklerinden 10 pL
nokta halinde konulmustur. inkiibasyon isleminden (37°C’de 24 saat) sonra petrilerde
berrak zon olusup olugsmadig incelenmistir. Bu asamada sadece izole edilip saflastirilan
bakteriyofaj 6rnekleri, 13’1 farkli P. aeruginosa susu olmak tizere toplamda 49 bakteriye
kars1 test edilmistir (Cizelge 3.3). Konak hiicre araliginin belirlenmesi sonucunda
inhibitor spektrumu genis ve litik aktivitesi kuvvetli olan 2 faj se¢ilmis ve ¢aligmanin

bundan sonraki asamalarinda bu iki faj kullanilmistir.
3.2.4.8 Bakteriyofajlarin elektron mikroskobuyla incelenmesi

Faj 6rnekleri, karbon kapli bakir grid {izerine damlatilip kurutulmustur. Sonra, %2 uranil
asetat (pH 4) ile negatif olarak boyanmistir (Yu vd., 2016). Boya kuruduktan sonra
ornekler, gecirimli (transmisyon) elektron mikroskobunda (TEM) (JEOL JEM-2100
UHR, Japan) 100 kV’ta incelenmistir.
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Cizelge 3.3. P. aeruginosa suslarini enfekte eden fajlarin konak hiicre araliginin
belirlenmesinde kullanilan bakteriler

P. aeruginosa ATAU1 S. Enteritidis MET-S1-742

P. aeruginosa ATAU2 Salmonella Typhimurium LT2 SR 1l
P. aeruginosa KU S. Typhimurium Tr90

Izole edilen P. aeruginosa suslar S.TyphimuriumTr87

E. coli O157:H7 NCTC 12900 S. Typhimurium MET-S1-625

E. coli O157:H7 ATCC 43888 S. Virchou DMC8

E. coli O157:H7 ATCC 35150 S. Infantis DMC7

E. coli O157:H7 AIBU S. Thompson DMC47

E. coli ATTC 25922 S. Anatum DMC90

E. coli BC21 S. Telaviv DMC62

E. coli DCa S. Montavide DMC81

E. coli NU S. Kentucky DMC35

E. coli CFAJ S. Carvalis DMC86

Salmonella Enteritidis DMC3 Listeria monocytogenes ATCC 19115
Salmonella Enteritidis DMC31 Staphylococcus aureus ATCC 25923
Salmonella Enteritidis DMC8 Bacillus cereus ATCC 10875

S. Enteritidis DMC22 Yersinia enterocolitica 0:9 AU

S. Enteritidis ATCC 13075 Citrobacter freundii AU

S. Enteritidis MET-S1-512 Enterobacter aerogenes AU

S. Enteritidis MET-S1-411 Enterococcus faecalis ATCC 29212

3.2.4.9 Bakteriyofaj DNA’simin saflastirilmasi

Bakteriyofaj DNA’larini izole etmek icin NORGEN faj DNA izolasyon kiti (Cat. 46800,
46850) kullanilmstir. Kit protokoliine uygun olarak dncelikle, en az 108-10%° pob/mL faj
siipernatant1 iceren drnekten 1 mL alinarak epondorf tiip icine ilave edilmistir. Uzerine
10 pL DNase I uygulamasi, konak¢1 genomik DNA kirlenmesinden kaginmak i¢in ilave
edilip 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Sonrasinda, 75°C’de 5 dakika boyunca
DNase inaktivasyonuna birakilmistir. Inkiibasyonu takiben liziz buffer B’den 500 puL
ilave edilmis ve 10 saniye siddetli bir sekilde vortekslenip yine bu asamada DNA
konsantrasyonunu artirmak amaci ile 4 pL (20 mg/mL) proteinaz K ilave edilmis ve
55°C’de 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda 320 uL izopropanol
ilave edilmistir. Toplam lizat hacminin 650 uL'ye kadar olan kismi, toplama tiipii
yerlestirilmis spin kolona eklenerek 6000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Bu isleme
tim lizat kolondan geg¢irilene kadar devam edilmistir. Sonrasinda 400 pL yikama
soliisyon A spin kolona uygulanarak 6000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Islem
sonrasinda sivi kisim uzaklastirilarak kolon ile toplama tiipii birlestirilmistir. Bu islem 3

kez art arda tekrar edilmistir. Son olarak, kolonu tamamen kurutmak i¢in 14000 x g’de 2
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dakika boyunca santrifiij islemi yapilmistir. Kolon 1,7 mL temiz eliisyon tiipiine
konularak tizerine 75 uL elusyon buffer B tamponu ilave edilmis ve 6000 x g’de 1 dakika
santrifij edilip DNA kazanimi saglanmistir. Izole edilen faj DNA’larinin
konsantrasyonlari, Invitrogen™ Qubit™ 3 Fluorometer (ThermoFisher Scientific)
kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Izole edilen faj DNA’lar1 birkag giin iginde kullanilacaksa -20

°C’de, eger uzun siire muhafaza edilecekse -80 °C’de depo edilmistir.
3.2.4.10 Bakteriyafaj genom biiyiikliigiiniin restriksiyon enzimleri ile belirlenmesi

Fajlarin molekiiler karakterizasyonu ve faj DNA biiyiikliigiinii belirlemek i¢in izole
edilen faj DNA’lari, restriksiyon enzimleri ile kesim igslemine tabi tutulmustur. Bu amacla
marker olarak HindIll ile kesilen A faj DNA’s1 kullanilmistir. Izole edilen faj DNA’larin
kesmek icin EcoRIl, BamHI ve HindIll gibi ii¢ adet restiriksiyon enziminden
yararlanilmistir (Buzdik, 2000).

Her bir faj DNA’s1 6rnegi igin {i¢ farkli enzim ile kesme islemi uygulanmistir. Bunun igin
60 pL distile su, 7,5 uL 10xFast Diggest green buffer, 7 uL faj DNA 6rnegi ve 1 puL
restriksiyon enzimi karistirilmis ve 36°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Kontrol
olarak HindIII ile kesilen A DNA markiri, her bir 6rnek i¢in agaroz jele yiiklenmistir.
Kesimi takiben ornekler 1 x TAE buffer (40 mM tris-asetat ve 1 mM EDTA, pH 8.0)
(Sigma) i¢indeki %0,8’lik agaroz jelde 90 V’da 2 saat boyunca yiiriitiilmiistiir (Kumari
vd., 2009a).

3.2.4.11 infeksiyon ¢oklugu degerinin belirlenmesi

Infeksiyon ¢oklugu degerinin (MOI) belirlenmesi i¢in aktif gelisen konakgi hiicre
yaklastk 10® kob/mL seviyesinde steril ependorf tiiplere konulmus ve bu tiiplere
bakteriyofaj stok soliisyonundan hazirlanan diliisyonlar ilave edilerek karistirilmistir.
Adsorpsiyon i¢in 15 dakika bekletildikten sonra santrifiij (5000 x g’de 10 dakika) edilmis
ve serbest bakteriyofaj iceren silipernatantlar uzaklastirilmistir. Tiiplerde kalan pelet, NB
besiyeri ile siispansiye edilerek 37°C’de 4 saat inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Bu
slirenin sonunda bakteriyofaj titresi, ¢ift tabaka agar plak yontemi ile belirlenmistir. Faj
orneklerinin MOI degeri asagida verilen esitlik kullanilarak hesaplanmistir (Yang vd.,
2010).
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MOJ = Faj titresi (pob)

3.1)

Bakteri sayist (kob)
3.2.4.12 Bakteriyofajlarin tek asamal gelisim kurvelerinin belirlenmesi

Bakteriyofajlarin tek asamali gelisim kurvelerinin belirlenmesi icin aktif olarak NB
besiyerinde gelistirilmis (ODg00=0,4-0,5) bakteri konak¢1 hiicrelerinden 50 mL alinip
santrifiij (6000 x g’de 15 dakika) edilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen pelete, 0,5 mL
taze NB besiyeri ilave edilmis daha sonra 0,5 mL faj soliisyonuyla (yaklasik 108 pob/mL)
karistirilmistir. Fajin konake1 hiicreye adsorpsiyonunu saglamak amaciyla 15 dakika
bekletilip devaminda 8000 x g’de 15 dakika santrifiij islemi yapilmistir. Serbest fajlar
uzaklastirilip kalan pelet kismi, 100 mL taze NB besiyeri i¢inde siispansiye edilmis ve
37°C’de inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. inkiibasyon siiresi boyunca 5 dakika
araliklarla 6rnek alinip ¢ift tabaka agar plak yontemi ile faj titresi tespit edilmistir (Yang
vd., 2010). Fajlarin patlama biiyiikliiklerinin hesaplanmasinda asagida verilen esitlik

kullanilmustir.

En yiksek faj titresi (%)

Patlama buyikligi = (3.2

Latent donemdeki faj titresi (z;r’:—:)

3.2.4.13 Fajlarin konakgi hiicreye adsorpsiyon oraninin belirlenmesi

Fajlarin konakg1 hiicreye adsorpsiyon oranlari, aktif olarak gelisen P. aeruginosa
suslari’na MOI degeri 0,0005 olacak sekilde faj ilave edilerek belirlenmistir. Fajlarin
konakg1 hiicreye adsorpsiyonu iizerine iki degerlikli iyonlarin etkisini belirlemek i¢in de
ayr1 bir tiipte konak¢i-faj karisimina 10 mM CacClz ilave edilmis ve 37°C’de ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Inkﬁbasyon isleminin 0, 5, 10, 20, 30,
40, 50 ve 60’1inc1 dakikalarinda 6rnek (150 pL) alinip, 1:10 oraninda SM tamponu ve
kloroform (50 uL/mL) ile kanistirihip santrifiij (7000 x g’de 10 dakika) edilmistir.
Stipernatant yeni bir tiipe aktarilarak adsorbe olmayan bakteriyofaj sayisi, cift tabakali
agar plak metodu ile belirlenmistir. Faj adsorpsiyon orani, inkiibasyon islemi siiresince
plak olusum biriminde meydana gelen azalmanin orani olarak belirlenmistir. Faj

adsorpsiyon orani agsagida verilen esitlik kullanilarak hesaplanistir (Suarez vd., 2008).

Baslangig¢ faj titresi — Adsorbsiyon sonrasi faj titresix100 (3 3)

% Adsorpsiyon =
/o psty Baslangig faj titresi
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3.2.4.14 Fajlarin pH ve sicaklik stabilite degerlerinin tespiti

Farkli pH degerlerinde fajlarin stabilitelerini belirlemek amaciyla yaklasik 108 pob/mL
faj partikiilii iceren Orneklerin pH degerleri, 1-13 arasinda ayarlanmistir. Bu pH
degerlerinde 1 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra faj sayisi, ¢ift plaka agar plak
metodu ile belirlenmistir. Isil islemin etkisini tespit etmek icin faj 6rnekleri 50, 60, 70, 80
ve 90°C’de 5, 15, 30, ve 60 dakika 1s1l isleme tabi tutulmustur. Bu islemi takiben canli
kalan faj sayis, ¢ift tabaka agar plak yontemiyle saptanmistir (Yang vd., 2010).

3.2.4.15 Konak hiicreye kars: bakteriyofajlarin litik aktivitelerinin belirlenmesi

P. aeruginosa suslari’nin faj varliginda gelisiminin belirlenmesi amaciyla bir gece dnce
gelistirilen konakei hiicre, %0,1 oraninda 10 mM CacCl; igeren taze NB besiyerine (600
mL) inokiile edilip 4, 25 ve 37°C’de ¢alkalamali (120 rpm) inkiibatorde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon isleminin 3’iincii saatinde kiiltiir, esit kisimlara (100’er mL) steril kosullarda
boliinerek, 10® -10° pob/mL diizeyinde enfeksiyon etmeni fajlar ile tek tek ve kombine
olarak inokiile edildikten sonra ayni inkiibasyon kosullarinda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon islemi siiresince (8 saat) belirli araliklarla drnek alinarak spektrofotometrede
600 nm’de okuma yapilmigtir. Pozitif kontrol ornegi olarak sadece P. aeruginosa
suslarini iceren NB besiyerleri, negatif kontrol 6rnegi olarak da NB besiyeri kullanilmigtir

(Lopez vd., 2015).

3.2.4.16 Fajlarin biyokoruyucu olarak tavuk etinde kullanim olanaklarinin

belirlenmesi

3.2.4.16.1 Tavuk eti 6rneklerinin hazirlanmasi

Calismada kullanilacak taze tavuk gogiis etleri, Erzincan’daki marketlerden temin edilmis
ve aseptik kosullarda Erzincan Binali Yilditm Universitesi Gida Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gotiiriilmiistiir. Tavuk gogiis etleri yiizeyden yaklasik 1 cm kalinliginda
kesildikten sonra yiizey alanlar1 2x2 cm ve agirliklar1 5 gram olacak sekilde kesilip steril

stomacher posetlerine konulmustur.

3.2.16.2 Tavuk eti orneklerinin bakteriyofaj ve test bakterisi ile inokiilasyonu
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Bu asamada, gida 6rnegi olarak steril kosullarda yaklasik 4 cm? biiyiikliigiinde kesilen
tavuk gogiis eti drneklerine test bakterisi olarak Pseudomonas aeruginosa RM11 susu,
103 ve 10° kob/g diizeyinde olacak sekilde ilave edilmis ve bakterinin ete absorbe olmasi
icin 20-30 dakika beklenmistir. Et 6rneklerine fajlar tek tek ve kombine olarak yaklasik
108 pob/mL diizeyinde inokiile edildikten sonra buzdolab: sicakliginda (4°C) depolama
islemine tabi tutulmustur. Depolamanin 0.giin, 2. saat, 1.giin, 3.giin, 5.giin ve 8.
giinlerinde 6rnekler alinip 20 mL fosfat tamponu ilave edilerek stomacher’de 2 dakika
siireyle parcalanarak homojen 6rnekler hazirlanmistir. Bu islemi takiben seri diliisyonlar
hazirlanmis ve bakteri sayimu ile faj titresi belirlenmistir. Denemelerde pozitif kontrol
ornegi olarak sadece bakteri veya fajla inokiile edilen tavuk eti, negatif kontrol olarak

bakteri ve fajla inokiile edilmemis et 6rnekleri kullanilmistir.
3.2.4.17 Istatistiksel degerlendirme

Uc paralel olarak gergeklestirilen arastirmadan elde edilen sonuglarm istatistiksel
degerlendirilmesi, SPSS (version 11.0; SPSS, Chicago, IL, USA) paket programi ile
varyans analizi (ANOVA) kullanilarak gergeklestirilmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Pseudomonas aeruginosa izolasyonu ve Tanimlanmasi

4.1.1 Pseudomonas aeruginosa izolasyonu, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal

ozelliklerin belirlenmesi

P. aeruginosa ¢ubuk seklinde, Gram negatif, katalaz, jelatin ve sitrat pozitif ve indol
negatiftir. Enterobacteriaceae familyasinin aksine genellikle oksidaz pozitif bir
bakteridir. Ucta bulunan tek polar flagella ile hareketli bir bakteri olup spor veya kapsiil
olusturma yetenegi bulunmaz. P. aeruginosa’nin 4°C veya daha diisiik sicakliklarda
tireyebilen tiirleri oldugu gibi, 41°C’de iireyebilen tiirleri de vardir ve 37 ile 41°C’de
optimum tireme gostermektedirler. P. aeruginosa’nin 41°C’de iireyebilme 6zelligi, onu
P. putida ve P. florescens’den ayirmaktadir. P. aeruginosa’nin pigment olusturan ve
olusturmayan suslar1 bulunmaktadir. Pigment olusturan suslar King A besiyerinde mavi
(piyosiyanin), King B besiyerinde ise yesil (piyoverdin) pigment olusturmaktadir
(Levinson, 2008; Virupakshaiah ve Hemalata, 2016). Pigment olusturan suslarin pigment
olusturmayan suslara gore proteolitik ve hemolitik aktivitesinin, hareket yeteneginin ve

virlilans gen bolgelerinin daha fazla oldugu belirtilmektedir (Magin, 2014).

P. aeruginosa, yiiksek genetik plastisitesi ve ¢esitli ortamlara uyum saglama potansiyeli
ile karakterize edilen bir bakteridir. Pseudomonas tiirleri, siklikla topraktan ve sudan izole
edilmekte ve bitki, bocek, hayvan ve insanlarin gesitli anatomik bolgelerinde kolonize
olabilmektedirler. Birgok viriilans faktore sahip olan P. aeruginosa gida zehirlenmelerine
neden olabilmektedir (Benie vd., 2017; Streeter and Katouli, 2016). P. aeruginosa tiirleri,
insanlar ve hayvanlar i¢in firsat¢1 patojenler olarak kabul edildiginden tibbi acidan,
bazilar1 ise fitopatojen olduklarindan tarim sektoriinde ¢ok Onemlidirler (Franzetti ve

Scarpellini, 2006; Streeter ve Katouli, 2016).

Arastirmamizda Mart 2017- Haziran 2019 tarihleri arasinda Giimiishane, Erzincan, Nigde
ve Nevsehir’in ¢esitli market, kasap ve kesimhanelerden toplanan toplam 80 adet tavuk

eti, 9 adet kirmiz1 et (kiyma ve parga et), pazardan toplanan 20 adet peynir 6rnegi ve
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kdylerden toplanan 35 adet ¢ig siit 6rnegi olmak iizere toplamda 144 adet gida ornegi

materyal olarak kullanilmistir (Cizelge 4.1).

Gida orneklerden elde edilen seri diliisyonlar, PSAB-CFC besiyerine ekim yapilmis ve
37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen toplam 208 izolata, dncelikle
Liofilchemsr] oksidaz test cubuklari ile oksidaz testi uygulanmstir. Ilk etapta oksidaz
pozitif izolatlarla ¢alismaya devam edilmis ve bu izolatlara Gram boyama, katalaz,
oksidaz, hareketlilik, 41°C’de biiyiime, King A, King B, indol ve jelatin hidroliz testleri
yapilmistir. Oksidaz pozitif sonu¢ veren izolatlarin sonuglari, Cizelge 4.2 ve 4.3’de
verilmigtir. Peynir drneklerinden izole edilen izolatlarin hepsi oksidaz negatif sonug

vermistir.

Tavuk, kirmizi et ve peynir 6rneklerinde izole edilen izolatlarin higbirinin King A ve King
B besiyerinde mavi ve yesil pigment olusturmadiklart belirlenmistir. Cig siit
orneklerinden izole edilen izolatlarin biiyiik oranda King A ve King B besiyerinde mavi

ve yesil pigment olusturduklari tespit edilmistir (Cizelge 4.2 ve 4.3).

Cizelge 4.1. Pseudomonas aeruginosa tiirlerinin izole edildigi materyallere gore

dagilimlar
Cahgsilan Gida Ornegi Ornek Sayisi Izolat Sayis

Tavuk eti triinleri (karkas, tavuk 80 101
g06gsii, tavuk kanadi, kusbasgi)
Kirmizi et (kiyma, Kugbasi) 9 15
Siit (Cig siit) 35 72
Peynir 20 20

TOPLAM 144 208
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Cizelge 4.2. Piyasadaki ¢esitli kasaplardan, kesim evlerinden toplanan bazi tavuk, kirmizi et ve peynir drneklerinden izole edilen izolatlarin

morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Ornek/izolat

Gram
Boyama

41 °C’de
Gelisme

Hareket

Katalaz

Indol

Nisasta
Hidroliz

Jelatin
Hidroliz

Glikoz
Hidrolizi

Kazein
Hidroliz

King

King
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+

+

+

+

+

Tavuk 1.2

Tavuk 2.1

+ |+ |+

Tavuk 2.2

Tavuk 3.1

4+ |

+|+|+|+

Tavuk 3.2

+ 4|+ 4|+

++ [+ ]|+

++ |+ ]+ +

Tavuk 3.3

+l+ [+ ]+

Tavuk 4.1

+ 4|+ |+ |+ +
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+ [

Tavuk 5.2

+l+[+|+]

+ |1

Tavuk 6.1

Tavuk 6.2

+ |+ [+

Tavuk 7.1

+ 4+

Tavuk 7.2

++ [+ ]+

++ [+ ]|+

Tavuk 8.1

Tavuk 8.2

+ |+ |+

+ [

+ [

Tavuk 9.1

Tavuk 9.2

Tavuk 9.3

+ |+

Tavuk 10.1
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+ |+

Tavuk 10.2
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Tavuk 11.1
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Tavuk 13.2

Tavuk 14.1

Tavuk 14.2
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Tavuk 29.2
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Et8.1 - - - + + + + - -
Et 8.2 - + - + + + + - -
Et9.1 - - + + + + + - -
Et9.2 - - + + + + + - -

Cizelge 4.3. Siit uireticilerinden toplanan ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Ornekler B(s)r/z\rrrr:a Katalaz Oksidaz Hareketlilik ghyirﬁz King A Testi | King B Testi HJi?jlfcf:?zi Indol
Sit 1.1 - + + + + Mavi Yesil + -
Siit 1.2 - + + + + Mavi Yesil + -
Siit 1.3 - + + + + Mavi Yesil + -
Siit 2.1 - + + - + Mavi Yesil + -
Siit 2.2 - + + - + Mavi Yesil + -
Siit 2.3 - + + + + Mavi Yesil + -
Siit 3.1 - + + - + Mavi Yesil + -
Siit 3.2 - + + + - Mavi Yesil - -
Siit 3.3 - + + - + Mavi Yesil + -
Siit 4.1 - + + + + Mavi Yesil + -
Siit 4.2 - + + + + Mavi Yesil + -
Siit 5.1 - + + + + Mavi Yesil + +
Siit 5.2 - + + - + Mavi Yesil + +
Siit 6.1 - + + + + Mavi Yesil - -
Siit 6.2 - + + + - Mavi Yesil + -
St 7.1 - + + + + Mavi Yesil + -
Siit 7.2 - + + + + Mavi Yesil + -
Siit 8.1 - + + + + Mavi Yesil + -
Siit 8.2 - + + + + Mavi Yesil - -
Siit 8.3 - + + - + Mavi Yesil + -
Siit 9.1 - + + - + Mavi Yesil - -
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Siit 10.1 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 10.2 + + + + Mavi Yesil + -
Sit 11.1 + + i + Mavi Yesil + +
Siit 11.2 + + + + Mavi Yesil + -
Siut 12.1 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 12.2 + + - + Mavi Yesil + -
St 13.1 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 14.1 + + + + Mavi Yesil - -
Siit 14.2 + + - + Mavi Yesil + -
Siit 14.3 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 15.1 + + - + Mavi Yesil + -
Siit 15.2 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 16.1 + + + - Mavi Yesil - -
Siit 16.2 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 16.3 + + - + Mavi Yesil + -
Siit 17.1 + + + + Mavi Yesil + +
Siit 17.2 + + - + Mavi Yesil + +
Siit 18.1 + + - + Mavi Yesil + -
Siit 18.2 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 19.1 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 19.2 + + + + Mavi Yesil - +
Siit 20.1 + + + + Mavi Yesil + +
Siit 20.2 + + + + Mavi Yesil + +
Siit 21.1 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 21.2 + + + + Mavi Yesil + -
Stit 22.1 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 22.2 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 23.1 + + + + Mavi Yesil + -
Stit 24.1 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 24.2 + + + + Mavi Yesil + -
Stit 25.1 + + + + Mavi Yesil + -
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Siit 25.1 + + - + Mavi Yesil + -
Siit 26.1 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 26.2 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 27.1 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 28.1 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 28.2 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 29.1 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 29.2 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 30.1 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 30.2 + + + + Mavi Yesil + -
Siit 31.1 + + + - - - + +
Stit 31.2 + + + - - - + +
Siit 32.1 + + + - - - + +
Stit 32.2 + + + + - - + -
Siit 33.1 + + + - - - + +
Siit 33.2 + + + - - - + +
Stiit 34.1 + + + - - - + +
Siit 34.2 + + + - - - + +
Siit 35.1 + + + + - - + +
Siit 35.2 + + + + - - + +
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4.1.2 P. aeruginosa izolatlarinin molekiiler tammmlanmasi

Biyokimyasal analiz sonucunda mavi ve yesil pigment olusturan Ve siitten izole edilen 12
bakteri izolati ile tavuk orneginden izole edilen mavi ve yesil pigment olusturmayan 10
izolat 16S rRNA geni V3 bolgesine gore dizi analizine tabi tutulmustur. izolatlarm 16S
rRNA geni V3 bolgesinin dizi analiz sonuglart, BLAST sistemi kullanilarak veri tabani
ile karsilastirilmustir. Orneklerin 20-600 bg¢ uzunlugundaki 16S rRNA gen fragmentinin
dizi analiz sonuglar1 gen bankasinda karsilik geldigi bolgenin benzerlik oranlari ve
Accession sayilari Cizelge 4.4’te verilmistir. 16S rRNA bolgesine gore analizleri yapilan
stitten izole edilen ve mavi-yesil pigment olusturan 12 o6rnekten 10 tanesinin P.
aeruginosa’nin farkli suslarindan olustugu, 2 6rnegin NCBI veri tabaninda herhangi bir
sekans ile benzerlik géstermedigi, tavuktan izole edilen 10 érnekten 5 tanesinin Proteus
mirabilis, Enterobacter xiangfangensis, Aeromonas salmonicida, Aeromonas veronii ve
Esherichia coli oldugu belirlenmis 5 tanesi ise tanimlanamamistir. Tanimlanan P.
aeruginosa suslarinin 16S rRNA V3 bolgesi dizilerinin, NCBI veri tabaninda tanimli olan

sekanslar ile %96-100 araliginda benzerlik gostermistir.

Wong vd. (2015), Karbapenem’e direngli Pseudomonas spp. izole etmek amaci ile Hong
Kong'daki iki farkli siipermarketten temin edilen toplam 16, 8 tavuk ve 8 domuz eti
orneklerinin sekizinden toplam 16 izolat elde etmislerdir. Tavuk ve domuz eti igin
izolasyon oranlarinin sirasiyla; %63 (5/8) ve %38 (3/8) oldugu ve 16S rRNA sekanslama
analizi sonucunda, bu izolatlarin P. putida (n=11), P. otitidis (n=4) ve P. aeruginosa
(n=1) oldugunu dogrulamistir. P. aeruginosa izolat1 E1-17, MLST analizi ile ST1756

olarak tespit edilmistir.

Farkli gida 6rneklerinden (et ve sebze) izole edilen Pseudomonas izolatlarinin 16S rRNA
analizi sonucunda Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas fragi, Pseudomonas migulae,
Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas chicorii’e ait olduklari belirlenmistir

(Franzetti ve Scarpellini, 2007).

Yapilan bir calismada si8ir eti (114), taze balik (45) ve tiitsiilenmis balik (30) igeren
farkli hayvansal {irlinlerden izole edilen 225 izolatlardan 204 tanesinin (%91,1) P.

aeruginosa oldugu 16sRNA analizi ile tespit edilmistir (Benie et al., 2017).
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Cizelge 4.4. 16S rRNA tam sekans analizi ile tanimlanan siitten izole edilen bakteriler

Ornekler Tanimlanan Blast Accession _ lIzolatlarm
Bakteri Benzerligi Number Isimlendirilmesi
Siit 10.1 P. aeruginosa %98 KC237280.1 | P. aeruginosa RM10
Stt 11.2 P. aeruginosa %98 KX744459.1 | P. aeruginosa RM11
Siit 18.1 P. aeruginosa %99 FJ972527.1 | P. aeruginosa RM18
Siit 19.1 P. aeruginosa %96 JQ659896.1 | P. aeruginosa RM19
Stit 21.2 P. aeruginosa %99 MN985505.1 | P. aeruginosa RM21
Sitit 22.2 P. aeruginosa %98 MKO045608.1 | P. aeruginosa RM22
Siit 23.1 Tanimlanamadi - -
Siit 24.2 P. aeruginosa %99 MTO043903.1 | P. aeruginosa RM24
Siit 26.2 Tanimlanamadi - -
Siit 29.1 P. aeruginosa %99 JQ657724.1 | P. aeruginosa RM29
Siit 16.2 P. aeruginosa %98 KY412444.1 | P. aeruginosa RM16
Siit 30.1 P. aeruginosa %100 MK123308.1 | P. aeruginosa RM30
Tavuk 3.1 Aeromonas caviae %90
Tavuk 5.1 Aeromonas sobria %89
Tavuk 9.1 Aeromonas %91
salmonicida
Tavuk 14.1 | Aeromonas veronii %100
Tavuk 15.2 | Aeromonas %97
salmonicida
Tavuk 2.1 Tanimlanamadi -
Tavuk 19.2 | Tanimlanamadi -
Tavuk 28.2 | Tanimlanamadi -
Tavuk 34.1 | Tanimlanamadi -
Tavuk 49.1 | Tamimlanamadi -

Keskin ve Ekmekgi (2008), su (17 adet), baz1 sebzeler (maydanoz, dereotu, marul, kabak,

domates, turp, sogan, kereviz, havug, lahana), sigir eti (16 adet), tavuk gogsii ve tavuk

kanadi (11 adet), balik (6 adet), ¢ig siit (19 adet) ve peynir (8 adet) drneklerinde P.

aeruginosa varligini tespit etmek amaciyla yaptiklari ¢aligmada ¢ig siit ve et 6rneklerinde

P. aeruginosa varligini tespit etmislerdir.

Bagka bir ¢alismada, siit ve siit Uriinleri drneklerinden izole edilen 34 izolattan 26’s1

(%76,5) P. aeruginosa olarak tanimlamistir. Bunlardan ¢ig siit drneklerinden izole edilen

4 Pseudomonas izolatinin tamami P. aeruginosa olarak belirlenirken, dondurma

orneklerinden izole edilen 10 izolatin 3’tiniin (%30), peynir 6rneklerinden izole edilen

20 izolatin 19’unun (%95) P. aeruginosa oldugu bildirilmistir. Ayrica, et 6rneklerinden
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izole edilen 120 Pseudomonas izolatinin 31’inin (%28,5) de P. aeruginosa oldugu tespit
edilmistir (Aydin, 2010).

Farkli ¢calismalarda, ¢ig siitte P. aeruginosa varliginin %4 ile %76,5 arasinda degistigi
bildirilmektedir (Cheung and Westhoff, 1983; Juffs, 1973; Mickova vd., 1989; Uraz ve
Citak, 1998; Keskin ve Ekmekgi, 2008; Aydin, 2010).

Meng vd. (2017), sogukta muhafaza edilen ¢ig siitlerden (n=88) Pseudomonas spp. izole
(144 adet) ettiklerini ve bu izolatlarin biiyiik bir kisminin P. fluorescens (61 izolat) ve P.

fragi (37 izolat) oldugunu bildirmislerdir.
4.2 Bakteriyofaj izolasyonu

Bakteriyofajlar, toprak, su, canli ve cansiz yiizeyler ile taze ve islenmis gidalar dahil
olmak {lizere tlim ortamlarda bulunabilirler. Bu zamana kadar yapilan calismalar
incelendiginde, Pseudomonas’a ait bakteriyofajlarin kanalizasyon (Knezevic vd. 2009;
Karumidze vd. 2012; Kumari vd., 2009a), hastane (Essoh vd., 2015; Yuan vd., 2019;),
mezbaha (Prasad vd., 2010) ve fabrika atik sular1 (Sillankorva vd., 2008; Adnan vd.,
2020) ve dogal su kaynaklar1 (Knezevic vd. 2009; Jagdale vd., 2019) gibi farkli
ortamlardan; tavuk karkaslar1 (Lopez, 2015), et, siit gibi (Tanaka vd., 2020; Whitman ve
Marshall, 1971) farkli gidalardan izole edildikleri tespit edilmistir (Lopez-Cuevas vd.,
2019). Mevcut c¢alismada, bakteriyofaj taramasi igin Nigde, Nevsehir ve Aksaray
illerindeki farkli baraj, golet, kanal, siit isletmesi atik suyu, kanalizasyon suyu ve mezbaha
atik sularindan 6rnekler alinmistir. Bu asamada toplam 36 6rnek {izerinde tarama islemi
gerceklestirilmigtir. P. aeruginosa’y: enfekte eden bakteriyofaj tarama sonuglari, Cizelge

4.5’te sunulmustur.

Faj taramasinin ilk asamasinda Aksaray, Nevsehir (Avanos ve Giilsehir) ve Nigde’de
bulunan mezbahalardan toplanan atik sularda P. aeruginosa RM22, RM11, RM10, RM18
ve RM24 suslarima kars1 litik aktivite sahip fajlar tespit edilmistir. Incelenen mezbaha atik
su orneklerde 19 farkli morfolojiye sahip bakteriyofaj tespit edilmistir. Ancak bu
orneklerden sekizi, plaklarinin hem ¢ok kiiglik olmast hem de bulanik olmalari

nedenleriyle kullanilmamistir (Cizelge 4.5). Geriye kalan 11 bakteriyofaj Ornegi,
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saflagtirilma iglemine tabi tutulmustur. Aktivite gosteren orneklerden seri diliisyonlar

hazirlanmis ve saflagtirma islemi gerceklestirilmistir.

Bakteriyofaj taramasinda kullanilan 6 adet siit fabrikasi atik suyundan 12 adet faj izole
edilmistir fakat elde edilen 5 bakteriyofaj plaginin ¢ok kiiciik, geriye kalanlarin ise
bulanik olmasindan dolayr kullanilmamistir (Sekil 4.1 ve Cizelge 4.5). P. aeruginosa’ya
kars1 golet suyundan izole edilen 6rneklerde litik aktiviteye sahip faj tespit edilememistir.
Baraj sularinda da litik aktiviteye sahip fajlar tespit edilmistir. incelenen kanalizasyon ve
baraj sularindan 85 adet faj izole edilmistir. Bunlardan plak biiyiikligii ve litik aktivite
bakimindan uygun olan 24 adet bakteriyofaj secilmis ve seri diliisyonlar hazirlanarak en

az U¢ kez saflagtirma islemine tabi tutulmustur (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.5’te gorildigi {iizere, P. aeruginosa’ya karsi bakteriyofaj acisindan
kanalizasyon atik sularinin etkili bir kaynak oldugu gozlenmistir. Fajlarin genellikle

parlak litik plak olusturduklari ve aktivitelerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Benzer sekilde Arumugam vd. (2018) de kanalizasyon sularinin P. aeruginosa fajlari
acisindan iyi bir kaynak oldugunu tespit etmislerdir. P. aeruginosa PAO1, P. aeruginosa
ATCC 9027 ve klinik suslara kars1 Hindistan’daki kanalizasyon sularindan toplanan 32

farkli 6rnekten toplamda 94 bakteriyofaj izole etmislerdir.

Knezevic vd. (2009), irmak, kanal, golet, toprak, kanalizasyon ve hayvan fecesinden
aldiklar1 6rneklerde P. aeruginosa’ya kars etkili fajlar sadece irmak, gol ve kanalizasyon
sularinda tespit ettiklerini ve kanalizasyon sularinin faj agisindan daha iyi bir kaynak
oldugunu belirtmislerdir. Pseudomonas'a 6zgii fajlarin, sulu ekosistemlerde ¢ok daha
fazla olduklarini ifade etmislerdir. Karumidze vd. (2012), Ong vd. (2020), Menon vd.
(2021) ve Oliveira vd. (2020), P. aeruginosa’ya spesifik fajlar1 kanalizasyon suyundan

izole ettiklerini bildirmislerdir.
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Sekil 4.1. Siit fabrikas1 atik suyundan izole edilen bakteriyofajlarin goriintiileri
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Cizelge 4.5. Nigde, Nevsehir ve Aksaray’dan toplanan atik su 6rneklerinden Pseudomonas aeruginosa suslarina karsi bakteriyofaj tarama

sonugclari

Atik Su P. aeruginosa suslari

RM22 RM11 RM10 RM19 RM18 RM29 RM30 RM16 RM24 RM21
Baraj-1 - + +(kp) + + - - - - -
Baraj-2 - - + +(kp) - +(kp) - +/- ¥ _
Baraj-3 + + + + + + - + + i
Baraj-4 + - + + - + + + + +
Golet - +/- - - - +/- _ _ _ _
Siit Isletmesi-1 - +/- - - - - - N - -
Siit Isletmesi-2 + (kp) +/- - - - - - - - + (kp)
Siit Isletmesi-3 - +/- + - - - - B - -
Siit Isletmesi-4 - + (kp) +/- + (kp) - - +/- - -
Siit Isletmesi-5 - - - - - - - + (kp) - -
Siit Isletmesi-6 - + (kp) - - - - - - - -
Kanalizasyon-1 + + + + + - - + n ¥
Kanalizasyon-2 + + + + - + + ¥ + -
Kanalizasyon-3 - + + + + - - + - ¥
Kanalizasyon-4 - + + + - - - + ¥ B
Kanalizasyon-5 - + + + + - - + - n
Kanalizasyon-6 + - + + - - - + ¥ _
Kanalizasyon-7 - + + + + - - - + n
Kanalizasyon-8 - - + + - - - + ¥ _
Kanalizasyon-9 - - - - - - - - - ¥
Kanalizasyon-10 - - - - - + - - + -
Kanalizasyon-11 - + - - - - - + - n
Kanalizasyon-12 - - - - - - - - i
Kanalizasyon-13 - - - - - - - - B
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Kanalizasyon-14 - - - - - - - -
Kanalizasyon-15 - + - - - - - +
Kanalizasyon-16 - - - - - - - -
Mezbaha-1 + + + . + (kp) - - -
Mezbaha-2 - + (kp) - - + (kp) - - -
Mezbaha-3 + + + - + (kp) - - B
Mezbaha-4 - + (kp) - - + - - -
Mezbaha-5 - + + (Kp) - + - - -
Mezbaha-6 + - - + - - - -
Mezbaha-7 - - +/- - - +/- - _

+ kuvvetli faj aktivitesi, +/-, bulanik veya zayif faj aktivitesi; kp, ¢ok kiigiik plaklar; - faj aktivitesi yok

Cizelge 4.6. Bakteriyofajlarin tarandig1 ortamlar ve elde edilen izolat sayilar

Calisilan Materyal Ornek Sayis1 | Faj Sayisi Cagsg(?g;;;;’;lsnasgjlen
Baraj suyu 4 29 2
Golet 1 2 0
Mezbaha atik suyu 7 19 11
Siit Fabrikasi atik suyu 6 12 0
Kanalizasyon suyu 16 59 22
TOPLAM 34 121 35
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4.3 Atik Sulardan izole Edilen Bakteriyofaj Orneklerinin Saflastirilmasi ve Faj

Titreleri

Bir ornekteki faj titresinin belirlenmesi, ilgili fajin incelenmesinde énemli bir adimdir.
Bakteriyel enfeksiyon i¢in uygun dozajda faj segmek, faj montaj reaksiyonlarmin
etkinligini in-vitro analiz etmek ve olusturulmus bir dongiideki birincil rekombinant
fajlarin sayisini tespit etmek dnemlidir. Yaygin bir belirleme yontemi olarak kullanilan
plak deneyi, cesitli seyreltme asamalarinda test numunelerinde bulunan faj sayisini tespit

etmek i¢in kullanilmaktadir (Yang., vd. 2016).

Calismamizda, segilen 35 litik bakteriyofaj tek plak yontemiyle saflagtirilip faj stoklar
olusturulmus ve %20 gliserol i¢eren ¢ozeltide -80°C’de muhafaza edilmistir. Saflastirilan
faj izolatlarmin titreleri ¢ift tabaka agar plak metoduyla belirlenmis ve Cizelge 4.7°de
sunulmustur. Saflastirilan faj 6rneklerin titrelerinin 9,6x10°-8,0x1010 pob/mL arasinda

o

degistigi tespit edilmistir.

4.4 Fajlarin Etki Ettigi Konakc1 Arahklarn

Bakteriyofajlar, zorunlu hiicre igi parazitlerdir ve diger herhangi bir virlis grubu gibi
konakg¢iya 6zgiidiirler. Bu nedenle yalnizca bakteri hiicrelerini enfekte ederler. Fajlarin
Ozgiinliigi, viral reseptorlerinin bakteriyel reseptorlerle olan etkilesiminden kaynaklanir.
Polisakkaritler, lipopolisakkaritler, proteinler, peptidoglikan, murein, teikoik asit, kapsiil
proteinleri, pili ve flagella gibi bakteriyel molekiiller, fajin konakgi ile olan etkilesimini
sinirlandirabilirler. Konakg1 bakteriyofaj araligi, tiir veya tiir diizeyinde oldugu kadar dar
veya cins veya simif diizeyinde oldugu kadar genis olabilir (Lopez-Cuevas vd., 2019).
Bakteriyofajlar genellikle dar bir konak¢1 aralig sergilerler. Bu durum, ¢cogunlukla bir
bakteri cinsi ile sinirlidir. Ancak, bir cins i¢indeki sinirl sayida tiirle veya bir tiir igindeki
sinirli sayida bakteri susu ile de sinirl olabilmektedir (Jarvis vd., 1991). Biyolojik kontrol
uygulamalari i¢in en 1yi viriilant bakteriyofajlar, miimkiin olan en genis konakg1 araligina
sahip olanlardir. Bunlar, genellikle bir bakteri cinsi igindeki bir¢ok tiire karsi aktif
olduklarindan polivalent bakteriyofajlar veya genis konukg¢u aralikli (WHR)
bakteriyofajlar olarak adlandirilirlar. Boylece, gidalardaki veya diger ortamlardaki belirli
cinsi 0zel olarak hedeflemek ve ortadan kaldirmak i¢in uygulanabilirler (EFSA, 2009).
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Cizelge 4.7. Saflastirilan bakteriyofaj drneklerinin titreleri

Faj Ornegi Fajin Konak Hiicresi ) Stok Faj
Adlandirilmasi Orneklerinin Titresi

(pob/mL)

Baraj-3 vB_Pae-B3 P. aeruginosa RM21 5,5%x108
Baraj-4 vB_Pae-B4 P. aeruginosa RM21 8,0x10%°
Kanalizasyon-1 | vB_Pae-K1 P. aeruginosa RM16 8,5x10°
Kanalizasyon-1 | vB_Pae-K2 P. aeruginosa RM30 6,6x108
Kanalizasyon-1 | vB_Pae-K3 P. aeruginosa RM16 5,0x10°
Kanalizasyon-2 | vB_Pae-K4 P. aeruginosa RM22 4,0x10°
Kanalizasyon-3 | vB_Pae-K5 P. aeruginosa RM11 3,2x10°
Kanalizasyon-3 | vB_Pae-K6 P. aeruginosa RM16 3,6%x108
Kanalizasyon-3 | vB_Pae-K7 P. aeruginosa RM11 2,5%x108
Kanalizasyon-3 | vB_Pae-K8 P. aeruginosa RM21 3,1x108
Kanalizasyon-5 | vB_Pae-K9 P. aeruginosa RM16 4,0x107
Kanalizasyon-5 | vB_Pae-K10 P. aeruginosa RM11 1,4x10%°
Kanalizasyon-6 | vB_Pae-K11 P. aeruginosa RM21 2,2x108
Kanalizasyon-6 | vB_Pae-K12 P. aeruginosa RM22 5,0x10°
Kanalizasyon-7 | vB_Pae-K13 P. aeruginosa RM24 4,0x108
Kanalizasyon-7 | vB_Pae-K14 P. aeruginosa RM30 7,0x108
Kanalizasyon-9 | vB_Pae-K15 P. aeruginosa RM11 4,7x108
Kanalizasyon-9 | vB_Pae-K16 P. aeruginosa RM11 1,3x108
Kanalizasyon-12 | vB_Pae-K17 P. aeruginosa RM24 3,7x108
Kanalizasyon-15 | vB_Pae-K18 P. aeruginosa RM21 1,0x10%°
Kanalizasyon-15 | vB_Pae-K19 P. aeruginosa RM10 4,0x107
Kanalizasyon-15 | vB_Pae-K20 P. aeruginosa RM21 3,0x10°
Kanalizasyon-16 | vB_Pae-K21 P. aeruginosa RM21 1,7x108
Kanalizasyon-16 | vB_Pae-K22 P. aeruginosa RM16 2,0x 108
Mezbaha-1 vB_Pae-M1 P. aeruginosa RM11 9,0x10°
Mezbaha-1 vB_Pae-M2 P. aeruginosa RM21 1,6x10°
Mezbaha-1 vB_Pae-M3 P. aeruginosa RM11 9,0x10°
Mezbaha-1 vB_Pae-M4 P. aeruginosa RM22 1,9x10°
Mezbaha-5 vB_Pae-M5 P. aeruginosa RM18 3,010’
Mezbaha-5 vB_Pae-M6 P. aeruginosa RM24 4,2x107
Mezbaha-5 vB_Pae-M7 P. aeruginosa RM24 4,6x107
Mezbaha-5 vB_Pae-M8 P. aeruginosa RM24 4,1x107
Mezbaha-6 vB_Pae-M9 P. aeruginosa RM18 4,0x107
Mezbaha-3 vB_Pae-M10 P. aeruginosa RM11 3,0x107
Mezbaha-4 vB_Pae-M11 P. aeruginosa RM18 3,0x107
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Bir faj, reseptorlere erisemez hale gelirse veya faj, reseptor baglayici proteine (RBP)
tamamlayict olmazsa bakteriyel konagi etkili bir sekilde enfekte etme yetenegini
kaybeder. Sonug olarak reseptorler, bakteriyofaja duyarsiz mutant (BIM) suslarin ortaya
cikmasinda 6nemli bir rol oynar. BIM'lerin gelisimini en aza indirmek i¢in son
calismalarda, bakteri susu bir faja duyarli degilse veya bir faja direng gelistirirse, formiile
edilen bagka bir faj tarafindan pargalanacagi varsayilarak, aralarinda farkli reseptor
baglayic1 proteinler igceren fajlar dikkate alinir. Ancak, fajlarin diger hedef olmayan
bakterileri ortadan kaldirmamasina da dikkat edilmelidir. Bu anlamda bazi endiseler s6z
konusudur. Ornegin; cok degerlikli fajlarin kullanilmasi, ortamdan gelen dogal bakteriyel
mikrobiyota {izerinde olas1 olumsuz etkilere sahip olabilir. Cok degerlikli fajlarin bir
baska olas1 dezavantaji da BIM'ler gelistirebilmeleridir (Lopez-Cuevas vd., 2019). Bu
baglamda BIM'lerin olusumu, bakteriyofajlarin biyokontrol ajanlar1 olarak

kullanilmasinin uzun vadeli etkinligini tehlikeye atabilecek bir olgudur (Galarce vd.,
2016).

Faj izolatlarinin uygun biyokontrol adaylari olup olmadigini belirlemek ic¢in en ideal
yontem, iyi tanimlanmis bir bakteri koleksiyonunun (konake¢r araligi analizi) suslarina
kars1 bakteriyofajlarin test edilmesidir. Faj tedavisi ve biyokontrol ¢alismalarinda ¢ok
sayida bakteri tiirinli 6ldiirebilen genis bir konakg¢1 aralikli faj, genis spektrumlu bir

antibiyotige esdeger niteliktedir (Mkwata vd., 2021).

Calisgmamizda, saflagtirma iglemine tabi tutulan toplamda 35 adet bakteriyofaj 6rneginin
etki ettigi konak¢i spektrumunu belirlemek igin, P. aeruginosa suslari ve kiiltiir
koleksiyonumuzda bulunan E. coli, Salmonella, Shigella, Yersenia, Citrobacter,
Enterobacter, Listeria, Staphylococcus, Bacillus ve Enterococcus’un farkli tiir veya
suslari test bakterileri olarak kullanilmigtir. Diger bir ifade ile izole edilen bakteriyofajlar,
konake1 araligi aktivitelerinin tespit edilmesi amaci ile 13 tanesi P. aeruginosa susu
olmak tizere toplam 49 bakteri susuna kars1 test edilmistir. P. aeruginosa’ya 6zgii fajlarin

konak hiicre aralik sonuglar1 Cizelge 4.8-4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.8’de goriildiigii iizere, izole edilen fajlarin hicbirisinin P. aeruginosa KU,
ATAUI ve ATAU2 suslarina kars1 enfektif olmadiklari belirlenmistir. En yiiksek konakg1
araligina sahip olan fajlarin, vB_Pea-K6, vB_PeaK10 ve vB_PeaK13 oldugu ve bunlari

sirastyla VB_Pea-K8 ve vB Pae-K20 fajlarmin takip ettigi gozlenmistir. vB_Pea-K6,
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vB_Pea-K10 ve vB_PeaK13 fajlarinin test edilen 13 farkli P. aeruginosa suslarindan 10
tanesi (%76,92), vB_Pea-K8 fajinin 9 tanesi (%69,23), vB_Pea-K20 fajinin ise 8 tanesi
(%61,54) iizerinde litik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. izole edilen ii¢ fajin 7, alt1 fajin
6, bir fajin 5, {i¢ tanesinin ise 4 farkli P. aeruginosa suslarina kars1 etkili olduklar tespit
edilmistir (Cizelge 4.8). vB_Pae-B3, vB_PeaM1, vB_Pea-M5 ve vB_Pae-K15 fajlarinin
P. aeruginosa suslarina ilaveten Salmonella enteritidis MET-S1-742ye, vB_Pae-M6,
M7 ve M11 fajlarinin ise E. coli O157:H7 ATT 35150’ye kars1 enfektif etkiye sahip
olduklar1 belirlenmistir (Cizelge 4.9). izole edilen hi¢bir fajin Salmonella typhimurium
ve diger test edilen Salmonella enterica serovarlari ile diger Gram-negatif ve Gram-
pozitif bakteriler {izerine etkili olmadiklar: tespit edilmistir (Cizelge 4.10 ve 4.11).
Kanalizasyon suyundan izole edilen fajlarin konak¢i araligimin daha genis oldugu

goriilmistiir (Cizelge 4.8).

BrSP1 fajinin test edilen 37 farkli P. aeruginosa susunun 19’una (%51,4) karst litik
aktivite sergiledigi belirtilmistir (Melo vd., 2019).

Arumugam vd. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada izole edilen 94 fajdan sadece
APO025 ve AP006 fajlarmin MDR P. aeruginosa suslarina karsi iyi aktivite gosterdikleri

ve analiz edilen suslarin %30 ile %39,2’sine karsi etkili olduklar1 belirlenmistir.

19 farkli Pseudomonas fajinin, test edilen 33 farkli P. aeruginosa suslarinin 5 ile 26
tanesini enfekte ettigi bildirilmistir. Fajlardan & ve 001A fajlarinin en genis spektruma

sahip oldugu ve P. aeruginosa suslarinin sirasiyla %72,7 ve %75,8'ini enfekte ettigi
bildirilmistir (Knezevic vd., 2009). Pseudomonas'a 6zgli KMV ve LKD16 fajlarinin,

sirasiyla 74 adet P. aeruginosa suslarinin %2 ve %5'inde plak olusturabildigi belirtilmistir
(Ceyssens vd., 2006). Ong vd., (2020), $A01 ve $A02 fajlarinin, sirasiyla klinik P.
aeruginosa suslarinin (58 adet) %36,2 (%27,29’sinda berrak, %8,62’sinde bulanik plak)
ve %48,82'sini (%20,69’sinda berrak, %24,14’sinde bulanik plak) enfekte ettigini
bildirmislerdir.

P. aeruginosa’ya spesifik olan AM.P2 fajiin, konak hiicresi disinda test edilen Gram
negatif bakterilerden E. coli, Klebsiella pneumoniae ve Acinetobacter baumannii ye,
Gram pozitif Staphylococcus aureus’a karsi enfektif etkiye sahip olmadigi belirtilmistir
(Menon vd., 2021).

79



Bu tez galismasinda konak hiicre araligi en genis ve litik aktivitesinin daha iyi oldugu
belirlenen vB_Pea-K10 ve vB_Pea-K13 fajlari, karakterize etmek ve gidaya uygulamak

maksatlariyla se¢ilmis ve ¢alismanin bundan sonraki agamalarinda kullanilmistir (Sekil

4.2).
4.5 vB_Pea-K10 ve vB_Pea-K13 Fajlarinin Morfolojik Ozellikleri

Litik (viriilant) fajlar, konak hiicrelerine karsi tipik berrak plaklar olustururken konake1
hiicreleri (1liman fajlar) lizogenize etme yetenegi gosterebilen fajlar, bulanik plaklar

olustururlar (Hyman, 2019).

vB_Pea-K10 ve vB_Pea-K13 fajlarinin morfolojk 6zelliklerini ortaya koymak amaciyla
olusturduklart plak yapisi incelenmis ve TEM analizi gerceklestirilmistir. Her iki fajin
konak hiicrelerine karsi gosterdigi plaklarin berrak oldugu ancak boyutlarinin farkli
oldugu gozlenmistir. Dijital kumpasla yapilan 6lgiimde vB_Pae-K13 fajinin plak ¢apinin
3,47+0,09 mm, vB_Pae-K10 fajinin plak capmin ise 1,49+0,05 mm oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.2). Fajlarin berrak plaklar olugturmasi fajlarin litik karaktere

sahip olduklarin1 gostermektedir.

Knezevic vd. (2009), kanalizasyon, gol ve irmaktan izole edilen 19 adet P. aeruginosa’ya
0zgii fajlarin plak ¢aplarinin 0,5-5,0 mm arasinda degistigini ve bazi1 fajlarin plaklarinda
halelerin  oldugunu ifade etmislerdir. vB PaeM USP 1, vB_PaeM_USP_2,
vB PaeM_USP 3, vB PaeM_USP 18 ve vB PaeM USP 25 fajlarinin berrak plaklar

olusturduklar1 ve plak ¢aplarinin 0,8-2,4 mm arasinda degistigi belirtilmistir (Oliveira vd.,
2020).

Hastane atik suyundan izole edilen P. aeruginosa’ya 6zgii fajlarin turbit ve berrak plaklar
olusturduklart ve plak ¢aplarmin 1,0-3,0 mm arasinda degistigi belirtilmistir (Pires vd.,
2011). Jurczak-Kurek vd. (2016) yaptiklari ¢aligmada izole ettikleri P. aeruginosa
fajlarinin ¢aplarinin 1-2 mm arasinda oldugunu belirtmislerdir. Genel bir degerlendirme
yapildiginda, faj plaklarinin fajdan faja ve test edilen konak hiicreye bagli olarak farklilik

sergiledigi goriilebilmektedir.

80



Cizelge 4.8. izole edilen fajlarmn farkli P. aeruginosa suslarma kars: enfektif etkileri

Pseudomonas aeruginosa
RM22 | RM10 | RM18 | RM11 | RM30 | RM21 | RM24 | RM29 | RM16 | RM19
vB_Pae-B3 + - +* + - - + - + +
vB_Pae-B4 +* + +* + - + + - + +
vB_Pae-M1 - + + + - - + - - -
vB_Pae-M2 - + - + - + + - + -
vB_Pae-M3 - + + + - - + - - -
vB_Pae-M4 - + - + - + + - - -
vB_Pae-M5 - - - - + - - - - -
vB_Pae-M6 - + - - + - + - + -
vB_Pae-M7 - - - - + - + - + -
vB_Pae-M8 - - - - - - + - - -
vB_Pae-M9 - - - + - - - -
vB_Pae-M10 - + + + - - - -
vB_Pae-M11 - - - + - - - - - -
vB_Pae-K1 - + +* + + + + - + +
vB_Pae-K2 - - - + + - + + + +
vB_Pae-K3 +* + + + + + + +* - +
vB_Pae-K4 - + - - +* +* - + + -
vB_Pae-K5 + + +* + - - + - - -
vB_Pae-K6 + + + + + + + + + +
vB_Pae-K7 + + +* + - - + - - +
vB_Pae-K8 + + + + +* + + + + +
vB_Pae-K9 - + + + +* + + + - +
vB_Pae-K10 + + + + + + + + + +
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vB_Pae-K11 - + +* + - + + n ¥ _ N
vB_Pae-K12 - g = - +* + - + - - - -
vB_Pae-K13 + + + + + + + + + + - -
vB_Pae-K14 3 +3 +* +* - +* + - + - -
vB_Pae-K15 y + + - . +* - - - - -
vB_Pae-K16 + + + +* - 1 + - - - - -
vB_Pae-K17 + + + +* - + + +* +* - -
vB_Pae-K18 - + + + + - + - + - -
vB_Pae-K19 + + +* + +* - + +* - +* - -
vB_Pae-K20 - + + + - + + + + + - -
vB_Pae-K21 + + + + - - + - ¥ B 3
vB_Pae-K22 +* + + + - - + - + + - -

+, berrak litik plak; +*, bulanik plak; -, plak olusumu yok;

KU, Kirklareli Universitesi; ATAU, Atatiirk Universitesi

Cizelge 4.9. Izole edilen fajlarm farkli E. coli ve Salmonella enteritidis suslarma/serovarlarma kars1 enfektif etkileri

E.coli O157:H7 E. coli Salmonella enteritidis
25922 | 35150 | 43888 | 12900 | AIBU | BC21 |DCo | NU | CFAI DM | DM | MET | DMC8 | DM | ATTC | MET- | MET-

C3 | C31 | -S1- C22 | 13075 S1- S1-

512 411 742
vB_Pae-B3 - - - - - - - - - - - - - - - - +
vB_Pae-B4 - - - - - - - - - - - - - - - - -
vB_Pae-M1 - - - - - - - - - - - - - - - - +
vB_Pae-M2 - - - - - - - - - - - - - - - - +
vB_Pae-M3 - - - - - - - - - - - - - - - - +
vB_Pae-M4 - - - - - - - - - - - - - - - - +
vB_Pae-M5 - - - - - - - - - - - - - - - - +
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vB_Pae-M6 - + - -

vB_Pae-M7 - T+ - -

vB_Pae-M8 : - - -

vB_Pae-M9 - - - -

vB_Pae-M10 - - - -

vB_Pae-M11 - + - -

vB_Pae-K1 - - - -

vB_Pae-K2 - - - -

VB_Pae-K3 - - - -

vB_Pae-K4 - - - -

vB_Pae-K5 - - - -

VB_Pae-K6 - - - -

vB_Pae-K7 - - - -

vB_Pae-K8 - - - -

vB_Pae-K9 - - - -

vB_Pae-K10 - - - -

vB_ Pae-K11 - - - -

vB_Pae-K12 - - - -

vB_Pae-K13 - - - -

VB_Pae-K14 - - - -

vB_Pae-K15 - - - -

vB_Pae-K16 - - - -

vB_Pae-K17 - - - -

vB_Pae-K18 - - - -

vB_Pae-K19 - - - -

vB_Pae-K20 - - - -

vB_ Pae-K21 - - - -

vB_Pae-K22 - - - -

+, berrak litik plak; +*, bulanik plak; -, plak olusumu yok;



Cizelge 4.10. Izole edilen fajlarin farkl: Salmonella typhimurium ve diger Salmonella enterica serovarlarina kars: enfektif etkileri

Salmonella typhimurium

Tro0

SR I

Tr87

ATTC
14028

S. Telavis
DMCG2

S. Infantis
DMC20

S. Thomson
DMC 47

S.
Carvalis
DMC 86

S.
Anatum
DMC90

S.
Montevide
DMCS81

S.
Virchow
DMCS8

S.
Kentucky
DMC35

vB_Pae-B3

vB_Pae-B4

vB_Pae-M1

vB_Pae-M2

vB_Pae-M3

vB_Pae-M4

vB_Pae-M5

vB_Pae-M6

vB_Pae-M7

vB_Pae-M8

vB_Pae-M9

vB_ Pae-M10

vB_Pae-M11

vB_Pae-K1

vB_Pae-K2

vB_Pae-K3

vB_Pae-K4

vB_Pae-K5

vB_Pae-K6

vB_Pae-K7

vB_Pae-K8

vB_Pae-K9

vB_Pae-K10

vB_ Pae-K11
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vB_Pae-K12

vB_Pae-K13

vB_Pae-K14

vB_Pae-K15

vB_Pae-K16

vB_Pae-K17

vB_Pae-K18

vB_ Pae-K19

vB_Pae-K20

vB_Pae-K21

vB_Pae-K22

Cizelge 4.11. Izole edilen fajlarin diger bazi1 Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere kars1 enfektif etkileri

Enterobacter
aerogenes AU

Yersinia
enterocolitica O:9
AU

Citrbacter
ferundi AU

Enterococcus
feacalis
ATCC92212

Bacillus cereus
ATCC 10875

Listeria
monocytogenes
ATCC 19115

Staphylococcus
aureus ATCC25923

vB Pae-B3

vB Pae-B4

vB_Pae-M1

vB_Pae-M2

vB_Pae-M3

vB_Pae-M4

vB_Pae-M5

vB_Pae-M6

vB_Pae-M7

vB_Pae-M8

vB_Pae-M9
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vB_Pae-M10 - -

vB_Pae-M11 - -

vB_Pae-K1 - -

vB_Pae-K2 - -

vB_Pae-K3 - -

vB_Pae-K4 - -

vB_Pae-K5 - -

vB_Pae-K6 - -

vB_Pae-K7 - -

VB_Pae-K8 - -

vB_Pae-K9 - -

vB_Pae-K10 - -

vB_Pae-K11 - -

vB_ Pae-K12 - -

vB_ Pae-K13 - -

vB_Pae-K14 - -

vB_Pae-K15 - -

vB_Pae-K16 - -

vB_Pae-K17 - -

vB_Pae-K18 - -

vB_Pae-K19 - -

vB_Pae-K20 - -

vB_Pae-K21 - -

vB_Pae-K22 - -

+, berrak litik plak; +*, bulanik plak; -, plak olusumu yok;
AU, Ankara Universitesi



b)

Sekil 4.2. vB_Pea-K13 (a) ve vB_Pea-K10 (b) fajlarinin konuk hiicreleri RM24 ve
RM11’e kars1 olusturduklart plak goriintiileri

Fajlarin virion morfolojisi, elektron mikroskobu ile incelenmektedir. Ancak, ipliksi
fajlarin yalnizca mikroskobik analiz temelinde tanimlanmasinin zor olmasi ve diger
filamentlerle karistirilma riski nedenleriyle yalnizca kuyruklu viral pargaciklarin elektron
mikroskobunda incelenmesi daha uygun olmaktadir. Ayrintili siniflandirma igin
belirlenen parametreler: kafa ¢api, kuyruga dik genislik, kafa uzunlugu, kuyruk ¢ap1 ve

kuyruk uzunlugudur (Jurczak-Kurek, 2016).

Kuyruklu fajlarin olumsuz kosullarda en kararli grup oldugu, kasilabilen, kasilmayan
veya kisa kuyruklu fajlar arasinda duyarlilik agisindan 6nemli bir fark olmadigt
belirtilmektedir. Ayrica, biiyiik kapsitli (100 nm ¢apinda) fajlarin kapsit cap1 60 nm olan
fajlardan daha iyi hayatta kaldig: bildirilmektedir (Ackermann, 2004).

Transmisyon elektron mikroskobu kullanilarak yapilan inceleme sonucunda hem
vB_Pae-K10 fajinin hem de vB_Pae-K13 fajinin Caudovirales takimi i¢inde uzun esnek
kontraktil olmayan kuyruga sahip Siphoviridae ailesine ait olduklari belirlenmistir (Sekil
4.3 ve 4.4). Fajlarin yapisal boyutlarinin dl¢timleri Cizelge 4.12°de verilmistir. Cizelge
4.12 incelendiginde vB_Pae-K10 fajinin, bas ¢ap1 (87,24+2,57 nm) ve kuyruk genisligi
(13,19+0,61) bakimindan vB_Pae-K 13 fajindan (50,87+1,11 nm ve 11,91+0,46 nm) daha
biiyiik oldugu, kuyruk uzunlugu bakimindan ise daha kiigiik (126,60+6,0 nm Kkarsi
177,12+2,78 nm) oldugu goriilmistiir. Daha 6nce belirtildigi gibi, vB_Pae-K10 faji
vB_Pae-K13 fajindan daha kiigiik plaklar olusturmustur. Bu durum, Jurczak-Kurek vd.
(2016)’nin yaptiklari ¢alismadan elde ettikleri bulgular ile uyum gostermektedir.
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Genel kural olarak kuyruk uzunlugu <40 nm olan fajlar Podoviridae, uzun kuyruklu (>40)
ve kuyruk ¢ap1 >16 nm olan fajlar Myoviridae, uzun kuyruklu (>40) ve kuyruk ¢ap1 <16
nm olanlar Siphoviridae olarak smiflandirilmaktadir. Myoviridae ve Siphoviridae
arasindaki diger bir onemli farklilik ise kontraktil ve kontraktil olmayan kuyruk
yapilarina sahip olmalaridir (Ackermann, 1998). vB_Pae-K10 ve vB_Pae-K13 fajlar
Siphoviridae familyasinin tipik 6zelliklerini tagimaktadirlar. Siphoviridae familyasina ait
fajlar olduklar1 tespit edildigi i¢cin vB PaeS-K10 ve vB_PaeS-K13 olarak yeniden

adlandirilmislardir.

Sekil 4.3. vB_PaeS-K10 fajinin elektron mikroskobu goriintiisii

Sekil 4.4. vB_PaeS-K13 faj1 elektron mikroskobu goriintiileri

P. aeruginosa’ya kars1 enfektif olan fajlarin Caudovirales takimmin Myoviridae (Yuan
vd., 2019; Adnan vd., 2020; Arumugam vd., 2018; Gua vd., 2019; Oliveira vd., 2020;
Ong vd., 2020), Siphoviridae (Jamal vd., 2017; Knezevic vd., 2009; Arumugam vd.,
2018; Melo vd., 2019; Karumidze vd., 2012) ve Podoviridae (Knezevic vd., 2009;
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Karumidze vd., 2012; Menon vd., 2021) familyasinda yer aldigi birgok calismalarla

ortaya konmustur.

Cizelge 4.12. P. aeruginosa bakteriyofajlarinin yapisal dzelliklerine ait dl¢iimler

Bakteriyofaj Ozelligi vB_PaeS-K10 vB_PaeS-K13
Bas cap1 (nm) 87,24+2,57 50,87+1,11
Kuyruk uzunlugu (nm) 126,60+6,0 177,12+2,78
Kuyruk kalinlig1 (nm) 13,19+0,61 11,91+0,46

Knezevic vd. (2009), karakterize ettikleri yedi fajdan ikisinin (3, I) Podoviridae, besinin
(001A, J-2, o-1, -3 ve J-3) ise Siphoviridae familyasina ait olduklarini belirtmislerdir.
Siphoviridae familyasina ait olan fajlarin bas biyiikliiklerinin 61,27-8,25 nm, kuyruk
uzunluklarimin 113,32-258,13 nm ve kuyruk genisliklerinin 9,66-12,65 nm arasinda
oldugu bildirilmistir.

P. aeruginosa’ya spesifik 5 farkli bakteriyofajimn ikisinin (AP025 ve AP006) Myoviridae,
ti¢ fajin (AP002, AP067 ve APO084) ise Siphoviridae familyasina ait olduklari,
Myoviridiea ailesine ait olan fajlarin kapsit ¢aplarinin 68 ve 63 nm, kuyruk uzunluklarinin
108 ve 80 nm, kuyruk kalinliklarinin ise 9 nm oldugu bildirilmistir. Siphoviridae ailesine
ait olan fajlarin ise kafa ¢aplarinin 60-63 nm araliginda, kuyruk uzunluklarinin ise 110-

136 nm araliginda oldugu bildirilmistir (Arumugam vd., 2018).

vB _PaeM LS1 bakteriyofajin Myoviridae ailesinde yer aldigi, 70 nm ¢apinda bir
izometrik kafaya ve 120 nm uzunlugunda kontraktil kuyruga sahip oldugu bildirilmistir
(Yuan vd., 2019).

P. aeruginosa-2995'in susuna karst enfektif olan AZ1 bakteriyofajin Siphoviridae
ailesinin bir tiyesi oldugu, bas genisliginin 61 nm, bas uzunlugunun 49 nm, kuyruk
uzunlugunun 128 nm ve kuyruk genisliginin 10-15 nm oldugu belirtilmistir (Jamal vd.,
2017).
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Yukarida 6zetlenen ¢aligmalar incelendiginde P. aeruginosa suslarina karsi izole edilen
bakteriyofajlarin bas ¢api, kuyruk uzunlugu ve kalinlig1 bakimindan benzer morfolojik
Ozellikler tasidigr goriilebilir. Bu tez calismasi kapsaminda TEM mikroskobunda
incelenen fajlarin, benzer sekilde literatiir ile uyumlu morfolojik 6zelliklere sahip

olduklar1 goriilebilir (Cizelge 4.12).

4.6 Bakteriyofaj DNA’simin Saflastirilmasi ve Genom Biiyiikliigii

Faj DNA’smin kesilmesinin amaci, faj DNA'sinin boyutunun belirlenmesidir. Cesitli
restriksiyon enzimleri kullanilarak yapilan bu islem sonucunda, faj DNA uzunlugunu
hesaplamada yardimc1 olacak farkli bantlar elde edilmektedir. Restriksiyon
endoniikleazlar, kisa DNA dizilerini spesifik olarak taniyan ve DNA’y1 kesen
enzimlerdir. Baglica biyolojik islevleri, konak¢t genomunu yabanci DNA'ya (6zellikle
bakteriyofaj DNA'sina) karst korumaktir. Restriksiyon enzimleri belirli bir niikleotit
bolgesini tanir ve DNA’da ¢ift zincirli bir kesik olusturur. Taninan niikleotit bolgesi dort
veya sekiz baz dizisinden olusur ve ¢ogunlugu palindromiktir (baz dizisi bastan sona ve

sondan basa aynidir) (Pingoud ve Jeltsch, 2001).

Bu tez calismasinda bakteriyofajlarin molekiiler karakterizasyonu i¢in vB_PaeS-K10 ve
vB_PaeS-K13 faj DNA o6rnekleri, ECORI, BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile
kesim islemine tabi tutulmustur. Jel elektroforez sonucuna gore bakteriyofajlarin, 54,20
kb ve 44,06 kb uzunlukta niikleik asite sahip olduklari belirlenmistir. Kesim sonucunda
P. aeruginosa faj DNA o6rneklerinin her ikisinin de ECORI’e duyarli oldugu ve her iki
fajin da genetik olarak farkli oldugu belirlenmistir. Fajlarin genetik materyal olarak
dsDNA barindirdigin1 dogrulayan farkli bant uzunluklari sergiledigi belirlenmistir (Sekil
4.5). vB_PaeS-K10 faji, ECORI'in yani sira HindIIl enzimi tarafindan da kesilirken,
BamHI enzimi tarafindan kesilememistir. vB_PaeS-K13 6rnegi ise sadece EcoRI ile

kesilebilmig, BamHI ve HindIII restriksiyon enzimleri ile kesilmemistir.

vB_PaeS-K10 faji EcoRI enzimi ile kesildiginde 13 bant elde edilmistir. Elde edilen bant
biyiikliikleri sirasi ile; 22,36 kb, 6,0 kb, 5,60 kb, 3,94 kb, 3,20 kb, 2,80 kb, 2,40 kb, 1,90
kb, 1,55 kb, 1,40 kb, 1,30 kb, 1,0 kb ve 0,75 kb olup toplam genom biiyiikliigii 54.20 kb
olarak belirlenmistir. Ayni faj HindIII enzimi ile kesildiginde 13 bant elde edilmistir. Elde
edilen bant biiyiikliikleri sirasi ile; 24,60 kb, 6,0kb, 4,33 kb, 3,85kb, 3,32 kb, 2,90 kb, 2,0
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kb, 1,80 kb, 1,60 kb, 1,42 kb, 1,20 kb, 0,80 kb ve 0,40 kb olup toplam genom biiyiikligii
54,20 kb olarak belirlenmistir. BamHI enzimi ile kesildiginde ise 1 bant elde edilmis ve
elde edilen bant biiyiikliigiiniin 26,93 kb oldugu gortilmiistiir (Sekil 4.5).

vB_PaeS-K13 faji ECORI enzimi ile kesildiginde 7 bant elde edilmistir. Elde edilen bant
biiyiikliikleri sirasi ile; 17,79 kb, 11,70 kb, 4,20 kb, 3,57 kb, 3,05 kb, 2,0 kb ve 1,78 kb
olup toplam genom biiylikliigli 44,06 olarak belirlenmistir. S6z konusu faj Hindlll ve
BamHI enzimleriyle kesildiginde 1 bant elde edilmis ve elde edilen bantlarin biiyiikliikleri
sirastyla 23,89 kb ve 23,13 kb olarak hesaplanmistir. Bant biiyiiklikleri Lablmage
programu ile belirlenmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. P. aeruginosa fajlarindan izole edilen DNA’larin retriksiyon enzimleri ile
kesilmesi sonucu elde edilen bant goriintiileri. A, HindIII enzimi ile kesilen A DNA
Markiri; B, ECOR1 ile kesilen vB_PaeS-K10 faji; C, Hindlll ile kesilen vB_PaeS-K10
faji; D, BamHlI ile kesilen vB_PaeS-K10 faj1; E, HindIII enzimi ile kesilen A DNA
Markiri; F, EcCoR1 ile kesilen vB_PaeS-K13 faji; G, Hindlll ile kesilen vB_PaeS-K13
faji; H: BamHI ile kesilen vB_PaeS-K13 faji

Samal ve Nath (2015) yaptiklar1 bir galismada P. aeruginosa 'ya spesifik 11 bakteriyofajin
DNA’larin1 ECOR1 ve HindIII restriksiyon enzimleri ile kesim iglemine tabi tutmuslar ve
sadece iki faj DNA’sinin ECOR1 enzimi ile kesilebildigini, diger faj DNA’larmnin
kesilmedigini ifade etmislerdir. Ayrica higbir faj DNA’smin Hindlll enzimi ile
kesilmedigini belirtmiglerdir. Ward vd. (1993), bir¢ok bakteriyofajin DNA'sinin
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restriksiyon enzimlerinin faj DNA'sinin kesilmesini engelleyecek sekilde modifiye

edilmis DNA igerdikleri i¢in kesilemedigini ileri siirmektedirler.

PRL2 faj DNA’s1 EcoRI ve Hindlll enzimleri kesilme islemine tabi tutuldugunda
sirasiyla iki ve ti¢ farkli bant olustugu ve genom biiyiikliigiiniin 25.403 kb oldugu
belirlenmistir. SSPL8 faj DNA’s1 ayn1 enzimler ile kesildiginde 3 farkli bant olustugu ve
genom biiyiikliigliniin 29,877 kb oldugu bildirilmistir. Bu sekilde elde edilen restriksiyon
modelleri, fajlarin genetik olarak birbirinden farkli oldugunu gostermistir (Jagdale vd.,
2019).

P. aeruginosa PAQO'ya 6zgii bes farkli fajin genom biiyiikliiklerinin 23,0-24,0 kb
araliginda oldugu ve fajlarin hepsinin Hinfl ve BsuRI'ye duyarli olduklari, genetik
materyal olarak dsDNA igerdikleri ve genetik olarak farkli olduklar1 belirtilmistir
(Kumari vd., 2009a).

Adnan vd. (2020), MA1 faj DNA’sinin EcoR1 restriksiyon enzimi ile kesilmesi
sonucunda 1-20 kb arasinda degisen farkli boyutlarda 5 bant olustugunu, genom
biiyilikliigiiniin yaklasik 50 kb oldugunu ve fajin niikleik asit olarak dsDNA'ya sahip

oldugunu belirtmislerdir.

Buzdik (2000), yaptigi calismada P. aeruginosa'ya spesifik #3 bakteriyofajinin
DNA’smmin BamHI, Notl, Pstl, EcoRIl, Tagl ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile

kesilemedigini ve genom biiyiikliigiiniin 10-15 kb oldugunu belirtmislerdir.

4.7 Bakteriyofajlarin Tek Asamal Gelisim Kurveleri

Tek asamal1 gelisim kurvesi, bakteriyofajlarin latent donem, patlama zamani ve patlama
biiyiikliikleri hakkinda bilgi vermektedir. Latent donem, bakteriyofajin konake¢iya
baglamasindan yeni fajlarin ortama yayilmasina kadar gegen siireyi belirtir. Bu siire
sonunda bakteri digina yayilarak serbest hale gelen bakteriyofaj sayisinin latent donemin
baslangicinda enfeksiyona maruz kalan bakteri sayisina orani patlama biiyilikligiidiir
(Yordpratum vd., 2011). Tek asamali gelisim kurvesi iki béliimden olusmaktadir. Bunlar;
latent donem ve liziz dénemdir. Latent donem de 2 asamay1 kapsamaktadir. Ilk asama,

eklips donem olup faj bilesenlerinin ayr1 ayr1 sentezlendigi ve heniiz bir araya gelmedigi
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donemdir. ikinci asama ise montaj ya da olgunlagsma donemi olup, faj bilesenlerinin bir
araya toplandig1 ve olgun faj partikiillerinin olustugu asamadir. Liziz donem, montajt
tamamlanan olgun faj partikiillerinin litik enzimler ile hiicreyi liziz ederek patlayip disar1

salindigr donemdir (Tunail, 2009).

vB_PaeS-K10 ve vB PaeS-K13 fajlarinin tek asamali gelisme kurveleri Sekil 4.6 ve
4.7°de, latent donemleri, patlama zamanlar1 ve patlama biiytikliikleri ise Cizelge 4.13’de

verilmistir.
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Sekil 4.6. vB_PaeS-K10 faj1 tek asamali gelisim kurvesi
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Sekil 4.7. vB_PaeS-K13 faj1 tek asamal1 gelisim kurvesi

Cizelge 4.13. Bakteriyofajlarin latent donemleri, patlama zamanlar1 ve patlama

biiyiikliikleri
2 - Latent Donem Patlama Biiyiikliigii
Bakteriyofaj (dk) Patlama Zamam (dk) (pob/Hiicre)
vB_PaeS-K10 75 30 34,86
VB_PaeS-K13 20 35 35,95

Calisgmamizda vB_PaeS-K10 fajinin latent periyodunun 75 dakika, patlama zamanimn 30
dakika ve patlama biiyiikligiiniin 34,86 oldugu; vB_PaeS-K13 faj1 i¢in ise bu degerlerin
sirasiyla 20, 35 dakika ve 35,95 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.6 ve 4.7).

Whitman ve Marshall (1971), psikrofilik Pseudomonas fragi’ye 6zgii WY ve PSI
fajlarimin gelisim kurvelerini 7°C ve 20°C'de belirledikleri bir ¢caligmada, her iki fajin
farkli biiylime kinetikleri gosterdiklerini saptamiglardir. 7°C'deki PSI fajinin latent
periyodunun 1,5-2 saat, WY fajim latent periyodunun ise 3,5-4 saat siirdiigii, patlama
biiyiikliiklerinin ise sirasiyla 118 ve 529 oldugu belirlenmistir. 20°C'de gergeklestirilen
tek asamali gelisim kurvesi deneylerinin, 7°C'deki degerlerden daha biiylik patlama

boyutlar1 ve daha kisa latent periyotlar1 gosterdigi tespit edilmistir.
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P. aeruginosa'ya spesifik MA-1 bakteriyofajinin latent periyodu ve patlama boyutunun
sirasiyla 30 dakika ve 330 viryon oldugu bildirilmistir (Adnan vd., 2020). vB_PaeM_LS1
fajinin latent siiresinin yaklasik olarak 30 dakika, ortalama patlama boyutunun 98 oldugu
tespit edilmistir (Yuan vd., 2019).

vB_PaeM_SCUT-S1. D S1 fajmin latent periyodunun 40 dakika, patlama stiresinin 10
dakika ve patlama sayismin 134 viryon, vB_PaeM_SCUT-S2 faj1 i¢in bu degerlerin
sirasiyla 25 dakika, 30 dakika ve 40 viryon oldugu bildirilmistir (Guo vd., 2019).

vB_PaeS-K10 ve vB_PaeS-K13 fajlarina benzer olarak vB_PaeM_USP_1,
vB PaeM_USP 2, vB PaeM_USP_ 3, vB PaeM _USP 18 ve vB _PaeM_USP 25
fajlarinin latent periyotlarinin yaklasik 30 dakika oldugu, patlama biiyiikliiklerinin 22 ile
46 faj partikiilii arasinda degistigi belirtilmistir (Oliveira vd., 2020). Patlama
biiyiikliigiiniin bakteriyel gelisme orani ile iligkili oldugu, bakteriyel gelisme hizi ile

dogrusal olarak arttig1 belirtilmektedir (Nabergoj vd., 2018).

4.8 Enfeksiyon Coklugu Degeri

Enfeksiyon ¢coklugu degeri (MOI), bir konak hiicreyi enfekte eden faj sayisi olarak ifade
edilmektedir. Coklu enfeksiyon, kelimenin tam anlamryla, faj sayisinin bakteri sayisina
oranidir (yalnizca bakteriye saldiran ve daha sonra bakteriyi enfekte eden fajlarin sayilar
hesaba katilir). Anti-faj direng mekanizmasina sahip bakterilerde adsorbe olan fajlarin
timi etkili bir enfeksiyon gergeklestiremez. Bu nedenle etkili faj adsorpsiyonu, etkili faj
enfeksiyonuna donlismez. Yani, adsorpsiyon ile enfeksiyon ayni anlama sahip degildir.
Bu durumu, tam anlamiyla tanimlayan MOI kavramidir (Abedon, 2016). Bakteriyofaj
sayisinin artmasi, bakteri-faj arasindaki enfeksiyon coklugu degerine bagli olarak
degismektedir. Bu nedenle secilen bakteriyofajlarin en yiiksek sayiya ulagsmasi i¢in uygun

MOI tespit edilmelidir (Pringsulaka vd., 2011).

Enfeksiyon ¢oklugu degeri acgisindan sonuglar incelendiginde en ¢ok faj iiremesinin
gerceklestigi MOI degeri vB_PaeS-K10 faj1 i¢in 10, vB_PaeS-K13 faj1 i¢in ise 0,01
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.8). Gida uygulamalarinda bakteriyofajin MOI degerinin
diisiik olmasi, kullanilacak faj miktarinin azalmasina neden oldugu i¢in 6nemli bir avantaj

olarak kabul edilmektedir (Sharma, 2013). Ancak, yiiksek MOI degerine sahip
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bakteriyofajlar, “disaridan liziz (lysiz from without, LO)” ad1 verilen islemle bakterileri
Oldiirmede oldukca etkili olabilirler. Bu siireg, cok sayida bakteriyofajin her bir bakteri
hiicresine yapismasint hizlandirir. Bakteri hiicresi, ¢ok sayida bakteriyofajin hiicre
duvarina agtig1 delikleri hizli bir sekilde onaramaz. Bu durum, hiicre duvarini ve zar

biitiinliiglinii zayiflatir. Sonug olarak, hiicre lizizi gergeklesir (Monk vd., 2010).

Fitopatojen Pseudomonas spp.'ye karsi etkili PRJL2 ve SS$L8 bakteriyofajlarinin
optimum MOI degerlerinin sirasiyla 0,1 ve 0,01 oldugu bildirilmistir (Jagdale vd., 2019).
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Sekil 4.8. vB_PaeS-K10 ve vB_PaeS-K13 bakteriyofajlarin MOI degerleri: vB_PaeS-
K10 (a) ve vB_PaeS-K13 (b)
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4.9 Fajlarin Konakg¢1 Hiicreye Adsorpsiyonu

Adsorpsiyon hizi, her bir faj-konakg1 ¢iftinin deger Ozelligidir ve faj/konak
konsantrasyonuna bagli olarak degisebilir. Bakteriyofajlar, viryon hareketinden sorumlu
belirli yapilara sahip olmadiklar1 ve sonug olarak bagimsiz hareket edemedikleri i¢in
adsorpsiyon siireci, aktif kiitle yasasi ile tanimlanan rastgele faj-hiicre ¢arpismasinin
sonucudur. Bu nedenle, viryonlarin ve bakteri hiicrelerinin konsantrasyonu arttikca,
rastgele carpigmalarin sayisinin artma egiliminde oldugu ve bunun da daha yiiksek
adsorpsiyon oranina yol agtig1 goriilebilir. Adsorpsiyon hizi ayrica, bir dizi farkli spesifik
olmayan fiziksel-kimyasal faktorlere (pH, sicaklik, belirli maddelerin ve iyonlarin
ortamdaki varlig1), konake1 fizyolojik durumuna ve kiiltiir kosullarina baglidir. Konake1
hiicre ylizeyindeki virion adsorpsiyonu, genellikle 2 asamali bir siirectir: Geri
dondiiriilebilir ve geri dondiiriilemez baglanma. Her ikisinde de molekiiler etkilesim
mekanizmalarmin adsorpsiyon asamalari, farkli faj konak sistemlerine 6zeldir ve farkl
taksonomik gruplarin temsilcilerinde 6nemli dlgiide farklilik gosterebilir. Kural olarak
niikleik asidin penetrasyonu, geri doniisii olmayan adsorpsiyon asamasindan sonra
gerceklesir. Bu iglemin mekanizmalar1 her faj veya faj grubu icin spesifiktir.
Elektrokimyasal membran potansiyeli, ATP molekiilleri ve peptidoglikan tabakasinin
enzimatik boliinmesi gibi parametrelerin her biri veya her ii¢ faktor, genetik materyalin

bakteri hiicresine niifuz etmesi i¢in hayati 6neme sahip olabilir (Rakhuba vd., 2010).

Bakteriyofajlarin konakgilarina adsorbe olma ve enfekte etme kabiliyetlerini etkileyen en
onemli faktorler bakteri hiicresi ve bakteriyofaj sayilaridir. Bakterileri ortadan kaldirmak
icin bakteriyofajlarin kullanimina iliskin yapilan birgok ¢alismada, genellikle mililitre
basina yaklasik olarak 107 veya 10® hiicre gibi yiiksek konsantrasyonda tek bir
bakteriyofaj susu ile tek bir bakteri hiicresi kullanilmaktadir (EFSA, 2009). Pseudomonas
bakteriyofajlari ile yapilan caligmalar, mL basina 102 hedef hiicreye kadar az miktarlarda
bakteriyofajla da replikasyonun meydana geldigini gostermistir (Kokjohn ve Sayler,
1991; Greer, 2005).

Adsorpsiyon orani, yalnizca konakg1 fizyolojik durumuna ve kiiltiirel kosullara baglh
degildir. Ayn1 zamanda, sicaklik, pH, ozmolarite, iyonik gii¢, elektrolit gereksinimleri
(Mg*2 ve Ca* gibi iki degerlikli katyonlar), adsorpsiyon kofaktorleri (faj T4 durumunda

L-triptofan) ve hatta karistirma durumu gibi ¢esitli spesifik olmayan fiziksel-kimyasal
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faktorlerden de etkilenebilir (Nabergoj vd., 2018). Bazi viriisler, belirli katyonlar
tarafindan inaktivasyona kars1 korunurken bazi katyonlar, viriisleri inaktive edebilirler.
Genel olarak, iyonik tuzlarin ve katyon degerlerinin konsantrasyonu’nun artmast, viriis
baglanmasini artirir. Pargacik yapisi, fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktorlerle baglanma-

ayrilma ve inaktivasyon da belirleyici bir faktor olabilir (Kurtboke, 2012).
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Sekil 4.9. Bakteriyofajlarin konak hiicrelerine adsorpsiyon oranlari: vB_PaeSE-K10 faj:
(@) ve vB _PaeS K13 faj1 (b)
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vB_PaeS-K10 ve vB_PaeS-K13 fajlarinin konak hiicrelerine adsorbsiyon oranlar1 iki
degerlikli Ca*? iyonlar1 varligi ve yoklugunda incelenmis ve sonuglar, Sekil 4.9°da
sunulmustur. Sekillerde de goriildiigii iizere Ca*? iyonlarinm her iki fajin konak
hiicrelerine adsorpsiyon Oranlari {izerine etkisi dnemli bulunmustur (p<0,05). vB_PaeS-
K10 ve vB_PaeS-K13 fajlarinin konuk hiicreleri olan P. aeruginosa RM11 ve P.
aeruginosa RM24’e adsorpsiyon oranlarinin inkiibasyon islemin ilk 10 dakikasinda
sirastyla %12,17 ve %10,67 oldugu, inkiibasyonun 60’mci1 dakikasinda %71,30 ile
%66,33 ¢ikt1g1 (¢ok hizli bir sekilde adsorbe olduklari) gézlenmistir. Bu oranlarin Ca*?
iyonlar1 varliginda inkiibasyonun 10’uncu dakikasinda %27,88 ve %18,67, 60’mnc1

dakikasinda %92,79 ve %90,33 oldugu gozlenmistir (Sekil 4.9).

Benzer sekilde, MALl fajmm konak hiicreye adsorpsiyonu iizerine Mg™ ve Ca™

iyonlarmin etkisinin 6nemli oldugu belirtilmistir (Adnan vd., 2020).

Jamal vd. (2017) de yaptiklar1 calismada, Ca*? iyonlarinin P. aeruginosa’ya 6zgii AZ1
bakteriyofajinin konakg¢iya adsorpsiyon siirecini stabilize ettigini ve adsorbe olan hiicre

sayisini arttirdigini ortaya koymuslardir.
4.10 Konak Hiicreye Karsi Bakteriyofajlarin Litik Aktiviteleri

Bakteriyofajlarm litik aktiviteleri, hem tek baslarina hem de kokteyl olarak (108 pob/mL)
konak hiicrelerine (5,50-5,85 log kob/mL) kars1 iki farkli sicaklikta, 4 ve 37°C’de ayr1
ayr1 nutrient sivi besiyerinde test edilerek belirlenmistir. Analiz sonuglari, Sekil 4.10 ve
4.11°de sunulmustur. Sekillerden de goriildiigi tizere, vB_PaeS-K10 ve vB_PaeS-K13
fajlarn gerek tek baslarma gerekse kokteyl olarak uygulandiklarinda 37°C’de P.
aeruginosa konak hiicre sayisinin, inkiibasyon isleminin 1’inci saatinden itibaren
azalmaya basladigi goriilmektedir. P. aeruginosa RM11 bakterisine vB_PaeS-K10
bakteriyofaj1 ve kokteyl (vB_PaeS-K10 + vB_PaeS-K13) ayr1 ayr1 uygulandiginda 600
nm’de adsorbans degerleri baglangigta 0,25-0,26 civarindayken, 6. saat sonunda
adsorbans degerlerinin sirasiyla 0,035 ve 0,002’ye diistiigii gézlenmistir (Sekil 4.10). P.
aeruginosa RM24 bakterisine vB_PaeS-K13 ve kokteyl faj uygulandiginda 600 nm’deki
adsorbans degerlerinin 0,25-0,26’dan 0,041 ve 0,006’ya distiigii saptanmistir.
Bakteriyofaj uygulanmayan, sadece P. aeruginosa iceren kontrol 6rneklerinde bakteri
sayisinin inkiibasyon siiresi boyunca arttigi gozlenmistir (Sekil 4.11). Alt1 saatlik
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inkiibasyon siiresi igerisinde, bakteriyofaj uygulanmayan kontrol Orneklerinde P.
aeruginosa RM11 ve P. aeruginosa RM24 hiicre yogunlugunun sirasiyla 0,25’den 0,41°¢
ve 0,27’den 0,68’¢ yiikseldigi belirlenmistir (Sekil 4.10-4.11).

vB_PaeS-K10 ve vB_PaeS-K13 fajlarinin konak hiicreleri olan P.aeruginosa RM11 ve
P. aeruginosa RM24 bakterileri tizerine inhibitor etkileri NB besiyerinde tek tek ve
kokteyl olarak buzdolabi kosullarinda da belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda fajlarin
tek baslarina ve kokteyl olarak kullanildiklarinda depolama islemi sirasinda bakteri
absorbans degerlerinin azaldig1 ve konak hiicrelerine karsi litik aktivite sergiledikleri
gozlenmistir (Sekil 4.10-4.11). vB _PaeS-K10 bakteriyofaji ve kokteyl faj uygulamasi
sonucunda P. aeruginosa RM11 hiicre yogunlugunun 6 saatlik inkiibasyon isleminin
sonunda sirastyla 0,23’ten 0,065 ve 0,23’ten 0,040’a distiigli belirlenmistir. P.
aeruginosa RM24 hiicre yogunlugunun ise vB_ PaeS-K13 faj uygulamasinda 0,22’den
0,056’ya, kokteyl faj uygulamasi sonucunda 0,23 ’ten 0,044’e diistiigii gozlenmistir (Sekil
4.10-4.11). Sonuglardan da goriildigii tizere bakteriyofajlarin 37°C ile 4°C’deki litik
aktiviteleri karsilastirildiginda litik aktivitelerinin 37°C’de daha iyi oldugu gézlenmistir.

Enzimler, duragan fazdaki bakteri hiicrelerine karsi etkili olurken, bakteriyofaj
partikiilleri daha cok metabolik olarak aktif ve replike olan hiicrelere kars1 yiliksek etkinlik
gostermektedirler (Park vd., 2011). Litik aktivite siirecinde bakteri yogunlugunda etkili
bir diisiis i¢in aktif bakteri metabolizmasina ihtiyac vardir. 4°C’de bakteri mekanizmasi
yeterince aktif olmadigi i¢in 37°C’ye gore biraz daha yavas bir diislis gozlenmemistir. Bu
durum, faj ve bakteri arasinda yeterince etkilesim olusamamasina ya da fajin ¢ogalmasi

i¢in uygun kosullarin tam olarak saglanamamasina da baglanabilir.

P. aeruginosa ATCC 27853, BOI1JO ve Lfar01 suslarina kars1 Pseudomonas BrSP1 fajinin
litik aktivitesinin belirlendigi bir ¢alismada, faj uygulamas: sonucunda bakteri hiicre
poplilasyonunda kayda deger bir azalma oldugu ve bakteri liremesinin yaklasik 12 saate
kadar kontrol altinda kaldigi, ancak 24 saat sonunda enfekte olan ve olmayan

numunelerin hiicre yogunlugunun hemen hemen ayni oldugu belirlenmistir (de Melo vd.,

2019).
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Sekil 4.10. vB_PaeS-K10 fajinin 37°C ve 4°C’de P. aeruginosa RM11’e kars litik

37°C

—o—vB_PaeS-K10
—e— Kokteyl
—eo— Kontrol (PA)

Siire (saat)

4°C

1

—0—VvB_PaeS-K10
—e— Kokteyl
—e—Kontrol (PA)

1 2 3 4 5 6

Siire (saat)

aktivitesi

102




0.75 37°C
0.70 - —VB_PaeS-K13

0.65 - — Kokteyl

0.60 —— Kontrol (PA)

0.55
0.50
0.45
0.40
0.35
0.30 1
0.25 +
0.20
0.15
0.10
0.05
0.00

Absorbans Degeri (600 nm)

Siire (saat)

4°C
0.25 I
‘\\: —® ¢ $ ¢ —2
0.20 ~
0.15 A
0.10 ~

—e—vB_PaeS-K13
0.05 1 Kokteyl
—eo— Kontrol (PA)

0.00 T T T T T T
0 1 2 3 4 ) 6 7

Absorbans Degeri (600 nm)

Siire (saat)

Sekil 4.11. vB_PaeS-K13 fajinin 37°C ve 4°C’de P. aeruginosa RM24’¢ kars litik
aktivitesi

4.11 Fajlarm pH ve Sicaklik Stabiliteleri

P. aeruginosa fajlarmin termal stabilite sonuglar1 Sekil 4.12 ve 4.13’te verilmistir.
Sekilde de goriildiigii tizere her iki fajin 50°C ve 60°C’de 5, 15, 30 ve 60 dakika uygulanan

1s11 islem kosullarinda aktivitelerini koruduklar1 ve dolayisiyla faj titrelerinde bir
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degisimin olmadig1 belirlenmistir (p<0,05). vB_PaeS-K10 fajinin termal stabilitesinin
vB-PaeS-K13 fajia gore daha iyi oldugu gézlenmistir. vB-PaeS-K13 fajinin 70 °C’de 5
dakika uygulanan 1sil islemden sonra faj titresinde 6,04 log’luk azalma oldugu, ayn
sicaklikta 30 dakika sonra aktivitesini tamamen kaybettigi belirlenmistir (Sekil 4.13).
vB_PaeS-K10 fajinin 70°C’de uygulanan 1s1l islem normlarinda aktivitesinde yaklasik
2,0-2,5’log’luk azalma oldugu (p<0,05), 90°C’de 5, 15, 30 ve 60 dakika uygulanan 1sil
islemlerden sonra titresinde sirasiyla 7,12, 7,15, 7,28 ve 7,76’luk diisiisler oldugu
gozlenmistir (p<0,05). 95°C’de 5 dakika 1sil islemden sonra vB_PaeS-K10 faji
aktivitesini tamamen kaybetmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. vB_PaeS-K10 fajinin sicaklik stabilitesi

MA-1 bakteriyofajinin sicaklik stabilitesini ortaya koymak amaciyla yapilan ¢alismada
ilgili faj, 37-80°C’de 1 saat inkiibasyon islemine tabi tutulmus ve sonugta 37-65°C
araliginda aktivitesini korudugu, 70°C'de aktivitesinde 6nemli diizeyde diisme meydana

geldigi ve 80°C’de aktivitesini tamamen kaybettigi tespit edilmistir (Adnan vd., 2020).

Pseudomonas fragi’ye 6zgii psl ve wy' fajlarinin 60°C’de 30 dakika 1si1l isleme tabi
tutulduklarinda aktivitelerinde sirasiyla %99 ve %39 diizeyinde bir azalma oldugu
bildirilmistir (Whitman ve Marshall, 1971).
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Sekil 4.13. vB_PaeS-K13 fajinin sicaklik stabilitesi

Bakteriyofajlarin 1siya dayanikliligi, kaynak ve konak¢i sistem ile iliskilidir.
Bakteriyofajlar genellikle konak¢1 bakterilerinden daha fazla 1siya dayaniklidirlar. Bu
durum, konakg1 bakteri 6ldiikten sonra fajlarin hayatta kalabileceklerini gostermektedir
(Greer, 1988; 2005). Fajlar, ¢ogu vejetatif bakteriden daha fazla 1siya dayanikli
olabileceginden, bazi gidalara rutin olarak uygulanan 1sil islemlerden kurtulabilirler

(Hudson vd., 2005).

Biyoteknolojik amaglar i¢in termostabil faj partikiillerinin elde edilmesiyle ilgili
calismalara dayanarak, faj kapsid proteinleri iginde disiilfid ¢apraz baglarin olusumunun,
fajin termal denatiirasyona kars1 stabilizasyonunda onemli bir rol oynayabilecegi 6ne
stirtilmiistiir (Jurczak-Kurek vd., 2016). Caldeira ve Peabod (2007) tarafindan yapilan bir
caligmada, yiiksek 1s1ya dayanikli Pseudomonas RNA faji olan PP7'yi disiilfid baglarini
indirgeyen 1,4-ditiyotreitol varliginda ve yoklugunda 90°C'de 2 dakika 1s1l isleme tabi
tutmugslar ve 1,4-ditiyotreitol ile muamele edilen PP7 fajinin belirtilen 1s1l iglemlerden

sonra aktivitesini kaybettigini gozlemlemislerdir.

Bakteriyofajlarin farkli pH degerlerine karsi stabilitelerini belirlemek i¢in yapilan analiz
sonucunda, P. aeruginosa’y: enfekte eden her iki fajin pH 2-12 degerleri arasinda aktivite
gosterdikleri, ancak pH 1 ve 13 degerlerinde aktivitelerini kaybettikleri tespit edilmistir
(Sekil 4.14 ve 4.15). pH 2 degerinde vB_PaeS-K10 ve vB_PaeS-K13 fajlarinin
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aktivitesinde sirasiyla 2,37 ve 4,85 log pob/mL diizeyinde azalma oldugu goriilmiistiir
(p<0,05). vB_Pae-K13 faji i¢gin ise 4,60 log’luk bir diisiis gbzlenmistir. Her iki fajin pH
3-12 arasinda stabil biyolojik aktivite sergiledikleri ve faj titrelerinde Oonemli bir
degisimin olmadig1 saptanmistir (p>0,05). Bu durum, ilgili fajlarin genis bir pH araliginda
aktivite gosterebildigini ve hem asidik hem de bazik ortamlarda rahatlikla

kullanilabileceklerini ortaya koymaktadir.

Faj MA-1’in pH stabilitesi, 37°C'de 15 saat siiresince yapilan analizler sonucunda
belirlenmis ve en yiiksek stabilite pH 7°de gozlenmistir. Faj MA-1, pH 5, 7, 9 ve 11'de
stabilite gosterirken, pH 3'te en diisiik aktiviteyi gdstermistir. PH 1'de plak olusumu
gozlenmezken, pH 7'de yiiksek plak olusumu gozlenmistir (Adnan vd., 2020).

Whitman ve Marshall (1971), psi fajinin asit inaktivasyonuna wy fajindan daha duyarl
oldugunu ve pH 3’te her iki fajin aktivitesinde %99’un lizerinde bir azalma meydana
geldigini belirtmislerdir. Kanalizasyon sularindan izole edilen 10 farkli Pseudomonas
fajinin pH 2’de aktivitelerini tamamen kaybettikleri, pH 4’te 2 fajin aktivitelerini
tamamen, geriye kalanlarin ise %10 ile %86,7 oraninda koruduklari, pH 10°da da 7 fajin
aktivitelerini tamamen koruduklari belirlenmistir. pH 12'de ise faj aktivitelerinde dnemli

diizeyde azalmalarin (%26,7-99) oldugu belirtilmistir (Jurczak-Kurek vd., 2016).

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

pH

Bakteriyofaj Sayisi (log pob/mL)
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1

Sekil 4.14. vB_PaeS-K10 fajinin pH stabilitesi
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Sekil 4.15. vB_PaeS-K13 fajinin pH stabilitesi

412 Fajlarin Biyokoruyucu Olarak Tavuk Etinde Kullanim Olanaklarinin

Belirlenmesi

vB_PaeS-K10 ve vB_PaeS-K13 bakteriyofajlarinin ikisi de P. aeruginosa RM11 susuna
kars1 etkili olduklarindan tez ¢calismasinin bu kisminda, s6z konusu bakteri test bakterisi
olarak kullanilmigtir. P. aeruginosa fajlarinin tavuk etinde konak bakterisine karsi
etkinligini belirlemek amaciyla, aseptik kosullarda hazirlanan tavuk gdgsii etleri 3,08-
3,12 log kob/g ve 5,30-5,46 log kob/g diizeyinde 8,30-8,39 log pob/g dozda vB_PaeS-
K10, vB_PaeS-K13 ve kokteyl faj ile ayri ayr1 muamele edildikten sonra buzdolabinda
(4°C) muhafaza edilmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda 3,08-3,12 log kob/g diizeyinde P. aeruginosa RM11 ile
kontamine edilen tavuk gogsii Orneklerinde fajlarin tek tek ve kokteyl olarak
uygulandiklarinda depolamanin birinci giliniinden itibaren ve depolama siiresince
Pseudomonas sayisini tespit edilebilir seviyenin altina disiirdiigii belirlenmistir (Cizelge
4.14). Bakteriyofaj uygulanmayan kontrol 6rneginde ise depolamanin 5’inci giliniine
kadar P. aeruginosa RM11 sayisinda 6nemli bir degisimin olmadigi, depolamanin
sekizinci giiniinde diisiik diizeyde de olsa bir azalma (p>0,05) oldugu gozlenmistir
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(Cizelge 4.14). So6z konusu aymi 6rneklerde faj sayilarinda depolama siiresince 6nemli
bir degisimin olmadig1 (p>0,05) ve dolayisiyla depolama siiresince fajlarin stabilitelerini

koruduklart gézlenmistir (Sekil 4.16).

Yiksek diizeyde (5,30-5,40 log kob/g) P. aeruginosa RM11 ile inokiile edilen tavuk
g0gis eti orneklerine de vB_PaeS-K10 ve vB_PaeS-K13 fajlar1 ve kokteylleri 8,30-8,39
log pob/g diizeyinde uygulandiginda Pseudomonas sayisinin etkili bir sekilde azaldigi
saptanmistir (Cizelge 4.15). vB_PaeS-K10 ve vB_PaeS-K13 fajlari sirastyla depolamanin
2’nci saatinde 0,23 ile 0,54 log’luk (p>0,05), birinci giiniinde 2,78 ile 3,44 log’luk
(p<0,05) ve tigilincti giintinde ise 3,50 ile 4,22 log’luk (p<0,05) azalmaya neden olmustur.
vB_PaeS-K10 fajinin depolamanin 8’inci giliniinde, vB PaeS-K13 fajinin ise
depolamanin 5’inci giiniinde Pseudomonas sayisini tespit edilebilir diizeyin altina
indirdigi belirlenmistir. vB PaeS-K10 ve vB_PaeS-K13 fajlar1 kokteyl halinde
kullanildiklarinda sinerjist etki olusturarak depolamanin ikinci saatinde 2,02 log’luk
azalmaya neden olmus ve depolamanin birinci giiniinden itibaren Pseudomonas sayisini
tespit edilebilir seviyenin altina diistirmiistiir. Bu azalma, hem kontrol hem de diger
fajlarla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir diisiisii ifade etmektedir (p<0,05)
(Cizelge 4.15). Faj uygulanmayan, sadece P. aeruginosa RM11 ile inokiile edilen kontrol
orneginde ise bakteri sayisi, depolamanin 5’inci giinline kadar hemen hemen sabit kalmis
(p>0,05), 8’inci giiniinde ise bakteri sayisinda biraz azalma meydana gelmistir. Bu
azalmanin baslangi¢ bakteri kontaminasyon seviyesi ile karsilagtirildiginda istatiksel

olarak dnemli oldugu belirlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.14. 4°C’de depolanan tavuk etlerine yaklasik 10° kob/g diizeyinde inokiile
edilen P. aeruginosa RM11 susuna karsi P. aeruginosa fajlarinin inhibitor etkisi

) 4°C’de Depolama
Ornekler
0. saat 2. saat 1. giin 3. glin 5. glin 8. glin
vB_PaeS-K10 | 3,08+0,03% | 2,95+0,232 1> 1> 1> 1>
vB_PaeS-K13 | 3,10+0,10% | 2,16+0,35~ 1> 1> 1> 1>
Kokteyl 3,09+0,0942 1> 1> 1> 1> 1>
PA* 3,12+0,09%2 | 3,15+0,08” | 3,30+0,09%2 | 3,30+0,10%% | 3,02+0,432 | 2,59:+0,13A°

*PA, kontrol, sadece Pseudomonas aeruginosa RMI11 igceren kontrol 6rnegidir. Biiyiik harfler ayni
stitundaki degerler arasindaki istatistiksel farklari, kiigiik harfler ayni satirdaki degerler arasindaki
istatistiksel farklar1 gostermektedir.
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Sekil 4.16. P. aeruginosa fajlarinin 4°C’de yaklagik 3,10 log kob/g diizeyinde P.
aeruginosa RM11 ile inokiile edilen tavuk etlerinde stabilitesi

Cizelge 4.15. 4°C’de depolanan tavuk etlerine yaklasik 10° kob/g diizeyinde inokiile
edilen P. aeruginosa RM11 bakterisine kars1 P. aeruginosa fajlarinin inhibitor etkisi

4°C’de Depolama

Ornekler
0. saat 2. saat 1. glin 3. giin 5. giin 8. glin
vB_PaeS-K10 | 5,37+0,1672 | 5,14+0,1742 | 2,59+0,127° | 1,87+0,29A¢ | 1,62+0,21A¢ 1>
vB_PaeS-K13 5,400,047 | 4,86+0,214° | 2,02+0,104° | 1,24+0,18Ad 1> 1>
Kokteyl 5,36+0,15%2 | 3,34+0,928b 1> 1> 1> 1>
PA* 5,30+£0,0742 | 5,32+0,0972 | 5,35+0,0782 | 5,41+0,13B2 | 5,08+0,178% | 4,60+0,33A°

*PA, kontrol, sadece Pseudomonas aeruginosa RMI11 iceren kontrol Ornegidir. Biiyiik harfler ayni
siitundaki degerler arasindaki istatistiksel farklari, kiigiikk harfler ayni satirdaki degerler arasindaki
istatistiksel farklar1 gostermektedir.

Ayni orneklerde depolama siiresince faj sayisi incelendiginde, vB_PaeS-K10, vB_PaeS-

K13 ve kokteyl fajlarinin 8 giinliik depolama siiresince aktivitelerini koruduklar: ve

sayilarinda 6nemli bir degisimin olmadigi gérilmiistiir (p>0,05) (Sekil 4.17).

Sonuglardan da goriildiigii gibi, kokteyl seklinde uygulama, fajlari tek tek uygulamaktan

daha etkili sonu¢ vermektedir. Ayrica, bakteri yiikii diisiik kat1 gida orneklerinde faj

uygulamasi, baslangi¢ bakteri ylikii fazla olan 6rneklere gore bakteri sayisinda daha fazla

azalma meydana getirmektedir.
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Sekil 4.17. P. aeruginosa fajlarinin 4°C’de yaklasik 5,37 log kob/g diizeyinde P.
aeruginosa RM11 ile inokiile edilen tavuk etlerinde stabilitesi

Kiimes hayvanlari1 ve kirmizi et, kesimden 6nceki ve hemen sonraki kosullar ve derinin
karkas tlizerinde tutulmas1 nedenleriyle yogun bir sekilde kontamine olma riskine sahiptir
(EFSA, 2009). Bakteriyofajlar, et liriinlerindeki canli bakteri hiicrelerini etkin bir sekilde
azaltmak icin kullanilabilir. Buradaki énemli nokta, kesim sonrasi veya isleme sonrasi
uygulamalarda bakteriyofajlarin canli kalabilmelerini saglamaktir (Cooper, 2016).
Bakteriyofajlarin bakteri yiikiinii azaltmak i¢in depolama kosullarinda canli kalmalari, et
tirtinlerinin raf Omriinii korumak i¢in 6nemli bir kriterdir. Kiimes hayvani etleri,
gidalardaki bakteriyofaj aracili biyokontroliin etkinligini incelemek igin tartismasiz en
yaygin olarak kullanilan etler olmustur. Campylobacter ve Salmonella cinslerinin iiyeleri,
tavuk eti lizerinde en sik hedeflenen patojenlerdir. Yapay olarak kontamine edilen tavuk
derisinde faj tedavisini takiben C. jejuni ve S. enteritidis sayilarinda énemli diistisler
kaydedilmistir. Ayrica, S. enteritidis veya S. typhimurium ile enfekte edilmis tavuk ve
hindi karkaslarinda yiiksek seviyede faj uygulamasi ile Salmonella sayilarinda énemli

diistisler tespit edilmistir (Higgins vd., 2005).

Arastirmalar, bakteriyofajlarin bakteri hiicrelerinin metabolik olarak aktif oldugu
sicakliklarda bakterileri enfekte etmekte daha etkili olduklarimi gostermektedir.
Bakteriyofaj ¢ogalmasi, konak¢i bakteri hiicresinin biyokimyasal siireglerine bagli
oldugu i¢in bu yaklasim mantiklidir. Ayrica bakteriyofajlar, 4°C'den daha diisiik
sicakliklarda bile bakteri hiicresi lizizini indiikleyebilmektedirler (Cooper, 2016).
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Sigir eti driinlerinde bakteri sayisini kontrol altinda tutmak i¢in bakteriyofajlarin
kullanildig1 ¢aligmalarda hem bozulmaya neden olan hem de patojenik bakteriler hedef
almmistir. Pseudomonas gibi bozulma etmeni olan organizmalar ile yapay olarak
kontamine edilmis sigir etleri, bakteriyofajlar ile muamele edildiginde iiriinlerin raf
Oomiirlerinde artis gdzlenmistir (Greer, 1982; 1986). Pseudomonas ile enfekte sigir etine
bakteriyofaj uygulandiginda bakteri biiylimesinde 6nemli bir azalma saglanmis ancak bu
azalma, perakende sigir etinin raf 6mrii iizerinde 6nemli bir etki yaratmak igin yeterli

bulunmamastir (Greer ve Dilts, 1990).

Calismamiza benzer sekilde (faj uygulamasiyla bakteri sayisindaki azalma), Salmonella
ve E. coli fajlari ile yapilan ¢alismalarda kirmizi et ve tavuk etinde biyokoruyucu olarak
kullanilan fajlarin  patojen bakterileri kontrol altina aldigi, ozellikle diisiikk bakteri
konsantrasyona kars1 yliksek faj uygulamalarinda bakteri sayilarinin tespit edilemeyecek
seviyelere diistiigi bildirilmistir (O'Flynn vd., 2004; Carter vd., 2012; Spricigo vd., 2013;
Demirarslan vd., 2021; Yildirim vd., 2021).

Deneysel diizeyde, genellikle fajlarin taze tiriinlerde enfektif etkisini belirlemek igin
yiiksek bakteri konsantrasyonlar1 kullanilir. Ancak, taze iirinlerdeki patojenik bakteri
popiilasyonu yogunlugu genellikle diisiiktiir (Lopez-Cuevas vd., 2019). Ayrica, gida
ortaminda faj-hedef bakteri etkilesimi sansin1 artirmak i¢in yiiksek faj konsantrasyonlari
kullanilir. Bu sayede de bakteriyofajlarin bir dizi gida iiriiniindeki patojenleri kontrol
etmede etkili olduklar1 gosterilmistir (Lopez-Cuevas vd., 2019).
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BOLUM V

SONUCLAR

Cesitli gidalardan P. aeruginosa bakterisine ait 10 farkli susun izole edilmesi, izole edilen

suslarin biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle dogrulanmasi ve bu suslara karsi

enfeksiyon aktivitesine sahip bakteriyofajlarin izole edilmesi bu tez ¢alismasinin ilk

basamagini olusturmaktadir. Calismanin devaminda izole edilen ve saflastirilan

bakteriyofajlardan genis konakgr araligi ve litik aktiviteye sahip olan iki faj secilerek

karakterize edilmis (tek asamali gelisim kurvesi, MOI degeri, litik aktiviteleri,

adsorpsiyon orani, sicaklik, pH ve restriksiyon enzimleri ile genom biiyiikliigiiniin

belirlenmesi) ve tavuk etinde biyokorucuyucu olarak kullanim olanaklari belirlenmistir.

Arastirma sonucunda elde edilen bulgular asagida 6zetlenmistir.

a)

Pseudomonas aeruginosa suslarini izole etmek i¢in toplam 144 6rnek toplanmis ve
tipik Pseudomonas 6zellikleri gosteren gida 6rneklerinden elde edilen izolatlardan
22 tanesi 16S rRNA molekiiler tanimlama islemine tabi tutulmustur. Siit
orneklerinden izole edilen 10 izolat, P. aeruginosa susu olarak tanimlanmustir.
Bunlar; P. aeruginosa RM10, P. aeruginosa RM11, P. aeruginosa RM18, P.
aeruginosa RM19, P. aeruginosa RM21, P. aeruginosa RM22, P. aeruginosa
RM24, P. aeruginosa RM29, P. aeruginosa RM16 ve P. aeruginosa RM30’dur.

b) Pseudomonas aeruginosa etkili faj taramasi i¢in baraj, gélet, kanal, siit isletmesi

atik suyu, kanalizasyon suyu ve mezbaha atik sularindan toplam 36 adet 6rnek
alinmis ve bu orneklerden 121 faj izole edilmistir. Bunlardan plak biiytikligi ve
litik aktivite bakimindan uygun olan 35 adet bakteriyofaj secilmis ve seri
diliisyonlar hazirlanarak en az ii¢ kez saflastirma islemine tabi tutulmustur.
Saflastirilan faj drneklerin titrelerinin 9,6x108-8,0x10%° pob/mL arasinda degistigi
tespit edilmistir.
Izole edilen fajlardan en fazla konakg1 araligina sahip olan fajlarin, vB_Pae-Ka®,
vB_Pae-K10 ve vB_Pae-K13 oldugu ve test edilen 13 farkli P. aeruginosa
suslarindan 10 tanesi (%76,92) lizerinde litik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bu
fajlar ise sirastyla vB_Pea-K8 ve vB_Pae-K20 fajinin takip ettigi ve P. aeruginosa
suslarindan 9 tanesi (%69,23), vB_Pea-K20 fajinin ise 8 tanesi (%61,54) lizerinde
litik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
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d) Elde edilen bakteriyofajlardan konak hiicre araligi en genis ve litik aktivitesi daha
iyl oldugu belirlenen vB Pae-K10 ve vB_Pae-K13 fajlar1 bu tez c¢alismasinda
kullanilmak igin secilmistir. Secilen bu fajlarm faj titreleri siras1 ile 1,4x108-
1,4x10%° olarak belirlemistir.

e) P. aeruginosa fajlarmin plak morfolojileri incelendiginde plak gaplari, vB_Pae-
K13 i¢in 3,47+0,09 mm ve vB_Pae-K10 i¢in 1,494+0,05 mm olarak belirlenmistir.

f) Elektron mikroskobu ile incelenmeleri sonucu her iki fajin Caudovirales
takimindan Siphoviridae familyasina ait olduklar1 belirlenmistir. vB_Pae-K10 ve
vB_Pae-K13 fajlarmin bas c¢aplar1 siras1 ile 87,24 ve 50,87 nm ve kuyruk
uzunluklar1 ise 126,6 ve 177,12 nm olarak bulunmustur. S6z konusu fajlar,
vB_PaeS-K10 ve vB_PaeS-K 13 olarak adlandirilmistir.

g) vB_PaeS-K10 ve vB_PaeS-K13 bakteriyofajlarinin DNA’lar1 izole edilmis ve
DNA o6rnekleri, ECoRI, BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile kesim islemine
tabi tutulmustur. Jel elektroforez sonucuna gore bakteriyofajlarin 54,20 (vB_PaeS-
K10) ve 44,06 (vB_PaeS-K13) kb uzunlukta niikleik aside sahip olduklari
belirlenmistir. Kesim sonucunda, P. aeruginosa bakteriyofaj orneklerinin her
ikisinin de EcoRI’e duyarli olduklar1 ve her iki bakteriyofajin da genetik olarak
farkli olduklar1 belirlenmistir. vB_Pae-K10 faji, hem EcoRI hem de Hindlll ile
kesildiginde 13 bant olusturmus, BamHI ile kesilememistir. vB_Pae-K13 faj1 ise
EcoRlI ile kesildiginde 7 bant olusurken, Hindlll ve BamHI ile kesim islemi
gerceklestirilememistir. Fajlarin genetik materyal olarak ds DNA barindirdigini
dogrulayan farkli bant uzunluklar sergiledikleri belirlenmistir.

h) vB_PaeS-K10 ve vB_PaeS-K13 fajlarinin latent periyotlarinin sirasiyla 75 ve 20
dakika, patlama siirelerinin 30 ve 35 dakika ve patlama biiyiikliiklerinin ise 34,86
ve 35,95 oldugu belirlenmistir.

i) vB_Pae-K10 ve vB_Pae-K13 fajlarinin MOI degerlerinin siras1 ile 10 ve 0,01
oldugu tespit edilmistir.

j) vB_PaeS-K10 ve vB_PaeS-K13 fajlarinin konuk hiicrelerine adsorpsiyonu
iizerinde Ca*? iyonlarimin ve inkiibasyon siiresinin etkisinin 6nemli oldugu
saptanmus, inkiibasyon isleminin 60’mc1 dakikasinda Ca*? iyonlar1 yoklugunda
adsorpiyon oranlarinin sirastyla %71,30 ile %66,33, Ca*? iyonlar1 varliginda ise bu

oranin %92,79 ve %90,33’¢ ulasti§1 gézlenmistir.
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K) Her iki bakteriyofajin tek baslarina ve kokteyl olarak litik aktivite testinde 4 ve

37°C’de inkiibasyon kosullarinda s1vi besiyerinde konak hiicre yogunluklarini etkili
bir sekilde distirdiikleri ve litik aktivitelerinin 4°C’ye gore 37°C’de daha iyi oldugu
saptanmistir.

vB_PaeS-K10 fajinin 50°C ve 60°C’de 5-60 dakika arasinda uygulanan isil
islemlerde aktivitelerini tamamen korudugu, 95°C’de 5 dakika uygulanan 1sil
islemden sonra aktivitesini tamamen kaybettigi belirlenmistir. vB_PaeS-K13
fajinin 50°C’de 5-60 dakika arasinda uygulanan 1sil islem uygulamalarinda
aktivitesini korudugu, 70°C’de 30 dakikadan sonra aktivitesini tamamen kaybettigi

belirlenmistir.

m)Her iki fajin pH 3-12 degerleri arasinda aktivitelerini tamamen koruduklari, pH 1

ve 13 degerinde aktivitelerini kaybettikleri gézlenmistir.

n) Gida modelinde fajlarin enfektif etkilerini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada

her iki fajin ayr1 ayr1 ve kokteyl (8,30-8,39 log pob/g) olarak 3,08-3,12 log kob/g
diizeyinde P. aeruginosa RMI11 ile kontamine edilen tavuk g6gsii 6rneklerine
uygulandiklarinda depolamanin birinci giiniinden itibaren ve depolama siiresince
Pseudomonas sayisini tespit edilebilir seviyenin altina diistirdiigii tespit edilmistir.
Fajlarin ayn1 sevide 5,30-5,46 log kob/g diizeyinde kontamine edilen tavuk gogsii
orneklerine uygulandiklarinda 8 giinliik buzdolab1 kosullarinda depolama islemi
sonunda ¢ok etkili bir sekilde Pseudomonas sayisini azalttiklar saptanmistir. Fajlar
kokteyl seklinde uygulandiklarinda litik aktivitelerinin sinerjik etkiden dolay:
arttig1 belirlenmistir. vB_PaeS-K13 fajinin enfektif etkisinin vB_PaeS-K10 fajina
gore daha 1y1 oldugu bulunmustur. Her iki fajin depolama siiresince tavuk gogsi
etinde stabilitelerini  koruduklari belirlenmistir. Faj uygulanmayan kontrol
orneklerinde ise P. aeruginosa RM11 sayisinda depolamanin 5’inci giiniine kadar
onemli bir degisimin olmadigi, depolamanin 8’inci giiniinde bakteri sayisinda biraz

azalma meydana geldigi goriilmiistiir.

Bu tez c¢alismasinda vB_PaeS-K10 ve vB_Pae-K13 fajlarinin ve bunlarin

karisimlarinin (kokteyl) tavuk eti orneklerinde buzdolabi sicakligindaki depolama

kosullarinda stabilitelerini koruduklari ve fajlarin ¢ok etkili bir sekilde P. aeruginosa

RM11’in gelisimini 6nledikleri belirlenmistir. Fajlarin kokteyl halinde uygulanmasi

durumundaysa Ozellikle diisiik diizeydeki kontaminasyonlarda etkilerinin daha
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yiiksek oldugu ve gida endiistrisinde biyokoruyucu olarak kullanilma potansiyeline

sahip olduklar1 belirlenmistir.
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