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OZET

SALMONELLA ENTERITIDIS’E OZGUN SEnt-P5 VE SEnt-P6
BAKTERIYOFAJLARIN KARAKTERIZASYONU

URGANCI, Nida Nur
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danigsman : Prof. Dr. Zeliha YILDIRIM
Haziran 2019, 60 sayfa

Bu tezin amaci Salmonella Enteritidis’i enfekte eden SEnt-P5 ve SEnt-P6
bakteriyofajlarini saflagtirmak, morfolojik 6zelliklerini, konak hiicre araliklarini,
enfeksiyon ¢oklugu degerlerini (MOI), konake1 hiicreye karsi litik aktivitelerini,
adsorpsiyon oranlarini, gelisme kurvelerini, pH, 1s1l islem ve depolama
kosullarinda stabilitelerini tespit etmektir. Arastirma sonucunda, SEnt-P5 ve
SEnt-P6 kodlu fajlarin kuyruklu ve Siphoviridae familyasina ait olduklari, MOI
ve mutant frekans degerlerinin ise sirastyla 0,01-0,0001 ve 5,92x107-3,50x1077
oldugu belirlenmistir. inkiibasyonun ilk 5 dakikasinda konak hiicrelerine %96-98
oraninda adsorbe olduklari, latent periyotlarmin 5-10 dk, patlama sureleri ile
sayllarinin sirasiyla 20 dk ve 277-351 oldugu saptanmistir. Genis pH (2-13)
araliklarina, ytiksek sicaklik (80-90°C) uygulamalarina kars1 direngli olduklari, 4,
25 ve 35, -20, -80°C’de 3 aylik depolama siiresince stabilitelerini koruduklari
belirlenmistir. Fajlarin etki ettigi konak hiicre araliginin genis oldugu, diger S.
enterica serovarlarina ve bazi E. coli suslarina karsi da enfektif olduklari
bulunmustur. Her iki fajin hem 25 ve 35°C’de hem de buzdolab1 sicakliginda
konak hiicrelerini ¢ok etkili bir sekilde imha ettikleri gbzlenmistir. Sonug olarak
SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlari, gida kaynakli patojen olan S. Enteritidis’e kars1 gida

endiistrisinde biyokoruyucu ajan olarak kullanilma potansiyeline sahiptirler.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyofaj, biyokoruyucu, Salmonella Enteritidis



SUMMARY

CHARACTERIZATION OF SEnt-P5 AND SEnt-P6 PHAGES SPECIFIC FOR
SALMONELLA ENTERITIDIS

URGANCI, Nida Nur
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Food Engineering

Supervisor : Professor Dr. Zeliha YILDIRIM
June 2019, 60 sayfa

The aim of this thesis were to purify SEnt-P5 and SEnt-P6 bacteriophages infecting
Salmonella Enteritidis and to determine their morphological properties, host ranges,
multiplicity of infection (MOI), lytic activity against host cell, adsorption rates, growth
curve, pH, heat treatment and storage stability. As a result of the study, SEnt-P5 and
SEnt-P6 phages belong to the Syphoviridae family, and their MOI and mutant frequency
values were 0.01-0.0001 and 5.92x107 — 3.50x107, respectively. It was determined that
they adsorbed to their host cells by 96-98% in the first 5 minutes of incubation, and
their latent periods, burst time and burst size were 5-10 min, 20 min and 277-351
PFU/mL, respectively. They were resistant to wide pH ranges (2-13) and high
temperature (80-90°C), and they maintained their stabilities during 3 months storage at
4, 25, 35, -20 and -80°C. SEnt-P5 and P6 phages had wide host ranges and in addition
to S. Enteritidis, they were infective against other S. enterica serovars and some E. coli
strains. Both phages had strong infective effect against their host cells at either 25 and
35°C or refrigerator temperature. Consequently, SEnt-P5 and P6 phages have potency to
be used as a biocontrol agent against food-borne pathogenic S. Enteritidis in the food
industry.

Keywords : Bacteriophage, biopreservation, Salmonella Enteritidis
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BOLUM I

GIRIS

Salmonella, Enterobacteriaceae familyasina ait, Gram-negatif, fakultatif anaerobik bir
bakteridir. Salmonella spp. dogada yaygin olarak bulunur, ancak hayvanlarin bagirsak
sistemi ana habitatidir. Salmonellanin baslica reservuart c¢iftlik, evcil ve yabani
hayvanlarin bagirsak sistemidir (Bell, 2002; Hald, 2013). Salmonella serovarlarinin
bliyiik bir kism1 patojeniktir ve agirlikli olarak hayvansal {iriinler (yumurta, kanath eti
vb) veya kontamine sebzeler 6nemli kaynak teskil etmektedirler (CDC, 2015; Scallan
vd., 2011). 2500'den fazla Salmonella serotipi bilinmekte ve diinyada en yaygin olani
Salmonella Enteritidis’tir. Gida kaynakli patojen bakteri olan Salmonella Enteritidis,
kiiresel olarak 6nemli bir gida giivenligi sorunudur. Tavuk yetistiriciliginde ve gida
endistrisinde gelismis Onleyici ve kontrol stratejilerin olmasina karsin, Salmonella

Enteritidis enfeksiyonu hala siirekli bir sorun teskil etmektedir.

Salmonella'nin neden oldugu gida kaynakli hastalik olan salmonellozis, bircok tlkede
en ¢ok bildirilen zoonotik hastaliklardan biridir. Bir tiir akut bagirsak enfeksiyonu olan
salmonellozise neden olan en Onemli Salmonella serovarlardan birisi Salmonella
Enteritidis’tir (Bhunia, 2008; Desin vd., 2013).

Gunumuzde tuketicilerin kimyasal koruyucu madde icermeyen ve az islenmis gidalara
yonelmelerinden dolay1 gida kaynakli mikrobiyal enfeksiyonlart 6nlemek ve kontrol
altina almak i¢in yeni ¢evre dostu stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda,
bakteriyel patojenleri kontrol etmek i¢in biyokoruyucularin kullanilmalar1 oldukga fazla
ilgi gormektedir. Gida giivenligini artirmak ve raf omriinii uzatmak i¢in gidalardaki
istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimlerini 6nlemek veya bunlar1 imha etmek icin
antagonistik mikroorganizmalarin veya bunlarin metabolik {riinlerinin kullanilmasina
biyokoruma denilmektedir. Gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni bakterilerin
imhasinda en fazla ilgi goren biyokoruyucu, bakteriyofajlardir. Bakteriyofajlar, ayrica
antimikrobiyal maddelere direncli patojenlerin neden oldugu enfeksiyon ve
kontaminasyonlar i¢in de olas1 alternatif bir biyolojik kontrol ydntemi olarak kabul

gormektedirler.



Yuzyillar once kesfedilen bakteriyofajlar (fajlar olarak da bilinir) bakteri paraziti
viriislerdir. Viriisler gibi, zorunlu parazitlerdir ve ¢ogalmak i¢in konakg¢inin ¢ogalma
mekanizmasina ihtiya¢ duyarlar. Bakteriyofajlar konak hiicre olarak sadece bakterileri
kullanirlar ve dolayisiyla sadece bakterileri enfekte ederek onlarda gelisebilen
mikroorganizmalardir. Fajlar molekiiler biyolojide sentral dogmanin (bilgilerin sirastyla
DNA'dan RNA'ya proteinlere iletilmesi) ortaya konmasinda dnemli rol oynamaislardir.
Ayrica ekosistemlerde 6nemli rolleri oldugu, bakteriyel evrimi ve viriilans1 destekledigi
gosterilmistir. Enfeksiyon, faj partikiiliiniin, konakg1 yiizey tizerindeki spesifik bir
reseptoriin spesifik tutunmasi ile baslamakta, ardindan faj niikleik asidini hiicre igerisine
enjekte etmektedir. Bakteri hicresi igine faj genomu girdikten sonra, faj bakteri
hiicresini ve hiicresel bilesenlerini ele gecirir ve savunma mekanizmasini etkisiz hale
getirir. Daha sonra bakteriyel ¢ogalma mekanizmasini kullanarak kendi genlerini ve
genomunu ¢ogaltir. Ayni zamanda proteinlerini de sentezler. Daha sonra faj bilesenleri
birleserek faj partikiilii olusur. Litik enfeksiyon dongiisiiniin sonunda, bakteri hlcresini
lize ederek faj partikiilleri agiga ¢ikar. Lizogenik hayat dongiisiinii siiren fajlarda ise faj
nlkleik asidi bakteri kromozomuna entegre-olarak onun bir pargasi haline gecmektedir
(Ofir ve Sorek, 2018).

Litik veya virllant bakteriyofajlar giivenli gida iiretmek amaciyla “tarladan catala”
kadar olan gida zincirinin her asamasinda Ornegin {iiretim, dagitim ve depolama
asamalarinda kullanilabilme potansiyeline sahiptirler. Viriilant fajlar gidanin kalitesini
olumsuz yonde etkilemeden bakteri hiicresini pargalayarak bakterilerin imha olmasini

saglarlar (Ferguson vd., 2013).

Bu ¢alismanin amaci; Salmonella Enteritidis’e kars1 enfektif olan daha once tarafimizca
sirasiyla kanalizasyon ve mezbaha atik suyundan izole edilmis SEnt-P5 ve SEnt-P6
kodlu iki bakteriyofaji saflagtirmak, morfolojik 6zelliklerini, konak hiicre araliklarini,
plak etkinlik degerlerini, enfeksiyon ¢oklugu degerlerini, adsorpsiyon oranlarini, tek
asamal1 gelisim kurvelerini, konak¢1 hiicreye karsi litik aktivitelerini, pH ve sicaklik

stabilitelerini belirlemektir.



BOLUM II
KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Bakteriyofaj

Bakteriyofaj “bakteri” ve “yemek” kelimelerinden olusan, bakteri yiyen anlamina gelen
Yunanca bir kelimedir. Bakteriyofajlar, kisaca fajlar bakterilerin bulundugu hemen
hemen her yerde 6zellikle de dere, akarsu, atik su, kanalizasyon, termal su, toprak, insan
ve hayvan bagirsagi ile bunlarin diskilari, gidalar, gida isletmelerinde oldukga fazla
bulunurlar (Wommack ve Colwell, 2000). Yeryiiziinde sayilar1 yaklasik 103! olan bu
canlilar, diinyada en fazla bulunan mikroorganizmalardir (Briissow ve Kutter, 2005).
Fajlar sadece prokaryotik hiicrelerden bakterileri enfekte eden ve gogalan spesifik viral
patojenik viriisler oldugundan insanlar, hayvanlar ve bitkiler igin zararsizdirlar (Cann,

1993; McGrath vd. 2007).
2.2. Bakteriyofajlarin Kesfi ve Tarihi

Bakteriyofajlarin kesfi ylizyillar 6ncesine dayanmaktadir. Fajlar ile ilgili ilk bilimsel
tespitler, Ingiliz bakteriyolog Ernest Hanbury Hankin tarafindan 1896 yilinda
Hindistan’da bulunan Yamuna ve Ganj nehrindeki sularin bir¢ok bakteriye 6zellikle de
Vibrio cholerae’ya karsi inhibe edici etkisi oldugunu gozlemlenmesiyle baslanmistir.
1901 yilinda ise Emmerich ve Low antimikrobiyal bir maddenin bakteri kalturuni lize
ettigini 6ne siirmiistiir (Kutter ve Sulakvelidze, 2005). 1915 yilinda ingiliz bakteriyolog
Frederick Twort kati besiyerinde bakteri kiiltiirlerinde erimeler olusturan bir ajan
kesfetmistir. 1917°de Kanadali bakteriyolog Felix d’Herelle Fransa Pasteur
Enstitiisii’nde yaptig1 calismalarda bakterileri 6ldiiren bir canli kesfetmis ve yiiriittiigii
caligmalarda atik sulardan aldig1 6rneklere filtrasyon islemi uyguladiktan sonra bakteri
icermeyen filtratlar1 dizanteri bakteri kiiltlirlerinin icine ilave ettiginde s6z konus
bakteriyi imha ettigini gozlemlemistir. Buna sebep olan canlilarin ultraviriisler
oldugunu 6ne siirmiis ve bunlar “bakteriyofaj” olarak adlandirmistir. Bu kesfin hemen
sonrasinda dizanteri hastalig1 olan bir ¢ocugun tedavisini fajlarla yiiriitmiis ve basari
kaydetmistir. Ikinci Diinya Savasi boyunca da dizanteri tedavisinde kullanmak igin

“polyfagin” adl1 faj preparati iiretilmistir (Adhya ve Merril 2006). 1923 yilinda George



Eliava tarafindan faj tedavisi ve faj calismalarinin gelistirilebilmesi i¢in Tiflis
Griicistan’da Eliava Enstitlisii agilmigtir. Agilan bu enstitii sayesinde faj caligsmasi
yuriten bircok bilim insami ¢esitli yontemler gelistirip, fajlar1 tedavi amaciyla
kullanmiglardir. Yapilan arastirmalar sonucunda bakteriyofajlarin biiyiikliiklerinin
viriislere benzer oldugu, bu nedenle yalnizca elektron mikroskobunda incelenebildigi

ortaya cikmistir (Kurtboke, 2012). Fajlarin tarihsel gelisim evresi Sekil 2.1°de

sunulmustur.
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Sekil 2.1. Bakteriyofajlarin tarihsel evrimi (O’Flaherty vd., 2009)

2.3. Bakteriyofajlarin Siniflandirilmasi

Fajlarin siniflandirilmasinda morfolojik ve molekiiler 6zellikleri dikkate alinmaktadir.
Bradley 1967 yilinda sahip olduklar1 niikleik asit ve morfolojik yapilarma gore
bakteriyofajlar1 A, B, C, D, E ve F olmak {izere 6 tipe ayirmistir:

e A tipi fajlar uzun kuyruklu, kilifli, kasilabilen ve ¢ift iplikli linear DNA’ya,
e B tipi fajlar uzun kuyruklu, kilifli ve ¢ift iplikli linear DNA’ya,

e C tipi fajlar kisa kuyruklu, kilifsiz ve ¢ift iplikli linear DNA’ya,

e D tipi fajlar kuyruksuz, blytk kapsomerli, tek iplik¢i DNA’ya,

e E tipi fajlar kuyruksuz, kigiuk kapsomerli, tek iplik¢i RNA’ya,
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o F tipi fajlar ise bagsiz, ipliksi ya da filamentoz, tek iplik¢i RNA’ya sahiptirler
(Sekil 2.2) (Bradley, 1967).

WET?OOJ

D E ' F
Sekil 2.2. Bradley siniflandirmasi

Ackermann (2003 ve 2007) tarafindan yapilan bakteriyofajlar morfolojik niikleik asit
yapilarma gore yeniden simiflandirilmis ve bu smiflandirma  “Ackermann
Siniflandirmas1” olarak adlandirilmigtir.  Ackermann siniflandirilmasinda  fajlar
kuyruklu, polihedral, flamentoz ve pleomorfik fajlar olmak iizere 4 grup altinda
toplanmistir. Bu siiflandirmada fajlar tek bir takim Caudovirale altinda 13 familyada
toplanmistir. Bakteriyofajlarin biiyiik bir oranin (%96’smin) kuyruklu fajlar grubunda
yer aldigi, ¢ift sarmalli DNA'ya ve uzun veya kisa bir kuyruga sahip oldugu rapor
edilmistir. Kuyruklu fajlar iginde yer alan aileler Myoviridae, Siphoviridae ve
Podoviridae’dir. Myoviridae'lar kuyruklu fajlarin %25'ini olusturmakta ve kasilabilir
kuyruga, Siphoviridae’lar %61°’ni olusturmakta ve uzun kuyruga, Podoviridae’lar

%14’1linii olusturmata ve kisa kuyruga sahiptirler (Ackermann, 2003).

Polihedral bakteriyofajlar nikleik asit olarak tek veya ¢ift zincirli DNA veya RNA
icermekte ve bu grupta yer alan familyalar Microviridae (sSDNA), Corticoviridae
(dsDNA), Tectiviridae (dsDNA), Leviviridae (ssSRNA) ve Cystoviridae (dsRNA)’dir.
Pleomorfik fajlar niikleik asit olarak DNA’ya sahiptirle ve bu grupta bulunan aileler
Plasmaviridae (dsDNA) ve Fuselloviridae (dsDNA)’dir (Ackermann, 2003).
Bakteriyofaj Ackerman smiflandirilmas: Cizelge 2.1°de sunulmustur (Ackerman, 2003

ve 2007).



Cizelge 1.1. Ackermann siniflandirilmasi

Morfoloji Niikleik Asit Takim ve Familya | Cins | Ornek Ozellikleri
Kuyruklu DNA. ds. L Caudovirales 15
Myoviridae 6 T4 | Kontraktil kuyruk
Siphoviridae 6 A Uzun kuyruk
Podoviridae 3 T7 Kisa kuyruk
Polihedral DNA, ss, C Microviridae 4 ¢X174 | Lipit iceren kompleks kapsid
ds.C.T Corticoviridae 1 PM2 | Lipoprotein kapl kapsid
ds.L Tectiviridae 1 PRDI1
RNA. ss. L Leviviridae 2 MS2
ds.L. S Cystoviridae 1 06
Filamentodz DNA, ss,C Inoviridae 2 fd Lipit zarf
ds,L ds.L Lipothrixviridae 1 TTV1 | Uzun veya kisa filament
Rudiviridae 1 SIRV | TMV benzeri
Pleomorfik DNA. ds.C. T Plasmaviridae 1 L2 Zarf, lipid, kapsid yok
ds.C. T Fuselloviridae 1 SSV1 | Limon formlu, kapsid yok

2.3. Bakteriyofajlarin Morfolojisi ve Ozellikleri

Fajlar protein ve niikleik asitten meydana gelmektedir. Diger viriisler gibi genetik
materyallerini protein veya kapsit icerisinde bulundururlar. Fajlar niikleik asit olarak
sadece tek ya da cift sarmalli DNA veya RNA bulundurabilir. Fajlarin biiyiik bir kismi1
niikleik asit olarak DNA’ya sahiptir (Ackermann, 2007).

Yeryiiziinde farkl tiirleri olan bakteriyofajlarin genomlar1 da farklilik gostermektedir.
Bir bakteri genomu biyiikliigline yakin genoma sahip olabilirler. 500 kilo baz
biiyiikliigiine kadar faj genomlar1 mevcuttur. Bakteriyofajlar ribozomlar1 olmadig: i¢in
protein, hiicresel mekanizmalar1 olmadig: i¢in de enerji iiretemeyen zorunlu hiicre ici
parazitleridir. Bu yiizden yasamlarin1 devam ettirebilmek icin spesifik bir konakgiya
ihtiya¢ duyarlar (Guttman vd. 2005). Fajlarin yapisinda lipit bulunmadigi igin
kloroforma kars1 dayanikhidirlar ve bu 0Ozellikleri sayesinden bakteri ortamindan

ayirmak oldukea kolaydir (Kilig 2008).

Fajlar bakterilerle kiyaslandiginda oldukga kiiclik mikroorganizmalardir, ancak elektron
mikroskobuyla goriintiilenebilirler. Bir fajin ortalama agirlig1 5x10°23 gramdir. Boyutlari
24-200 nm arasinda degismekte ve tanimlanan en biiyiik faj olan T4 faj1 200 nm
uzunluk ve 80-100 nm genisligindedir (Ackermann ve Kropinsk, 2007).



Tipik bir faj icerisinde genetik materyali bulundurdugu bir bas, boyun, kuyruk ve
kuyruk liflerinden meydana gelir. Bas kisminda niikleik asit molekiillerinin birleserek
yumak seklini olusturduklar1 yapi, protein kilifiyla kapl sekilde bulunur. Kapsit olarak
adlandirilan bu protein kilif, birbirine benzeyen alt birimlerden olusmus, prizma
seklinde bir yapidir. Kapsitler genelde altigen sekline sahip olup, polipeptit
tinitelerinden meydana gelen kapsomerlerin bir araya gelmesiyle olusur. Genetik
materyali iceren nukleik asit ve kapsiti olusturan karmasik yapi ‘niikleokapsid’ olarak
isimlendirilir (Ackermann, 2007; Regenmortel vd., 2000). Kompleks bir faj goriintisu

Sekil 2.3°de verilmistir.
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Sekil 2.3. Kompleks bir bakteriyofajin yapisi; 1, bas; 2, niikkleik asit; 3, kapsomer; 4,
boyun; 5, kuyruk kint; 6, kuyruk iplikgikleri; 7, kuyruk dikeni; 8, taban plakasi; 9, kuyruk

Bakteriyofajlarda bas ve kuyruk kismini birbirine baglayan bir boyun kismi vardir.
Kuyruk kismi fajlarda degisik uzunlukta bulunmakla birlikle genel olarak 50-100 nm
uzunluguna ve 30 nm genislige sahiptir. Kuyruk yapisi da faj tipine gore degisiklik
gosterir. Bazilarinda hi¢ kuyruk bulunmazken, bazilarinda ise kisa, basit ya da karmasik
yapida bulunabilir. Faj kuyruklar1 konake1 hiicreye adsorbsiyonu saglamakla gorevlidir.
Fajdan genetik materyalin konak¢i hiicreye aktarimini saglayan 6z yapr kuyruk
icerisinde yer alir. Bu 6z yapiy1 cevreleyen protein yapiya da kuyruk kini adi verilir.
Kuyruk ki enfeksiyon sirasinda kasilarak niikleik asidin konaker hiicreye aktariminm

saglar.



Fajlar kuyruk iplik¢iklerine gore de farklilik gosterebilmektedir. Fajlarin bazilar1 topuz
seklinde u¢ yapisina sahipken, bazilarinda higbir 6zgiil u¢ yapisi bulunmamaktadir.
Fajlarin ~ konakg¢1t  spesifikligi  kuyruk  kisminda  bulunan  proteinlerden
kaynaklanmaktadir. Kuyruk kisminda bulunan bu proteinler vasitasiyla konakgi
bakterilerin hiicre ceperinde yer alan taykoyik asit, lipopolisakkarit, protein, pili ve
flagella gibi reseptorlere baglanir ve bdylece konak hiicresi diginda diger mikrofloraya
zarar vermez (Meaden ve Koskella, 2013). Kuyruk iplikciklerinde yer alan lizozim
enzimi sayesinde spesifik bakterisinin hiicre duvarini lize ederek genetik materyalini
sitoplazmaya enjeksiyonunu saglar (Kutter ve Sulakvelidze, 2005). Cogu fajlarin
spesifikligi ¢ok yiiksek olamasina karsin bazi fajlarin spesifikligi biraz daha diisiik
oldugu ve dolaysiyla bircok bakteriyi enfekte edebildikleri bildirilmektedir. Ricci ve
Piddock (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada Salmonella'ya spesifik ST27, ST29 ve
ST35 fajlarin sadece TolC reseptorlerine sahip Salmonella serovarlari enfekte ettigi,
Enterobacteriaceae familyasinda yer alan diger tiirlere karsi etkili olmadigi ortaya
konmustur. Ancak spesifikligi daha diisiik olan bazi fajlarin, bir¢cok bakteri tiiriinii
enfekte ettigi bildirilmis ve bu durum “yerel adaptasyon” olarak ifade edilmistir (Flores

vd., 2011; Koskella vd., 2011).

2.4. Bakteriyofajlarin Yasam Sekilleri

Bakteriyofajlarin ribozom ve hiicresel mekanizmalart bulunmadigindan protein ve
enerji lretemediklerinden zorunlu hiicre i¢i parazitleridir. Fajlar ¢ogalmak amaciyla
baska bir hiicreye girerek replike olmak zorundadirlar. Bu duruma ‘enfeksiyon’, enfekte
ettigi hiicreye “konakc¢i’ denir ve her fajin konakgis1 kendine 6zgiidiir. Fajlar, konakg1
hiicrelerini enfekte ettikleri zaman genellikle iki farkli hayat dongiisii ile yasamlarini
devam ettirirler: litik veya viriilant ve lizojenik veya iliman. Ayrica fajlarda ¢ok nadir
de olsa “filamentli” olarak isimlendirilen tiglincii bir yasam donglsi de mevcuttur.
Filamentli yasam dongiisiinde litik ve lizojenik dongiilerde oldugu gibi faj ¢cogalmak
i¢cin konak¢inin ¢ogalma mekanizmasi kullanilir, ancak filamentli sistemde konak hiicre

olimi, stirekli faj tiretimi ve fajlarin ¢evreye salmimi gerceklesmemektedir (Ye vd.
2013).

Bir bakteriyofajin hangi yasam dongiisline sahip olacagi operator bolgesine baglanan

CRO ve CI proteinleri arasindaki oOncelige baghdir. CI proteini ile baglanma



gerceklesiyorsa lizojenik yasam dongiisti, CRO proteini ile baglanma gergeklesiyorsa
litik yasam dongiistine girmektedir (Guttman vd., 2005).

2.4.1. Litik yasam dOngusu

Litik fajlarin ¢ogalma evreleri adsorbsiyon, penetrasyon, biyosentez, olgunlasma ve

lizis olmak {izere 5 asamadan meydana gelir (Sekil 2.4).

€) Adsorbsiyon

: ©) Penetrasyon
; e uz is - :

£ .

© olgunlasma © Biyosentez
Sekil 2.4. Bakteriyofajlarin litik yasam dongiisii

Adsorbsiyon veya tutunma: Kuyruklu fajlarin adsorbsiyonu, kuyruk lifleri sayesinde
hedef bakterinin kapsul yuzeyine tutunmasiyla baglar (Sekil 2.5). Kuyruksuz fajlarin
adsorbsiyonu ise kapsomerlere 0zgiil reseptorlerin tutunmasiyla gerceklesir.
Enfeksiyonun ilk ve en 6nemli asamasi olan adsorbsiyonda fajin konakg¢i bakteriye

spesifikligi belirlenir.

Sekil 2.5. Bakteriyofajin konakg¢iya adsorbsiyonu (a) ve penetrasyonu (b)




Gram-negatif bakterlerilere tutunma; oligosakkaritler, lipopolisakkaritler ve proteinler
gibi reseptorlerle saglanirken, Gram-pozitif bakterilerde ise murein tabakasinin
karmasik yapida olmasindan dolay1 taykoyik asit gibi degisik baglanma bdlgeleri
bulunur. Birgok faj tutunma icin Ca?*, Mg®* gibi iki degerlikli iyonlara ihtiya¢ duyar.
Bu iyonlar bakteri ve faj partikillerinin negatif yuklerini notrleyerek adsrobsiyonu
kolaylastirir. Adsorbsiyon asamasi faj ve bakterinin birbirine temasindan ortalama 5

dakika sonra sona ermis olur (Guttman vd., 2005).

Penetrasyon: Bakteriyofajin konake¢1 hiicreye tutunduktan sonra genetik materyalini
aktardig1 asama olup, bu mekanizma tiim fajlar icin spesifiktir. Fajlar genetik bilgiyi
konake1 hiicreye enjekte ettigi sirada kuyruk lifleri kisalir ve bu sayede kuyruk, bakteri
hiicre duvarina penetre olmus olur. Kapsit i¢indeki genetik materyal kuyruk icindeki
kanaldan gecerek periplazmik bosluga gelir ve fajin bakteri hiicre membraninda
meydana getirdigi kiiciik delikten kolayca hiicre sitoplazmasina gecer (Sekil 2.5).
Agilan delik bakteri hiicresi tarafindan hemen onarilir. Genetik materyalin salinimdan
sonra bakteri hiicre duvarinda kalan faj kilifi “hayalet faj”, konak¢inin igerisine enjekte

olan niikleik asit de ‘vejetatif faj’ olarak adlandirilir (Molineux 2001; Roos vd., 2007).

Biyosentez ve Olgunlasma: Fajlarin konak¢i hiicre igerisinde ¢ogalma ve gelisme
donemidir. Bu donemde bas, kuyruk ve diger faj yapilar1 sentezlenir. Latent donem
olarak da adlandirilan bu donem, fajlarin genetik bilgilerinin konak¢1 hiicrenin
sitoplazmasina girmesinden olgun fajlarin olusumuna kadar gecgen siireyi kapsar. Faj
genetik materyali bakteri hiicresine girdikten sonra bakteri ribozomlar1 protein sentezine
baglar. Faj bakteri hiicresinin metabolizmasini bozar, kendi genomunun replikasyonunu
saglar. Bakteriyofaj bilesenleri ve enzimleri sentezlenir ve ayri ayri sentezlenen faj
bilesenleri birlesmeye baslar (Sekil 2.5). Ayr1 ayr1 sentezlenen bakteriyofaj yapi taglar
bir araya gelerek olgun faj partikullerini (virion) meydana getirir (Hendrix, 2002;
Sulakvelidze ve Kutter, 2005).
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Sekil 2.6. Fajin bakteri hiicresi iginde iiremesi ve gelismesi; (2) biyosentez; (b)
olgunlagma agamast

Lizis: Bakteri hicresi iginde belli bir sayiya ulasan ve olgunlasan fajlar kendi enzim ve
proteinlerini kullanarak bakteriyi lize eder ve bakterilerden cikarak serbest hale gecerler
(Sekil 4.7). Lizisin meydana gelebilmesi icin iki bilesen kullanilir: lisin ve holin
proteinleri. Bunlardan viral protein olan holin proteinleri hiicre membraninda
gozenekler olusturur. Viral enzim olan endolizin veya lisin enzimi ise hiicre duvarini
(peptidoglukan) parcalar. Holin i¢ membranda porlar acarak lisin enziminin
peptidoglukan tabakaya ulagmasina hiicrenin lize olmasina neden olmaktadir (Hanlon,
2007).

Sekil 2.7. Fajin bakteri hiicresini lizise ugratmast

2.4.2. Lizojenik yasam dongusu

Lizojenik yasam dongiisiinde litik dongilide oldugu gibi faj konake1 hiicresine adsorbe
olur ve kendi DNA’smi bakteri hiicresine enjekte eder. Ancak bu penetrasyon
asamasindan sonra yeni sentezlenmis faj partiikiillerinin olusumu yani latent dénem
gerceklesmez. Faj DNA’sinin bakteri kromozomuna rekombinasyon yoluyla girmesine
‘lizojeni’, konak¢1 hiicrenin DNA’sina baglanan faj genetik materyaline de ‘profaj’

denir. Kromozomunda bu sekilde faj tasiyan bakteri ’lizojenik bakteri’ olarak
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isimlendirilir. Lizojenik dongiiniin litik dongliden en temel farki fajin konakei hiicresini
lize etmemesidir. Kosullar uygun oldukca konak hiicrede faj var olmaya devam eder.
Konakgi hiicrenin gogalmasina olanak sagladigi igin hiicrenin yeni jenerasyonlarinda da
faj varligim siirdiiriir. Fakat ortam sartlar1 konakg1 hiicre i¢in uygun olmadiginda, yani
besin kaynaklarmin tiikkenmesi ve inkiibasyon sicakliginin degistirilmesi durumunda,
konak bakteri hicresi mitomisin C gibi antibiyotik, azot gaz1 ve UV 1sinlarina maruz
birakilmasi durumunda profajlar etkin hale gecerek litik hayat devrine girerek virulant

faja doniisiir, bu olay ‘faj indiiksiyonu’ olarak adlandirilir (Lacroix, 2011).
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Cogalan bakteri hucrelen ile profaj veni
hiicrelere tagiir

Sekil 2.8. Bakteriyofajlarin lizojenik yasam dongiisii

2.5. Bakteriyofajlarin Kullanim Alanlar

Bakteriyofajlarin uygulama alanlar1 faj tedavisi, faj tiplendirilmesi, rekombinant DNA
teknolojisinde gen aktarim aracit (vektor), gida endistrisinde biyosanitasyon ve
biyokoruyucu olmak (izere 5 grupta incelemek mimkindur. Bunlardan ilki olan faj
terapisinde, insan ve hayvanlarda bakteri kaynakli enfeksiyonlara karsi antibiyotiklere
alternatif olarak fajlar kullanilmaktadir. Yapilan birgok ¢alismada hastalik etmeni olan
Shigella, E. coli, Vibrio cholera, S. Enteritidis, S. Typhimurium, Staphylococcus aureus
gibi bakterilere kars1 fajlarin oldukga etkili oldugu ortaya konmustur. Faj tiplendirmede
fajlar, bozulma etmeni ve gida kaynakli patojen bakterilerin gidalarda varliklarinin
tespitinde ve bakterilerin tanimlanmasinda kullanim potansiyelini ifade etmektedir.

Ayrica fajlar gida endiistrisinde biyosanitasyon araci olarak alet ekipmanlarin
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yiizeylerinin  dezenfeksiyonlarimin  saglanmasinda ve  biyofilm  olusumunun
onlenmesinde, biyokoruyucu olarak islenmis gidalarda, taze sebze-meyvelerde ve
karkaslarda kontaminasyonun onlemesi ve gida gilivenliginin saglanmasi amaciyla
kullanilma potansiyeline sahiptirler (EFSA, 2009; Garcia vd., 2008; Haqg vd., 2012;
Schmelcher ve Loessner, 2014).

Faj terapisi, biyosanitasyon ve biyokoruyucu amaciyla kullanilacak fajlarin litik veya
viriilant fajlar olmasi gerckmektedir. Lizojenik fajlar nikleik asitlerini bakteri
kromozomuna rekombine ederek konake¢i bakteri hiicresini lize etmeden fenotipik
degisimlere neden olurlar. Ayrica lizojenik fajlarin niikleik asit genomunda kodlanan
patojenik genler var ise enfekte ettikleri bakteri hiicresinin patojenitesinin artmasina da
neden olabilmektedirler. Lizojenik hayat déngisii sonucunda patojenik 6zellik kazanan
veya patojenitesi artan bakterilere érnek olarak V. cholerae, Clostridium botulinum, E.
coli verilebilir. Kolera etmeni ctxA ve ctxB toksinleri, stx1 ve stx2 shiga toksinleri ve
botulinum toksini faj kodludurlar (Hagens ve Loessner, 2010; Ikeda ve Tomizawa,
1965; O'Brien vd., 1984: Waldor ve Mekalanos, 1996).

2.6. Gida Endiistrisinde Bakteriyofajlarin Biyokoruyucu Olarak Kullanim

Gelisen teknoloji ve gida giivenligi yasalarina ragmen giliniimiizde mikrobiyal kaynakli
gida zehirlenmeleri ve gida kaynakli hastaliklar gz ardi edilemeyecek sekilde sorun
yaratmaktadir. Diinya Saghk Orgiiti'niin (WHO) bildirdigi verilere gére her yil
sanayilesmis {ilkelerin niifusunun %5-10’unun gida kaynakli hastaliklardan zarar
gormektedir (CDC, 2013). Avrupa Birligi’nde (AB) gida kaynakli enfeksiyonlara sebep
olan baslica bakteriler Campylobacter, Salmonella ve Listeria 'dir. Bu bakterilerin sebep
oldugu hastaliklarin her y1l 380.000 insan1 etkiledigi verilerle ortaya konmustur (EFSA,
2009).

Gidalar tarladan catala, iiretim proseslerin her asamasinda patojen bakterilerin
bulasmasina maruz kalabilirler. Bu nedenle gida zincirinin her asamasinda gidaya
bulagabilen patojen bakterilere karsi gida gilivenligini saglamak amaciyla
bakteriyofajlarin dogal antimikrobiyal ajan olarak kullanilma potansiyelleri glinumizde
oldukga fazla ilgi gormektedir. Fajlar dogada kolayca bulunabilme ve kolay izole

edilebilmeleri, patojen bakterilere karsi spesifik inhibitor etki gostermeleri, tanimlanan
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bir yan etkileri olmamalari, kolay iiretilebilmeleri 6zelliklerinden &tiirii antibiyotiklere
ve kimyasal koruyuculara karsi alternatif olabilecekleri gosterilmistir. Bunlarin yansira
ilave edildikleri gidalarin fiziksel, kimyasal ve duyusal o6zelliklerini olumsuz
etkilememeleri, insan ve hayvanlara toksik etki géstermemeleri, yalnizca hedef patojen
ve bozulmaya sebep olan bakterilerin gelismesini kontrol altinda tutmalar1 da fajlarin
istiin nitelikleri arasinda yer almaktadir (Atterbury vd., 2005; Greer, 2005; Martinez
vd., 2008; Coffey vd., 2010; Tabla vd., 2012; Bueno vd., 2012).

FDA tarafindan onaylanan Listeria monocytogenes’e karsi etkili olan ListShield™ ve
Listex™ -P100 koktely fajlar1 hazir olarak tiiketilen et iiriinlerinde ve ambalaj
materyallerinde kullanilmaktadir. Ayrica bakterileri tanimlamada gidalarda patojen
bakteri bulunup bulunmadigini belirmede ve molekiiler biyolojide model sistem olarak

kullanilmaktadirlar.

FDA tarafindan gida kaynakli patojenik bakterilerden Listeria spp., E. coli O157:H7 ve

Salmonella spp. karsi kullanimina onay verilen faj preparatlari asagida sunulmustur
(FDA, 2006 ve 2011; USDA FSIS, 2018).

Listex™ P100
ListShield™ . MP102 Listeria monocytogenes, L. innocua, L. spp.

EcoShield™
Finalys™ E. coli 0157T:H7

Armament™

Salmonellex™
SalmoFresh™ [~ Salmonella spp.

SalmoPro®

Gidalarda biyokoruyucu olarak kullanilacak fajlarin sahip olmasi gereken ozellikler

asagida verilmistir (Garcia vd., 2008; Hagens ve Loessner, 2010).

i)  Niikleik asit sekansi bilinmelidir.

i)  Genomunda toksik genler bulunmamalidir.
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iii)  Litik ve GRAS statiisiinde olmalidir.
iIv)  Etki ettigi konake1 spektrum araligi genis olmalidir.
V)  Gida iiretim ve depolama kosullarinda stabilitesini koruyabilmelidir.

vi)  Blyuk hacimde ve kolay Uretilebilmelidir.
2.7. Salmonella Enteritidis’in Bakteriyofajlar Aracihigi ile Kontrolii

Salmonella enfeksiyonlari diinya capinda oldugu gibi Tiirkiye’de de en 6nemli gida
kaynakli hastaliklar arasinda yer alir. Bu enfeksiyonlarin bulagsma kaynaklar1 kanatl
hayvanlar basta olmak {izere bir¢ok hayvanin ve insanlarin gastrointestinal sistemidir.
Uygun kosullar altinda Salmonella toprakta ve suda uzun siire canli kalabilmekte,
insandan insana, insandan hayvana ve hayvansal gidalardan insana gegebilmektedir

(Bell ve Kyriakides, 2002; Cormican vd., 2002).

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan Salmonella, Gram-negatif, ¢ubuk sekilli,
fakultatif anaerob, kapsulsuz, sporsuz ve flagellaya sahip hareketli bakterilerdir. Birgok
besiyerinde kolayca ¢ogalabilen Salmonella’nin en iyi iireme sicakligi 37°C olmakla
birlikte treme sicakliklart 20-42°C arasinda degismekte ve gelisme pH’s1t 7.2°dir.
Bircok Salmonella katalaz pozitif, oksidaz negatiftir ve hidrojen siilfit tiretirler. Ayrica
karbon kaynagi olarak sitrat kullanir, tireyr hidrolize ederek pargalar ve lisini
dekarboksile ederler. Salmonella, iki tiir ve alt1 alt tiirden olusmakla birlikte 2600’den
fazla serovar igermektedir. Salmonella’nin sahip oldugu iki tiir S. enterica ve S.
bongori’dir. S. enterica ise enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae ve indica
olmak iizere 6 farkli alt tiiriine ayrilmaktadir. Insanlarda gida kaynakli hastaliklara yol
acan en yaygin serovar S. enterica subsp. enterica serovar Enteritidis yani kisaca S.
Enteritidis’dir (Bell ve Kyriakides, 2002(a); Cormican vd., 2002; Andino ve Hanning,
2015).

Salmonella enterica serovarlarinin sebep oldugu gida kaynakli hastaliga salmonellozis
ya da tifoid olmayan salmonellozis denmektedir. Bu hastaliga sebep olan baslica
serovarlar S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Newport ve S. Heidelberg olup
kaynaklarmin ¢iftlik havyanlart oldugu ve fekal ya da oral yolla yayildig: bilinmektedir.
S. Enteritidis, salmonellozise sebep olan en énemli serovarlardan biridir. Salmonellozis

bir akut bagirsak enfeksiyonu olup belirtileri mide bulantisi, kusma ve ishaldir. Enfektif
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dozu gidanin ¢esidine, tiikketen kisinin yas1 ve fizyolojisine, bakterinin serotipine gore
farklilik gdstermekle birlikte ¢ogunlukla 10°-10° arasinda degismektedir. WHO nun
(Diinya Saglik Orgiitii) verilerine gore de son 30 yilda gida kaynakli insan hastaliklara
sebep olan Salmonella serotipleri icerisinde S. Enteritidis’in ¢arpic1 bir sekilde one
ciktig1 belirtilmistir (Wright vd., 2009; Coffey vd., 2010).

Bu bilgiler dogrultusunda son yillarda Salmonella’yr enfekte eden bakteriyofajlar
lizerinde ¢alismalar yogunlagmis ve fajlarin karakterize edildigi literatiir taramalarinda

gbzlenmistir.

Carey-Smith vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada kanalizasyon suyundan izole ettikleri 2
Salmonella fajin Siphoviridae familyasina ait olduklarini, FGCSSal fajin bas ¢apinin
107 nm, kuyruk uzunlugunun 123 nm, kuyruk capmnin 20 nm; FGCSSa2 fajin bas
capinin 66 nm, kuyruk uzunlugunun 112 nm, kuyruk ¢apinin ise 9 nm oldugu ifade
etmislerdir. FGCSSal fajinin patlama biyiikliginiin 139 plak/hiicre ve latent
periyodunun 50 dk, konak hcresine 4 dakika iginde %99 oraninda adsorbe oldugunu

belirtmislerdir.

Yapilan bagka bir ¢alismada hayvan diskisindan izole edilen S. Typhimurium’a karsi
etkili olan stl04a ve stl04 fajlarin Siphoviridae, felix 01 fajin ise Myoviridae
familyasina ait oldugu ifade edilmistir. st104a fajin bas cap1 ve kuyruk uzunlugunun
sirastyla 59 nm ve 131 nm iken, st104b fajin 59 nm ve 128 nm oldugu belirtilmistir.
Felix 01 fajin bas capmmin 70 nm, kuyruk uzunlugunun 115 nm oldugu, latent
periyodunun 60 dk ve patlama biyiikliigliniin 14 plak/hiicre oldugu belirtilmistir
(O'Flynn vd., 2006).

Akhtar vd. (2014) yaptiklar1 calismada hayvan diskis1 ve kanalizasyondan izole edilen
13 adet S. Typhumurium fajlarin Siphoviridae ve Myoviridae familyasina ait olduklar

bildirilmistir.

Huang vd. (2018) vyaptiklari ¢alismada S. Enteritidis’i enfekte eden LPSEI
bakteriyofajin Siphoviridae ailesine ait oldugunu, 70 nm ¢apinda ikozahedral bir basa,
116,6 nm uzunlugunda ve 6,6 nm genigliginde kontraktil olmayan uzun bir kuyruga

sahip oldugunu belirtmislerdir. Ayrica latent periyodu ve patlama biiyiikliigiiniin
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sirasiyla 20 dk ve 94 plak/hiicre olarak rapor edilmistir. LPSE1 fajinin pH stabilitileri
incelendiginde genis pH araliklarinda (4-12) oldukca stabil oldugu, fakat pH 3’iin
altinda ve 12’nin lizerindeki degerlerde canli kalan faj sayilarinda azalma oldugu, 70°C
sicakliga direng gosterirken 80°C’de 30 dk 1s1l islemle faj sayilarinda azalma ve ayni

sicaklikta 60 dk isleme tabi tutuldugunda tamamen imha oldugu bildirilmislerdir.

Park vd. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, batakliktan izole edilen S.
Typhimurium’u enfekte eden SFP1o fajin Myoviridae familyasina ait oldugu, 68,75 nm
capinda ikozahedral bir basa, 41,67 nm uzunlugunda ve 12,90 nm ¢apinda kontraktil
kuyruga sahip oldugu bildirilmistir. Bu fajin patlama biiyiikligiiniin 200 plak/ hiicre’den
daha fazla ve latent periyodunun 25 dakika oldugu, adsorbsiyon oranmin 2.50x10%
ml/dk oldugu ifade edilmistir. Fajin 20-60°C arasinda uygulanan 1s1] isleme dayanikli
oldugu, ancak 70°C’de faj sayisinda %54 oraninda azaldig1 ve 75°C’de tamamen imha
oldugu belirtilmistir. Ayrica 4-10 pH araliginda faj sayisinin sabit kaldigi, pH 2 ve
altindaki degerlerde ve pH 12 ve iizerindeki degerlerde fajin aktivitesini kaybettigi ifade

edilmistir.

Yapilan bir baska ¢alismada S. Enteritidis ve S. Choleraesuis’i enfekte eden AR1 ve
LG1 fajlari izole edilmis ve bu fajlarin Myoviridae familyasina ait oldugu, AR1 fajinin
74 nm ¢apinda izometrik bir basa,16 nm c¢apa ve 116 nm uzunlugunda kontraktil bir
kuyruga sahip oldugu belirtilmistir. LG1 fajinin ise 68 nm ¢apinda izometrik bir basa,
15 nm capa ve 111 nm uzunluguna sahip kontraktil bir kuyruga sahip oldugu ifade
edilmistir. AR1 ve LG1 fajlarmin patlama biiyiikliigli ve latent periyotlarinin sirasiyla

38-177 plak/hiicre ve 40-52 dk oldugu belirtilmistir (Goodridge vd., 2003).

Yapilan bir baska calismada, tavuklardan Salmonella serovarlarin1 enfekte eden
Salmaceyl, Salmacey2 ve Salmacey3 olarak adlandirilan fajlar izole edilmis ve
Salmacey! ile Salmacey?2 fajlarinin Siphoviridae, digerinin ise Myoviridae familyasina
ait olduklar1 ifade edilmistir. Salmaceyl, Salmacey2 ve Salmacey3 fajlarinin patlama
biiyiikliikleri ve latent periyotlar sirasiyla 80-90-110 plak/hicre ve 35-40-60 dk olarak
belirlenmistir (Mahmouda vd., 2018).

Wong vd. (2014) yaptiklari calismada, tavuk diskisindan izole ettikleri S.

Typhimurium’u enfekte eden ®stl fajinin latent periyodunun 40 dk ve patlama
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biiyiikliikliigiiniin 22 plak/hiicre, optimum MOI degerinin 0,1, konake1 hiicresine ilk 5
dakika icerisinde %86,1 oraninda adsorbe oldugunu bulmuslardir. Adsorpsiyon oraninin

pH 7-9°’da arasinda %88,4-92,2 oldugunu ifade etmislerdir.

Yapilan bir baska ¢alismada Salmonella Pullorum’u enfekte eden PSPu-95 ve PSPu-116
fajlarin sirasiyla Siphoviridae ve Myoviridae familyasina ait oldugu bulunmustur. PSPu-
95 fajin yuvarlak bir basa sahip oldugu ve bas ¢apinin 57,14 nm, kuyruk uzunlugunun
ise 103,57 nm oldugu tespit edilmistir. PSPu-116 fajinin 74,3 nm ¢apinda ikozahedral
bir basa ve 114,2 nm uzunlugunda bir kuyruga sahip oldugu ifade edilmistir. PSPu-95
ve PSPu-116 fajlarinin patlama biiyiikliiklerinin sirasiyla 77,5 ve 86 plak/hiicre, latent
periyotlarinin ise 20 dk oldugu rapor edilmistir. pH 4-10 araliginda fajlarin canliliini
korudugu, 70°C’de 60 dk uygulanan 1s1l islem sonunda fajlarin tamamen 6lmedigi,
ancak 80°C’de 1s1l isleme maruz birakildiklarinda her iki fajin da imha oldugu
bildirilmigtir. PSPu-95 ve PSPu-116 fajlarinin konaker araliklarinin genis oldugu, PSPu-
95 fajin 20 konakgidan 17’sine litik etki gosterdigi (%85), PSPu-116 fajinin ise 14’iine
litik etki gosterdigi (%70) belirtilmistir. Enterotoksin iireten E. coli K88 bakterisine

kars1 da litik etki gosterip parlak plak olusturdugu ifade edilmistir (Bao vd., 2011).

Bao vd. (2015) yaptiklar1 ¢aligmada S. Enteritidis’e enfektif, plak biiyiikliikleri 0,5-1,0
mm arasinda yuvarlak ve parlak zon olusturan iki faj izole etmiglerdir. Fajlarin
Myoviridae familyasina ait olup kontraktil bir kuyruga sahip olduklart belirtilmistir.
PA13076 fajinin yuvarlak ve ¢apt 66 nm olan bir basa, genisligi 18 nm ve uzunlugu 90
nm olan kuyruga sahip oldugu; PC2184 fajinin ise ikozahedral ve ¢ap1 65 nm olan bir
basa, genisligi 17 nm ve uzunlugu 106 nm olan bir kuyruga sahip oldugu belirtilmistir.
Iki fajm da 30 ve 50°C araligindaki 1sil islemlerde stabilitesini korudugu,
PA13076 fajinin 70°C’de, PC2184 fajinin ise 80°C’de 60 dk 1s1l islem sonunda 6ldugii
belirtilmistir. Fajlarin 6-11 pH aralifinda stabilitelerini korudugu, bu degerlerin iistii
veya altindaki pH degerlerinde faj sayilarinda diisiis meydana geldigi ifade edilmistir.
Hem PA13076 fajinin hem de PC2184 fajinin etki ettigi konak¢i araliklarinin genis
oldugu, fajlarin 311 Salmonella konakgisindan sirasiyla 222’°sine (%71,4) ve 298’ine
(9%95,8) litik etki gosterdigi rapor edilmistir.
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BOLUM 111

MATERYAL VE METOT

3.1. Bakteriler, Bakteriyofajlar ve Besi Ortamlar

Arastirmada kullanilan bakteri suslar1 ve bakteriyofajlar Nigde Omer Halisdemir
Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii’niin kiiltiir koleksiyonundan saglanmustir.
Salmonella Enteritidis’in gelistirilmesi i¢in Brain Heart Infusion (BHI) sivi besiyeri
kullanilmistir. Bakteri kiiltiirleri %20 gliserol iceren BHI besiyerinde -80°C’de
muhafaza edilmistir. SEnt-P5 ve  SEnt-P6  bakteriyofajlarin  drneklerinin

hazirlanmasinda ise Luria Bertani (LB) besiyeri kullanilmistir.

3.2. SEnt-P5 ve SEnt-P6 Fajlarin Tek Plak Yontemiyle Saflastirilmasi

Bakteriyofaj orneklerinden seri dillisyonlar hazirlanarak konakei hiicrelerine karst ekim
yapilmis ve en fazla 10-15 plak diisen Petri kutusundan tek bir plak steril cam Pastor
pipeti ile alinip SM tamponun (50 mM Tris-Cl, pH 7,5; 99 mM NaCl, 8 mM MgSOQOs, %
0,01 jelatin) igerisine konulmus ve minimum 2 saat karistirilmistir. Kloroform
ekstraksiyonu (50 pl/mL) ve santrifij (9000 x g, 20 dk, 4°C) isleminden sonra
supernatant steril bir tlipe aktarilmistir. Konake1 hiicreyi yeniden enfeksiyon ve plak
saflagtirma islemi en az ii¢ kez tekrar edilerek bakteriyofajlar saflastirilmistir.
Hazirlanan bakteriyofaj ornekleri %30 gliserol igeren cozeltide -80°C’de muhafaza
edilmistir (Stenholm vd., 2008). SEnt-P5 bakteriyofajin konakg1 hiicresi Salmonella
Enteritidis MET-S1-742, SEnt-P6 bakteriyofajin konake hiicresi Salmonella Enteritidis
DMC3tdr.

3.3. Bakteriyofaj Stok Orneklerinin Hazirlanmasi

Saflastirilan fajlardan yiiksek sayida faj elde etmek amaciyla, faj plak siyirma teknigi
kullanilmistir. Bu yontemde gelistirilen faj &rneklerinden seri diliisyonlar (1071-107)
hazirlanmistir. Bu diliisyonlardan 100 pL ve aktif gelisen bakteri kiiltiirlerinden 100 pLL
alinip 45-50°C’deki 3 mL LB yumusak agara (% 0,7 agar) ilave edilip karistirildiktan
sonra daha 6nce LB agar (%1,5) konulmus Petrilerin iizerine dokiilmiistiir. Oda

sicakliginda 30 dk yumusak agarin katilasmasi i¢in bekletildikten sonra petriler ters
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cevrilerek 37°C’de 24 saat inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. inkiibasyon iglemini
takiben tamamen bakterilerin lize oldugu Petriler alinarak siyirma islemine tabi
tutulmustur. Siyirma islemi icin petrilere 3 mL SM tamponu eklenmis ve faj iceren
yumusak agar siyirilip steril tliplere aktarilmistir. Tipler diizenli olarak karistirilarak
oda sicakliginda 2-3 saat bekletilmistir. Santrifiij isleminden (8000 x g ’de 30 dk) sonra

supernatant steril membrandan (0,22 um) filtre edilmis ve faj sayimi yapilmistir.
3.4. Bakteriyofaj Sayisimin Cift Tabaka Agar Plak Metodu ile Belirlenmesi

Hazirlanan bakteriyofaj drneklerinin titresi ¢ift plaka agar plak metodu ile belirlenmistir
(Adams, 1959). Seri diliisyonlar hazirlanan bakteriyofaj érneklerinden 100 pL ve aktif
gelisen konak bakteri hiicre kiiltlirlerinden 100 pL alinip 45-50°C’deki LB yumusak
agara (%0,7 agar) ilave edilip karigtirildiktan sonra igerisinde kat1 halde LB agar (%1,5
agar) bulunan petrilere dokiilmiistiir. Gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmis ve
inkiibasyon islemi sonunda petrilerde olusan faj plaklari sayilmis ve sonuglar plak

olusturma birimi (pob/mL) seklinde verilmistir.
3.5. Fajlarmn Etki Ettigi Konake¢1 Araliginin Belirlenmesi

SEnt-PS ve SEnt-P6 fajlarin konak hiicre araligmmin belirlenmesi i¢in kiiltiir
koleksiyonumuzda bulunan Salmonella enterica serovarlar1 ile E. coli, Shigella,
Yersinia, Citrobacter, Enterobacter, Listeria, Staphylococcus, Bacillus ve

Enterococcus’un farkl tiir veya suslar1 kullanilmistir (Cizelge 3.1).
3.6. Fajlarin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Faj ornekleri 100.000 x g’de 1 saat ultra santrifiij (HITACCHI Himac-CP 100 WX,
Tokyo-Japonya) islemine tabi tutulmus ve supernatant kismi atildiktan sonra pelet 100
ul SM tamponunda ¢oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan faj 6rnekleri %2 uranil asetat (pH 4)
ile negatif olarak boyanmistir. Elektron mikro grafikleri hizmet alimi karsiliginda
Selcuk Universitesi ileri Arastirma Merkezinde transmisyon elektron mikroskobu
(JEOL JEM-2100 UHR, Japonya) kullanilarak elde edilmistir (Uchiyama vd., 2008).
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Cizelge 3.1. Bakteriyofajlarin konak hiicre araliginin belirlenmesinde kullanilan bakteriler

Bakteri Kod Bakteri Kod
DMC3 Salmonella Infantis DMC7
DMC8 DMC20
DMC21 Salmonella Thompson DMC47
DMC22 DMC44
DMC30 Salmonella Anatum DMC90
DMC 31 Salmonella Telaviv DMC62
Salmonella DMC43 Salmonella Montavide DMC81
Enteritidis DMC 84 Salmonella Kentucky DMC35
MET-51-M411 Salmonella Corvallis DMC86
MET-S1-M512 DMC36
MET-S1-M742 . 1HU
ATCC 13075 Salmonefla Dublin hif S.h.ha 9
SL 1344 Salmonella Gallinarum 2NU
KUVF29 Salmonella Nahanga DMC15
LT2 SR Il Salmonella Pullorum
MA1 LT2/pNK972 | Salmonella Agona DMC59
MAS53 T-POP NCTC 12900
Tr90 . ATCC 43888
Tr87 - ol ATCC 35150
Salmonella LT2 TH3923 RSKK
Typhimurium | DMC4 E. coli 0157 AIBU
SL 134 Listeria monocytogenes ATCC 19115
Wild type 14028 Staphylococcus aureus ATCC 25923
MET-S1-625 Bacillus cereus ATCC 10875
AIBU Yersinia enterocolitica 0:9 | AU
ATCC 14028 Citrobacter freundii AU
Salmonella DMC8 Enterobacter aerogenes AU
Virchow DMC5 Enterococcus faecalis ATCC 29212

3.7. infeksiyon Coklugu Degerinin Belirlenmesi

Bakteriyofajlarin optimum enfeksiyon ¢oklugu degerini (MOI, Multipcity of Infection)
belirlemek icin aktif gelisen konak hiicre (yaklasik 108 kob/mL) ependorf tiplere
konulmus ve bu tiiplere bakteriyofaj stok soltisyonundan 10/1, 1/1, 1/10, 1/100, 1/1000,
1/10000, 1/1000000 (faj/bakteri) oranini
karistirilmistir. Adsorpsiyon icin 15 dk bekletildikten sonra santrifiij (6000 % g’de 10

saglayacak sekilde faj ilave edilerek

dk) edilmis ve serbest bakteriyofaj iceren siipernatantlar uzaklagtirilmistir. Tiiplerde
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kalan pelet LB besiyeri ile siispansiye edilerek 35°C’de 4 saat inkiibasyon islemine tabi
tutulmustur. Bu silirenin sonunda bakteriyofaj sayisi ¢ift tabaka agar yontemiyle
belirlenmis ve asagidaki esitlik yardimiyla MOI degeri hesaplanmistir. En yliksek faj
sayis1 veren diliisyon optimum MOI degeri olarak kabul edilmistir (Yang vd., 2010).

Faj Titresi (pob)

MOI =
0 Bakteri Sayist (kob)

3.8. Bakteriyofaj Replikasyon (Gelisme) Kinetigi

Bakteriyofajlarin gelisme kurvesi tek asamali gelisme testi ile belirlenmistir (Adams,
1959; Sillankorva vd., 2008). Aktif olarak LB besiyerinde gelisen (ODg00=0,4) bakteri
konake1 hiicrelerden 50 mL alinip santrifiij edilmis (7000 x g’de 15 dk) ve slpernatant
kism1 uzaklastirildiktan sonra pelet 0,5 mL taze LB besiyeri ile siispanse edilmistir.
Bakteri siispansiyonuna 0,5 mL faj soliisyonu (108 pob/ml) ilave edilip karistirilmustir.
Fajin konakg1 hiicreye adsorpsiyonu i¢in 15 dk bekletildikten hemen sonra 7000 x g’de
15 dk santrifiij edilerek adsorbe olmayan serbest fajlar uzaklagtirilmistir. Pelet 100 mL
taze LB besiyeri i¢inde siispansiye edilmis ve 37°C’de calkalamali inkiibatérde
inkiibasyon islemine (120 devir/dk) tabi tutulmustur. inkiibasyon islemi siiresince 5
dakika araliklarla 6rnek alinip santrifiij isleminden sonra filtratta ¢ift tabakali agar plak

yontemi ile faj sayis1 belirlenmistir.

3.9. Fajlarin Konakg¢1 Hiicreye Adsorpsiyon Oraninin Belirlenmesi

Fajlarin konakgr hiicreye adsorpsiyon orani aktif olarak gelisen Salmonella Enteritidis’e
MOI degeri 0,0005 olacak sekilde faj ilave edilmistir. Fajlarin konakgi hiicreye
adsorpsiyonu iizerine iki degerlikli iyonlarin etkisini belirlemek i¢in de ayri bir tiipte
konakg¢i-faj karistmma 10 mM CaCl; ilave edilmis ve 35-37°C’de ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. 1nk1'ibasy0n isleminin 0, 5, 10, 20,
30, 40, 50 ve 60’1nc1 dakikasinda 6rnek (150 puL) alinip 1:10 oraninda SM tamponu ve
kloroform (50 puL/mL) ile karistirllmis ve santrifiij edilmistir (8000 x g’de 15 dk).
Stipernatant yeni bir tiipe aktarilarak adsorbe olmayan bakteriyofaj sayisi ¢ift tabakali

agar plak metodu ile belirlenmistir. Faj adsorpsiyon orani inkiibasyon iglemi siiresince
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plak olusum biriminde meydana gelen azalmanin orani olarak ifade edilmistir (Suarez

vd., 2008).

Baslangic faj titresi — Adsorbsiyon sonrast faj titresi 100
X

% Adsorbsiyon =
%o Adsorbsiyon Baslang:g faj titresi

3.10. Konakg1 Hiicreye Kars1 Bakteriyofajlarin Litik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Salmonella Enteritidis’in faj varliginda gelisiminin belirlenmesi amaciyla bir gece dnce
gelistirilen konake1 hiicre taze LB besiyerine (150 mL) inokiile edildikten sonra 25 ile
37°C’de ¢alkalamali (120 devir/dk) inkiibatdrde inkiibe edilmistir. inkiibasyon isleminin
3’{incii saatinde kiiltiir 3 esit kisma steril kosullarda (50’er mL) boliinerek 10° pob/mL
diizeyinde enfeksiyon etmeni fajlar1 ile tek tek ve kombine olarak inokiile edildikten
sonra ayni inkiibasyon kosullarinda inkiibe edilmistir. inkiibasyon islemi siiresince
belirli araliklarla 6rnekler alinip diliisyonlar hazirlanmis ve LB agar (%1,5 agar) iceren
Petrilere yayma yontemiyle ekimler yapilmistir. Petri 6rnekleri 35-37°C’de 24-48 saat
inkiibasyon islemine tabi tutulduktan sonra Petrilerde olusan koloniler sayilmis ve

bakteri sayisi koloni olusturan bakteri (kob/mL) seklinde sunulmustur.
3.11. Farkh Depolama Kosullarinda Faj Stabilitelerinin Belirlenmesi

SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarin farkli depolama sicakliklarinda stabilitesini belirlemek
amaciyla hazirlanan bakteriyofaj ornekleri (10° pob/mL) 25, 37, 4, -20 , -80°C’de
muhafaza edilmis ve depolamanin belirli araliklarinda ornekler almip faj saymm
gerceklestirilmistir. 25 ve 37°C’de muhafaza edilen 6rneklerde 0., 12°nci saatleri ile 1,
2,4, 6,8, 15, 30 ve 90’1nc1 gunlerinde; 4 °C’de ve -20, -80°C’de tutulan 6rneklerde
depolamanin 0, 1, 15, 30 ve 90’ inc1 giinlerinde faj sayimlart yapilmistir. Ayrica -20 ve
-80°C’de faj orneklerinin stabilitesi hem gliserollii (%20) hem de gliserolsuz ortamda

belirlenmistir.
3.12. Fajlarin pH ve Sicaklik Stabilite Degerlerinin Tespiti

Farkl1 pH degerlerinde fajlarm stabilitelerini belirlemek amaciyla yaklasik 10° pob/mL
faj partikiilii iceren Orneklerin pH degerleri 1-13 arasinda ayarlanmis ve bu pH

degerlerinde 1 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra ¢ift plaka agar plak metodu ile
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faj sayisi tespit edilmistir. Isil islemin etkisini belirlemek i¢in faj 6rnekleri 50, 60, 70,
80, 90 ve 100°C’de 5, 15, 30, ve 60 dk 1s1l isleme tabi tutulmus ve bu islemi takiben

canli kalan faj sayisi ¢ift tabaka agar plak yontemiyle saptanmistir.
3.13. Bakteriyofaja-Duyarsiz Mutant Sikhigimin Belirlenmesi

Bakteriyofaja-duyarsiz mutantlarin sikliginin belirlenmesi igin aktif gelistirilen konakg1
hiicre (10° kob/mL) faj siispansiyonu ile MOI degeri 100 olacak sekilde karistirilmis ve
bakteri-faj karisimi1 37°C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Karisimdan diliisyonlar hazirlanip
LB agara ekim yapilarak gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Gelisen
koloniler sayilarak bakteriyofaja dayanikli mutant sikligi belirlenmistir (Garcia vd.,

2007).

Bakteri ‘2 D Wl Mutant Skl = Gelisen Bakteri Sayist 100
akteriyofaja Dayanikli Mutant Siklig _BaslanngBakteriSayLSLx

3.14. Fajlarin Buzdolab1 Kosularinda Konak¢1 Hiicreye Karsi Aktivitelerinin

Belirlenmesi

Fajlarin buzdolabi1 kosullarinda konakg¢1 hiicreleri olan S. Enteritidis MET-S1-742 ve S.
Enteritidis DMC3’e kars1 enfektif etkisini belirlemek amaciyla LB besiyerine 10 ve 10°
kob/mL olacak sekilde konakgi hiicre inokiile edilmistir. Sonra bu besiyerlerine sirastyla
10° ve 10° pob/mL olacak sekilde faj ilavesi yapilip 5°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun 0, 3, 6, 9 ve 24’iincii saatlerinde 6rnekler alinip LB agar ekim yapilmak
siretiyle canli konak¢i hiicre sayist ile faj sayisi belirlenmistir. Faj sayisinin

belirlenmesi esnasinda drneklere kloroform ilavesi yapilmistir (Hudson vd., 2013).
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BOLUM IV
BULGULAR VE TARTISMA

41, SEnt-P5 ve SEnt-P6 Fajlarin Saflastirilmast ve Stok Orneklerinin

Hazirlanmasi

Bakteriyofajlarin saflagtirilmasinda tek plak izolasyon yontemi kullanilmistir. Fajin
kendi morfolojisine uygun plaklar belirlenerek her biri tek plak olacak sekilde steril cam
pastor pipeti ile alinip SM tamponu iceren ayri1 ependorf tiiplerinin icerisine konulmus
ve minimum 2 saat karistirilmistir (Sekil 4.1). Kloroform ekstraksiyonu (50 pl/mL) ve
santrifiij (9000 x g, 20 dk, 4°C) isleminden sonra supernatant steril bir tiipe
aktarilmistir. Konake1 hiicreyi yeniden enfeksiyon ve plak saflastirma iglemi en az {i¢

kez tekrar edilerek tek bir tip bakteriyofaj izole edilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.1. SEnt-P5 fajinin tek plak izolasyon yontemiyle saflastirilmasi

Sekil 4.2. SEnt-P5 fajinin saflagtirildiktan sonraki goriiniimii
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Plak siyirma yontemiyle hazirlanmis SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarindan seri diliisyonlar
hazirlanarak kendi konak hiicreleri olan sirasiyla S. Enteritidis MET-S1-M742 ve S.
Enteritidis DMC3’e kars1 ¢ift tabaka agar plak metodu ile analiz edilmislerdir.
Inkiibasyon islemi (37°C’de 18-24 saat) sonrasinda olusan faj plaklar1 sayilmis ve SEnt-
P5 ve SEnt-P6 faj solusyonlarmin titrelerinin sirasiyla 6x10%° ve 6x10° pob/mL oldugu

tespit edilmistir.

4.2. Fajlarin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarmin plak goriiniimleri Sekil 4.3’te verilmistir. Sekilde de
goriildiigii lizere her iki fajin plak goriiniimleri birbirlerinden oldukga farkli oldugu
tespit edilmistir. Dijital kumpasla 6l¢ililen faj ¢aplar1 incelendiginde SEnt-P5 fajinin
1,38+0,03 mm i¢ ¢apa sahip net lizis olan bir merkez plak ve bunu gevreleyen bir dis
plakla birlikte toplam plak ¢apinin 3,8820,21 mm oldugu, SEnt-P6 fajinin plak ¢apinin

ise 0,93+0,09 mm oldugu gozlemlenmistir.

Salmonella'ya 6zgii fajlar1 toplu ignesi basi biiyiikliiglinden 1 mm ve yaklasik 3 mm
capa kadar degisen ebatlarda plaklar irettigi belirtilmistir (Lappe vd., 2009). ®stl
(Wong vd., 2014), PC2184 ve PA13076 fajlarin (Bao vd., 2015), 0,5-1,0 mm ¢aplarinda
berrak plaklar tirettigi bildirilmistir.

Sekil 4.3. Cift tabaka agar yontemiyle bakteriyofaj plak goruntisu; (a) S. Enteritidis MET-
S1-M742’yi enfekte eden SEnt-P5 faji; (b) S. Enteretidis DMC3’1i enfekte eden SEnt-P6 faji

Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarin
morfolojik yapilar1 goriintiilenmistir. SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarin uzun, kontraktil
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olmayan kuyruga sahi ve Siphoviridae familyasina ait olduklar1 tespit edilmistir (Sekil
4.4). SEnt-P5 fajinin bas ¢apmin 61,23+1,21 nm, kuyruk uzunlugunun 91,61+0,88 nm,
kuyruk c¢apmin 9,13+0,41 nm oldugu belirlenmistir. SEnt-P6 fajinin bas capinin
59,78+0,66 nm, kuyruk uzunlugunun 106,62%1,02 nm ve kuyruk kalinliginin ise
9,5510,14 nm oldugu saptanmustir.

Bakteriyofajlarin %90’ 1indan fazlasinin Caudovirales takimina ait oldugu ve bu takim
icinde yer alan fajlarin ikozahedral simetrik bir basa, ¢ift zincirli bir DNA’ya ve ¢esitli
uzunluktaki kuyruklara sahip oldugu bildirilmektedir. Caudovirales takim i¢inde yer
alan familyalar Myoviridae (uzun sert kontraktil kuyruklu), Siphoviridae (uzun esnek
kontraktil olmayan kuyruklu) ve Podoiviridae (kisa konraktil olmayan kuyruklu)’dir
(Garcia vd., 2010). Fajlar morfolojik sekillerine bagli olarak kuyruklu, polihedral,
filament6z ve pleomorfik olmak (izere 4 grupta toplanmaktadir. Incelenen fajlarm (5500
adet) %96,2’sinin “kuyruklu fajlar”, %3,8 nin ise polihedral, filament6z ve pleomorfik
oldugu bildirilmektedir. Kuyruklu fajlar, lineer ¢ift sarmal DNAya, ikosahedral kapside
ve helikal yapida kuyruga sahiptirler. DNA biyuklikleri 17-500 kb, kuyruk uzunluklari
da 10-800 nm arasinda degismektedir (Ackermann 2007 ve 2012).

200 nm

v

nt-P6 (fajlarmln TEM 6ntiisii

Sekil 4.4. SEnt-P5 (a) ve SE

Tanimlanan Salmonella fajlarinin ¢ogunun, ¢ift sarmalli DNA’ya sahip kuyruklu
viriisler oldugu ve Caudovirales takiminin Myoviridae, Siphoviridae ve Podoviridae
familyasinda yer aldiklar1 belirtilmektedir (Thung vd., 2017, Lappe vd., 2009; Bao vd.,
2015, Akhtar vd., 2014; O’Flynn vd., 2006; Augustine vd., 2013; Tiwari vd., 2013).
Ackermann (2009), tarafindan incelenen 177 Salmonella fajinin % 91'inin Caudovirales
takimina ait oldugun ve bunlarin % 24'Uniin Myoviridae, % 31'in Siphoviridae ve %

33'iinlin ise Podoviridae familyasinda oldugu bildirilmistir. Kalan % 9'unun ise
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Inoviridae, Leviviridae, Microviridae ve Tectiviridae familyasinda bulundugu ifade

edilmistir.

Carey-Smith vd. (2006) kanalizasyon suyundan izole ettikleri 2 Salmonella fajin
Siphoviridae familyasina ait olduklarini belirtmislerdir. FGCSSal fajin bas ¢apinin 107
nm, kuyruk uzunlugunun 123 nm, kuyruk ¢apinin 20 nm; FGCSSa2 fajin bas ¢apinin 66
nm, kuyruk uzunlugunun 112 nm, kuyruk capinin ise 9 nm oldugu bildirilmistir.
O’Fynn vd. (2006) hayvan diskisindan izole edilen S. enterica serovar Typhimurium’a
kars1 etkili olan stl04a ve st104 fajlarin Siphoviridae, felix 01 fajin ise Myoviridae
familyasina ait oldugu ifade edilmistir. St104a fajin bas ¢ap1 ve kuyruk uzunlugunun
strastyla 59 nm, 131 nm iken, st104b fajin 59 nm ve 128 nm oldugu belirtilmistir. Felix
01 fajin bas capinin 70 nm, kuyruk uzunlugunun ise 115 nm oldugu rapor edilmistir.
Baska bir ¢calismada hayvan diskis1 ve kanalizasyondan izole edilen S. Typhumurium
fajlarin (13 adet) Siphoviridae ve Myoviridae familyasina ait olduklar1 bildirilmistir
(Akhtar vd., 2014).

Huang vd. (2018) vyaptiklari g¢alismada S. Enteritidis’i enfekte eden LPSEI
bakteriyofajin Siphoviridae ailesine ait oldugunu, 70 nm ¢apinda isometrik bir basa,
116,6 nm uzunlugunda ve 6,6 nm genisliginde kontraktil olmayan uzun bir kuyruga
sahip oldugunu belirtmislerdir. Park vd. (2012) calismalarinda batakliktan izole edilen
S. Typhimurium’u enfekte eden SFP1o fajin Myoviridae familyasina ait oldugunu, 68,75
nm c¢apinda isometrik bir basa ve 12,90 nm kuyruk capina sahip oldugunu
bildirmiglerdir. Ayrica kontraktil ve kontraktil olmayan kuyruga sahip olduklarini tespit
etmis ve uzunluklarinin sirasiyla 131,25 ve 41,67 nm oldugunu tespit etmislerdir (Park
vd., 2012). Yapilan bir bagka caligmada S. Enteritidis ve S. Choleraesuis’i enfekte eden
ARI1 faj1 izole edilmis ve bu fajin Myoviridae familyasina ait oldugu, 74 nm ¢apinda
izometrik bir basa, 16 nm cap ve 116 nm uzunlugunda kontraktil bir kuyruga sahip

oldugu belirtilmistir (Goodridge vd., 2003).

4.3. Konake1 Araliginin Belirlenmesi

SEnt-PS ve SEnNt-P6 fajlarin etki ettigi konak¢r spektrumunun belirlenmesi igin
Salmonella enterica, E. coli, Shigella, Yersinia, Citrobacter, Enterobacter, Listeria,

Staphylococcus, Bacillus ve Enterococcus’un farkl: tiir, sus veya serovarlart kullanilmis
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ve sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir. Olusan faj plaklarmin netlik veya berraklik
derecesine bagli olarak sonuglar 4 ayr1 smifta degerlendirilmistir. Buna gore biiyiik
berrak faj plaklar1 “+++”; kiigiik berrak plaklar “++”; bulanik faj plaklar1 “+”; plak
olusmayanlar “ - olarak degerlendirilmistir. Olusan faj plaklarina 6rnek Sekil 4.5°de

verilmigtir.

Cizelge 4.1°de goriildigi tizere SEnt-P6 fajinin enfektif etki gosterdigi konak hiicre
araliginin SEnt-P5 fajina gore daha fazla oldugu belirlenmistir. SEnt-P6 fajin test edilen
14 farkli S. Enteritidis serovarlarindan 12 tanesine karsi ¢ok kuvvetli litik aktivite
gosterdigi, 2 tanesine karsi ise enfektif olmadig1 belirlenmistir. Ayrica test edilen 12
farkli S. Typhimurium serovarlarindan 6 tanesine, diger Salmonella enterica
serovarlarindan 4 tanesine (2 adet S. Dublin, 2 adet S. Corvallis, 1 adet S. Gallinarum
ve 1 adet S. Pullorum susuna) kars1 kuvvetli litik aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir.
SEnt-P6 fajinin Salmonella enterica serovarlarina ilaveten E. coli DSa ve E. coli
CFAI'ye kars1 yiiksek, E. coli 0157 AIBU ile E. coli ATCC 25922’ye karsi zayif
inhibitor etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1).

SEnt-P5 fajinin da 14 farkli S. Enteritidis serovarlarindan 12 tanesine karsi enfektif
etkiye sahip oldugu, ancak bunlarda sadece 7 tanesine karsi enfektif etkisinin yiiksek
oldugu, 5 tanesine kars1 da enfektif etkinin zayif (bulanik plak) oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.1). Ayrica diger Salmonella enterica serovarlarindan 2 tanesine karsi ¢ok
kuvvetli (S. Typhimurium LT2 TH3923 ve S. Typhimurium ATCC 14028), 3 tanesine
kars1 kuvvetli (S. Dublin hif S.h.ha 9 S. Corvallis DMC36 ile S. Corvallis DMC86), 13
tanesine karsi da zayif inhibitor etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Test edilen E. coli
suslarindan ise sadece E. coli CFAI'ye karsi yiiksek, E. coli ATCC 25922, E. coli
ATCC 35150 ve E. coli DSa’ye kars1 zayif enfektif etkiye sahip oldugu goriilmistiir
(Cizelge 4.1).

SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarimin her ikisinin de test edilen Shigella, Yersinia, Citrobacter,
Enterobacter, Listeria, Staphylococcus, Bacillus ve Enterococcus tlrlerine karsi

enfektif aktiviteye sahip olmadiklar1 gézlenmistir (Cizelge 4.1).
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SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarin etki ettikleri konak¢i araliginin genis olmasi bakteri
tizerinde spesifik olmayan reseptdrlere baglanmalarindan kaynaklanabilecegi

diistintilmektedir (Ducworth vd., 1981, Akhtar vd., 2014).

Bu c¢alismanin sonuglarina benzer olarak bazi Salmonella bakteriyofajlarinin 6rnegin
SSP5, SSP6, PSPu-95, PSPu-4-116, Felix 01, st104a ve st104b’nin etki ettigi konake1
araliklariin genis oldugu bildirilmistir (Bao vd., 2011; Kocharunchitt vd., 2009;
Kostrzynska vd., 2002; O’Flynn vd., 2006).

Bao vd. (2015) tarafindan yapilan bir calismada tavuk isletme atik suyundan izole
edilen S. Enteritidis karsi enfektif olan PA13076 ve PC2184 fajlarmin konakgi
araliklarinin genis oldugu; PA13076 fajin test edilen 311 adet epidemik Salmonella
izolatlarindan 222’sine, PC2184 fajin ise 298’ne kars1 enfektif aktiviteye sahip

olduklarin1 bulmuslardir.

Santos vd. (2010) atik sudan izole edilen PVP-SE1 kodlu S. Enteritidis litik fajin, birgok
Salmonella serotipine ve E. coli’ye karsi etkili oldugunu bildirmislerdir. Yildirim vd.
(2018), yaptiklart bir caligmada cesitli atik sulardan izole edilen S. Enteretidis
bakterifajlarinin bazilarinin inhibe ettigi konakg1 araliklarinin ¢ok genis, bazilarinin ise

dar oldugunu ifade etmislerdir.

Carey-Smith vd. (2006), S. Enteritidis’i enfekte eden FGCSSal fajinin 8 Salmonella
bakterisinden 5 tanesine litik, 1 tanesine zayif aktivite (bulanik), FGCSSa2 fajinin ise
sadece Salmonella bakterilerinden 3’iine zayif etki gosterdigini, ancak her iki fajin E.
coli’ye kars1 aktivite gostermedigi bildirilmistir. Yapilan bagka c¢alismada da
Salmonella’y1 enfekte eden 3 fajin, sadece 4 Salmonella serovar’ina karsi etkili oldugu

ortaya konmustur (Borie vd., 2008).
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Sekil 4.5. SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin konak hiicrelere olusturduklar1 plak gesitleri;
(a) biiyiik berrak faj plags; (b) kiiglik berrak faj plagi; (c) bulanik faj plag:

Cizelge 4.1. SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin konake1 araligi

Bakteri Kultirleri

SEnt-P5 Faji

SEnt-P6 Faji

S. Enteritidis DMC3 + +++
S. Enteritidis DMC8 +++ +++
S. Enteritidis DMC22 +++ +++
S. Enteritidis DMC43 + +++
S. Enteritidis MET-S1-M411 +++ +++
S. Enteritidis DMC30 + +++
S. Enteritidis DMC31 + +++
S. Enteritidis DMC 94 +++ +++
S. Enteritidis ATCC 13075 + +++
S. Enteritidis SL 1344 +++ +++
S. Enteritidis MET-S1-M742 +++ +++
S. Enteritidis KUVF29 ++ .
S. Enteritidis MET-S1-M512 - -
S. Enteritidis DMC21 - -
S. Typhimurium LT2 TH3923 +++ +++
S. Typhimurium MA1 LT2/pNK972 + +++
S. Typhimurium DMC4 + +++
S. Typhimurium ATCC 14028 +++ +++
S. Typhimurium LT2 SR2 + +++
S. Typhimurium wild type 14028 +++
S. Typhimurium MA53 T-POP +
S. Typhimurium SL 134 +

S. Typhimurium TR 87 +
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. Typhimurium TR 90 -

. Typhimurium AIBU -

. Typhimurium MET-S1-M625

. Dublin 1 HU + +++

. Dublin hif S.h.ha 9 ++ +++

. Corvallis DMC36 ++ +++

. Corvallis DMC86 ++ +++

. Gallinarum 2 NU + T+

. Pullorum + +++

. Thompson DMC44 -

. Thompson DMC47 -

. Vichow DMC5 -

. Montevideo DMC81 -

+
+
+
. Agona DMC59 + +
+
+

. Kentucky DMC35 +

. Infantis DMC20 - -

. Infantis DMC12 - -

. Infantis DMC7 - -

. Virchow DMCS8 - -

. Anatum DMC90 - -

. Nahanga DMC15 - -

. Telaviv DMC62 -

.coli 0157 AIBU - +
. coli ATCC 25922 +

+
.coli ATCC 35150 + -
+

. coli DSa

. coli CFAl ++ +++

.coli ATCC 43888 - -

.coli ATCC 12900 - -

mimmmMmMmMMM DD DD DN DDV O; KW,

.coliBL 21 - -

Listeria monocytogenes ATCC 19115 - -

Staphylococcus aureus ATCC 25923 - -

Bacillus cereus ATCC 10875 - -

Yersinia enterocolitica O:9 AU - -

Citrobacter freundii AU - _

Enterobacter aerogenes AU - _

Enterococcus faecalis ATCC 29212 - -

+++, biiyiik berrak faj plagi; ++, kiigiik berrak faj plagi; +, bulanik faj plags; -, faj plagi olusmayan.
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4.4. Infeksiyon Coklugu Degeri

SEnt-P5 ve SENt-P6 fajlarinin optimal MOI degeri, MOI analizi kullanilarak
belirlenmistir. Optimum MOI degeri, maksimum faj lretiminin elde edildigi MOI
degeri olarak tanimlanmaktadir. MOI degeri, konak¢1 basina diisen enfektif fajlarin
sayist olarak da tanimlanmakta ve faj ile konakgi hiicre arasindaki iliskiyi ifade
etmektedir. Yapilan analiz sonucunda SEnt-P5 ve SEnt-P6'nin optimum MOI degeri
sirastyla 0,01 ve 0,0001 olarak belirlenmistir (Sekil 4.6 ve 4.7). Farkli MOI degerleri
uygulamasinin sonunda bakteri sayimi da gerceklestirilmis ve analiz sonucunda SEnt-
PS5 fajinin uygulandigi 6rneklerde analiz sonucunda konakg1 bakterisi olan S. Enteritidis
MET-S1-M742 bakteri sayisinin tiim MOI degerlerinde 6,12 ile 7,24 log arasinda
degistigi, SEnt-P6 fajinin uygulandig1 6rneklerde ise en yiliksek MOI ve en diisiik MOI
degeri 6rneginde Salmonella sayisinin 6,19 ve 9,18 log oldugu belirlenmistir. Her iki faj
uygulanan oOrneklerde MOI degeri diistiikce yani bakteri basina diisen faj sayisi
azaldik¢a bakteri sayisinin arttigi ve bu artisin SEnt-P6 fajinin uygulandigi 6rnekte daha

yiiksek oldugu belirlenmistir.

Bazi aragtirmacilar, Salmonella bakteriyofajinin MOI degerinin 0,1 ile 0,00001 arasinda
degistigini bildirmislerdir (Carey-Smith vd., 2006; McLaughlin vd., 2008; Wong vd.,
2014). S. Enteritidis'i enfekte eden PA13076 ve PC2184 fajlarinin MOI degerlerinin
0.0001 oldugu rapor edilmistir idi (Bao vd., 2015). Diisiik MOI orani, fajlarin ticari
hazirlanma maliyetinin azaltilmasinda etkili oldugundan faj tUretiminde ve biyuk olcekli

uygulamalarda bir avantaj teskil etmektedir (Toro vd., 2005; Raya vd., 2006).
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4.5. SEnt-P5 ve SEnt-P6 Fajlarinin Gelisme Kinetigi

SEnt-P5 ve SENt-P6 bakteriyofajlarinin gelisme kurveleri Sekil 4.8 ve Sekil 4.9
sunulmustur. SEnt-P5 fajinin latent siiresinin 5 dk, patlama siiresinin 20 dk ve patlama

biiylikliigiiniin 277 plak/hiicre oldugu bulunmustur. SEnt-P6 fajinin latent siiresi,
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patlama suresi ve patlama sayisinin sirasiyla 10 dk, 20 dk ve 351 plak/hiicre oldugu
saptanmistir. Verilerden de anlasildig: lizere her iki fajin latent siirelerinin oldukca az,

patlama biiytikliiklerinin ise oldukg¢a yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.8 ve 4.9).

Salmonella spesifik fajlarin ¢ogunun patlama biiyiikliiklerinin 100-200 partikiil arasinda
degistigi ve kisa latent periyoduna sahip olduklari bir ¢ok arastirmaci tarafindan
belirtilmistir  (Carey-Smith vd., 2006; McLaughlin vd., 2006). Ancak Salmonella
spesifik ®stl, Felix 01, Entl ve ®SP-1 fajlarinin latent periyotlarinin uzun ve patlama
bliytikliiklerinin diisiik oldugu bildirilmistir (Wong vd., 2014; O'Flynn vd., 2006; Turner
vd., 2012; Augustine vd., 2013). Salmonella ®stl (Wong vd., 2014) ve Felix 01
(O'Flynn vd., 2006) fajlarinin latent periyodlariin sirasiyla 40 ve 60 dk, patlama
biiyiikliiklerinin ise 22 ve 14 plak/hiicre oldugu belirtilmistir. Farkli faj izolatlarin latent
periyodu ve patlama  buyukluklerinde  gorilen  varyasyonun analizlerin
gerceklestirilmesinde kullanilan farkli besiyeri, konake¢r hiicre, pH ve sicaklik
degerlerinden kaynaklandig1 ifade edilmektedir (Hadas vd., 1997; You vd., 2001;
Guttman vd., 2005; Muller-Merbach vd., 2007). Salmonella fajlar1 Salmaceyl,
Salmacey2 ve Salmacey3’iin tek asamali gelisim kurvesine gore patlama buyukltkleri
sirastyla 80, 90 ve 110 plak/hiicre oldugu, latent periyotlarinin ise 35, 40 ve 60 dakika
oldugu caligmalarla ortaya konmustur (Mahmoud vd., 2018).Yapilan bir baska
caligmada Salmonella spesifik FGCSSal fajinin patlama biyiikligi 139 plak/hiicre ve
latent periyodunun ise 50 dakika oldugu belirtilmistir (Carey-Smith vd., 2006).

Salmonella spesifik PR04-1, PR04-16, PR21-11 ve PR21-26 fajlarinin patlama
buyukliiklerinin 100-230 pob/hiicre oldugu rapor edilmistir (McLaughlin vd., 2008).

Kisa latent siiresi ve yiiksek patlama biiyiikliigli 6nemli 6zelliklerdir, ¢ilinkii fajlarin
latent periyolarinin kisa ve patlama biiyiikliigiiniin yiiksek olmasi faj replikasyonun ¢ok
hizli gercekleseceginin ve dolayisiyla daha fazla faj {retiminin olacagmin bir

gostergesidir.
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4.6. Fajlarin Konakg¢1 Hiicreye Adsorpsiyon Oraninin Belirlenmesi

Adsorpsiyon fajin konak hiicresine enfeksiyonun ilk asamasidir. Genellikle ortamda
bulunan divalent iyonlarin varhigindan etkilendigi belirtilmektedir (Kropinski vd.,
2018). Bundan dolay1 SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin konakg1 hiicrelerine adsorpsiyon
oranlar1 hem iki degerlikli iyon (Ca iyonu) varliginda hem de yoklugunda belirlenmistir.
Yapilan analiz sonucunda SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin Ca-iyonlar1 yoklugunda konak
hiicrelerine sirasiyla inkiibasyonun ilk 5 dakikasinda konak hiicrelerine adsorbe
olmayan oranin sirastyla %3,42 (adsorbe olan miktar %96,58) ve %3,62 (adsorbe olan
oran %96,35) oldugu bulunmustur. Ca-iyonlar varliginda adsorbe olamayan faj oranin
biraz azaldig1 ve sirasiyla %0,50 (adsorbe olan miktar %99,50) ve %1,82 (adsorbe olan
miktar %98,28) oldugu belirlenmistir. Elde edilen verilerden de anlasildig: tizere Ca-
iyonlarinin SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin konak hiicrelerine adsorpsiyonunda ¢ok
onemli bir etkiye sahip olmadigi (p>0,05), ancak adsorpsiyon oranlarini biraz
tyilestirdigi gozlenmistir. Yang vd. (2010) ve Sudrez vd. (2008) de benzer sonuglar elde
etmistir. Carey-Smith vd. (2006) gerceklestirdikleri bir ¢aligmada S. Enteritidis’i
enfekte eden FGCSSal fajinin konak hiicresine 4 dakika i¢inde %99 oraninda adsorbe
oldugunu belirtmislerdir.
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Sekil 4.10. SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin konak hiicrelerine adsorbsiyon oranlari
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4.7. SEnt-P5 ve SEnt-P6 Fajlarin Stabiliteleri

SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin stabiliteleri farkli pH, farkli sicaklik ve farkli depolama

sicakliklarinda belirlenmistir.

SEnt-P5 fajinin pH 1 ve 13 dahil olmak iizere bu araliklarda, SEnt-P6 fajinin ise pH 2
ve 12 dahil olmak iizere bu araliktaki degerlerde stabilitesini korudugu ortaya
konmustur (Sekil 4.11). SEnt-P5 fajinin pH 1 ve 2’de sayisinda 3,61 ve 1,58 log’luk
(p<0.005), pH 13‘te ise 0,46’luk azalma oldugu (p<0.005) tespit edilmistir. SEnt-P6
fajinin pH 1, 2 ve 13 degerlerinde aktivitesini tamamen kaybettigi, pH3 ile pH 12
degerleri arasinda aktivitesinde dnemli bir kaybin olmadig1 gozlenmistir (Sekil 4.11).
SEnt-P5 ve SENt-P6 fajlarinin genis pH araliklarina dayanikli olmasi gida
endiistrisindeki kullanimlar i¢in skalanin genis olacagini gostermektedir. Ayrica viicuda
alindiginda mide suyu asitligine (pH 1,0-2,5) de dayaniklilik gosterebilecekleri ortaya

konulmustur.

Salmonella Pullorum bakteriyofaji olan PSPu-95’in pH 5-10, PSPu-4-166’nin ise pH 6-
9 arasinda aktivitesini korudugu, belirtilen pH degerlerinin altinda ve {istiinde
aktivitelerinde azalma meydana geldigi bildirilmistir (Bao vd., 2011). S. Enteritidis
fajlarindan PA13076’in pH 6 ile 9, PC2184’nin ise pH 5 ile 11 arasinda stabil olduklari,
belirtilen pH degerlerin altinda ve iistiinde aktivitelerinin azaldig: belirtilmistir (Bao vd.,
2015). O’Flynn vd. (2006) st104a ve Felix 01 fajlarinin mide suyu asitliginde (pH 2,5)
120 dk canli kalabildiklerini, ancak st104a fajin belirtilen pH kosullarinda aktivitesini

koruyamadigini bulmuslardir.
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SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin uygulanan 1sil islemlere karsi direngleri Sekil 4.12 ve
4.13’te sunulmustur. SEnt-P5 fajmmin 50-70°C’de 5-60 dk ve 80°C’de 5-30 dk
uygulanan 1s1l islemlerde biyolojik aktivitesini korudugu, belirtilen sicaklik ve siirelerin
tizerinde aktivitesinde azalma meydana geldigi belirlenmistir. 100°C’de 5, 15, 30 ve 60
dk uygulanan 1s1l islem sonucunda SEnt-P5 fajin sayisinda sirasiyla 1,44, 4,95, 6,35 ve
6,41 log’luk azalma oldugu saptanmistir (Sekil 4.12). SEnt-P6 fajinin 1s1 stabilitesinin
SEnt-P5 fajina gore biraz diisiikk oldugu gozlenmistir. SEnt-P6 fajin 50-60°C’de 5-60
dk, 70°C’de 5-30 dk, 80°C’de 5-15 dk 1s1l isleme maruz birakildiginda hemen hemen
aktivitesini korudugu goriilmistiir. 90°C’de 60 dk ve 100°C’de 5 dk uygulanan 1s1l
islem sonucunda sayisinda sirasiyla 5,34 ve 3,53 log’luk azalma oldugu belirlenmistir.
100°C’de 15 dk ve iizerinde uygulanan 1s1l islemlerde aktivitesini tamamen kaybettigi
bulunmustur (Sekil 4.13). SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin yiiksek derecede uygulanan 1s1l
islemlere dayanikli olmasi gida endiistrisinde biyokoruyucu olarak kullanilmasinda
onemli bir 6zellik olarak degerlendirilmektedir. Ciinkii yiiksek derece 1s1l isleme tabi

tutulan gidalarda da kullanilabilme 6zelligi katmaktadir.

S. Pullorum bakteriyofaji olan PSPu-95 ile PSPu-4-166’nin 60°C’de 60 dk uygulanan
151l islem kosullarinda aktivitelerini koruduklari, 70°C’de 30 ve 60 dk uygulanan 1s1l
islem kosullarinda aktivitelerinde sirasiyla 0,05 ve 0,15 log’luk azalma oldugu, ancak

80°C’de her iki bakteriyofajin aktivitesini tamamen kaybettigi belirtilmistir (Bao vd.,
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2011). PA13076 ve PC2184 S. Enteritidis fajlarin 50 ve 60°C’de 30 dk uygulanan 1sil
isleme dayanikli olduklari, PA13076 fajin 70°C’de, PC2184 fajin ise 80°C’de 60 dk
uygulanan 1s1l islemle aktivitelerini tamamen kaybettikleri ifade edilmistir (Bao vd.,
2015). LPSE1 fajin 4-12 pH degerleri arasinda ve 70°C’de 30 dk uygulanan 1s1l isleme
dayanikli oldugu, 80°C’de 60 dakika uygulanan 1sil islem ile aktivitesini tamamen
kaybettigi ifade edilmistir (Huang vd., 2018).
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Sekil 4.12. SEnt-P5 fajinin sicaklik stabilitesi
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Sekil 4.13. SEnt-P6 fajinin sicaklik stabilitesi
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SEnt-P5 ve SENnt-P6 fajlarinin  farkli depolama kosullarinda stabiliteleri de
belirlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda, SEnt-P5 faj1 25, 35, 4, -20, -80°C’de 3 ay
depolama siiresince stabilitesini koruduklari belirlenmistir (Sekil 4.14 ve 4.15). SEnt-P6
fajin ise 4, -20, -80°C’de 3 ay depolama siiresince stabilitesini korudugu (Sekil 4.16 ve
4.17), ancak 25 ve 35°C’de 3 aylik depolama sonucunda biyolojik aktivitesinde
(sayisinda) 0.94 ve 3.30 log’luk azalma meydana geldigi tespit edilmistir. Ayrica -20 ve
-80°C’de depolama islemi gliserollii ortamda da gerceklestirilmis ve stabilitelerinde
tamamen koruduklart gozlenmistir (Sekil 4.14 ve 4.16). Bu sonugta her iki fajin ¢ok
diisiik sicakliklarda depolama islemi sirasinda Kriyoprotektan ajan olan gliserolll

kullanmadan da biyolojik aktivitelerini koruduklarini ortaya koymustur.
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Sekil 4.14. SEnt-P5 fajin diisiik derecede (4, -20 ve -80°C) depolama kosullarinda
stabilitesi; G, %20 gliserollii ortam
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Sekil 4.15. SEnt-P5 fajin 25 ve 35°C’de depolama kosullarinda stabilitesi

1 SEnt-P6

10 4

g .
E 8 1 m4
_8 7 m-20
& 6 m-20G
é m@-80
a 5 A m-80G
& 4
£ 3

2 .

1 .

0 .

0 1 15 30 90
Sure (Gln)

Sekil 4.16. SEnt-P6 fajin diisiik derecede (4, -20 ve -80°C) depolama kosullarinda

stabilitesi; G, %20 gliseroll(i ortam
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4.8. Bakteriyofaja-Duyarsiz Mutant Sikhginin Belirlenmesi

Bakteriyofaj duyarsiz mutant (BIM) sikliginin belirlenmesinde kullanilan esitlik asagida
verilmigtir.

Gelisen Bakteri Sayist

Bakteriyofaja Dayanikli Mutant Sikligr = 100

Baslangic¢ Bakteri Sayist x

SENt-P5 ve SENt-P6 fajlarma dayanikli mutant sikhig1 degerleri sirasiyla 5,92x1077 ve
3,50x107 olarak bulunmustur. Bu sonuglar, her iki fajin mutant frekanslarinin ¢ok
diisiik oldugunu ve dolayisiyla viriilant veya litik fajlar oldugunu gostermektedir.
Lizojenik fajlarin mutant frekans degerleri litik fajlara gére daha ytiksektir. SEnt-P5 ve
SEnt-P6 fajlarin mutant siklig1, Salmonella’ya 6zgii st104a, st104b ve felix 01 fajlarina
gore daha diisiik oldugu gozlenmistir (O’Flynn vd., 2006). S. enterica serovarlarina
karst etkili olan st104a, st104b ve felix 01 fajlarinin mutant sikliklarinin sirasiyla
2,90x10*, 2,90x10* ve 2,35x10° kob/mL oldugu bildirilmistir. E. coli O157:H7’ye
spesifik e11/2, e4/1c ve pp01 bakteriyofajlarin mutant siklig1 degerlerinin ise 1,2x10°,
3,3x10% ve 1,9x10° kob/mL oldugu, fajlar kokteyl olarak kullamldiginda duyarsiz
mutant siklig1 degerlerinin 1,1- 1,5x10® arasinda degistigi belirtilmistir (O’Flynn vd.,
2004).
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4.9. Bakteriyofajlarin Konak Hiicrelerine Kars: Litik Aktiviteleri

Bakteriyofajlarin litik aktiviteleri hem tek baslarina konak hiicrelerine karsit hem de
kokteyl olarak her bir fajin (10° pob/mL) konak hiicresine (5,51-5,87 log kob/mL) karsi
iki farkli sicaklikta (25 ve 35°C) ayr1 ayr1t BHI besiyerinde test edilerek belirlenmistir.
Analiz sonuglar Cizelge 4.2 ve 4.3’te sunulmustur. Cizelgelerden de goriildiigii iizere
SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlar1 gerek tek baglarina gerekse kokteyl olarak uygulandiklarinda
Salmonella konak hiicre sayisini inkiibasyon isleminin 1’inci saatinden itibaren
inkiibasyon islemi siiresince hem 25°C hem de 35°C’de tespit edilebilir seviyenin altina
(10 kob/mL veya 1 log kob/mL>) disiirdigi gozlenmistir (Cizelge 4.2 ve 4.3).
Bakteriyofaj uygulanmayan sadece S. Enteritidis iceren kontrol 6rneklerinde (SE-M742
ve SE-DMC3) Salmonella sayisinin inkiibasyon siiresince arttigi, ancak bakteri

sayisindaki artigin 35°C’de daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2 ve 4.3).

®APCEc01, ®APCEc02, ®APCEc03 kolifajlar yalniz uygulandiklarinda E. coli
sayisin1 onemli diizeyde azalttiklari, ancak kombine olarak kullanildiklarinda E. coli

gelisimini tamamen inhibe ettikleri belirtilmistir (Dalmasso vd., 2016).

Cizelge 4.2. SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin 25°C’de konakg1 hiicrelerine tek ve kokteyl
olarak litik aktivitesi

Inkiibasyon Siiresi (Saat)

Ornekler 0 1 ) 3 1 c
M742 5,82+0,14 5,96+0,17 6,20+0,12 6,51+0,10 6,92+0,18 7,52+0,19
SEnt-P5/M742 5,80+0,10 1> 1> 1> 1> 1>
Kokteyl-M742 5,81+0,12 1> 1> 1> 1> 1>
DMC3 5,87+0,15 6,01+0,18 6,32+0,13 6,75+0,20 7,17+0,21 7,61+0,17
SEnt-P6/DMC  5,84+0,17 1> 1> 1> 1> 1>
Kokteyl-DMC3 5,82+0,13 1> 1> 1> 1> 1>

SEnt-M742, S. Enteritidis MET-S1-M742; Kokteyl, SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin karisimi; SEnt-DMC3,
S. Enteritidis DMC3.
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Cizelge 4.3. SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin 35°C’de konakgr hiicrelerine tek ve kokteyl
olarak litik aktivitesi

Inkiibasyon Siiresi (Saat)

Ornekler

0 1 2 3 4 5
M742 5,52+0,19 5,71+0,14 6,05+0,21 6,53+0,23 7,41+0,15 8,01+0,17
SEnt-P5/M742 5,54+0,13 1> 1> 1> 1> 1>
Kokteyl-M742  5,51+0,15 1> 1> 1> 1> 1>
DMC3 5,75+0,20 5,91+0,17 6,80+0,16 7,39+0,24 8,36+0,22 8,49+0,26
SEnt-P6/DMC  5,78+0,11 1> 1> 1> 1> 1>
Kokteyl-DMC3 5,79+0,14 1> 1> 1> 1> 1>

SEnt-M742, S. Enteritidis MET-S1-M742; Kokteyl, SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarmin karigimi; SEnt-DMC3,
S. Enteritidis DMC3.

SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin konak hiicreleri olan S. Enteritidis MET-S1-M742 ve S.
Enteritidis DMC3 bakterileri izerine inhibitér etkileri BHI besiyerinde iki farkli faj (10°
ve 10° pob/mL) ve bakteri (10° ve 10° kob/mL) konsantrasyonunda buzdolabi
kosullarinda (5°C) da belirlenmistir.

SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlar1 10° kob/mL diizeyinde konak hiicre iceren ortama yiiksek
dozda yani 10° pob/mL diizeyinde uygulandiginda Salmonella sayisin1 depolamanin
I’inci saatinden itibaren tespit edilemeyecek seviyenin altina diisiirdiigii belirlenmistir

(p<0,05) (Cizelge 4.5).

SEnt-P5 ve SEnt-P6 bakteriyofajlar1 10° pob/mL seviyesinde yilksek dozda 10° kob/mL
Salmonella igeren besiyerine uygulandiginda inkiibasyonun 1’inci saatinden sonra
konak hiicre sayilarinda sirasiyla 4,21 ve 3,91 log’luk (p<0,05), 3’iincii saatinde 4,94 ve
4,70’luk azalmaya (p<0,05) neden olduklar1 ve depolamanin 6’nc1 saatinde sonra tespit

edilebilir seviyenin altina diistirdiikleri saptanmistir (Cizelge 4.6).

Bakteriyofajlar 10° pob/mL diizeyinde 10% kob/mL seviyesinde konak hiicre iceren
ortama uygulandiklarinda SEnt-P5 fajin depolamanin 1’inci saatinden itibaren
Salmonella sayisini tespit edilebilir seviyenin altina diisiirdiigli, SEnt-P6 fajin ise 1,60
log’luk azalmaya neden oldugu (p<0,05), ancak depolamanin 3’{incii saatinden sonra
canlt kalan Salmonella sayisim1 belirlenemeyecek seviyenin altina diisiirdiigii tespit

edilmistir (Cizelge 4.7).

Her iki faj yiiksek dozda (10° kob/mL) konak hiicrelerini igeren besiyerlerine diisiik yani
108 pob/mL diizeyinde uygulandiginda enfektif etkilerinin azaldig1 gériilmiistiir (Cizelge
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4.8). SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarin depolamani 1’inci saatinde sirasiyla 3,51 ve 4,84
log’luk azalmaya neden olduklar1 (p<0,05) ve depolama siiresince canli kalan bakteri
sayisinin diisiik diizeyde de olsa devam ettigi belirlenmistir. Depolama isleminin
sonunda, SEnt-P5 faj1 3,82 log’luk (p<0,05), SEnt-P6 faj1 ise 3,71 log’luk azalmaya
(p<0,05) neden olmustur (Cizelge 4.8).

Butun 6rneklerde SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarin sayilarinin depolamanin 1’inci saatinden
sonra biraz arttig1 ve daha sonraki siirelerde sayilarinda énemli bir degisim olmadigi
gozlenmistir (p>0,05) (Cizelge 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8). Bakteriyofaj igcermeyen kontrol
orneklerinde ise bakteri sayisinda 24 saatlik depolama siiresinde 6nemli bir degisimin

olmadigi bulunmustur (p>0,05) (Cizelge 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8).

FAHEcI faj1, >10” pob/mL seviyesinde uygulandiginda, 5°C'de LB besiyerinde E. coli
O157:H7'nin sayisini 4 log kadar azalttig1 bildirilmistir (Hudson vd., 2013). BPECO19
faj1 1x10° pob/mL diizeyinde uygulandiginda LB besiyerinde 1x10° kob/mL E. coli
0157:H7'yi tamamen inhibe ettigi rapor edilmistir (Seo et al. 2016).

Cizelge 4.5. Yiiksek dozda (10° pob/mL) SEnt-P5 ve SENt-P6 fajlarinin 5°C°de diisiik
dozda (10% kob/mL) konak hiicrelerine karsi enfektif etkileri

Depolama Siresi (saat)

Ornekler 0 1 3 5 9 )
K1* 3,32+0,11 3,34+0,14 3,36+0,16 3,42+0,10 3,45+0,13 3,51+0,12
K2* 3,25+0,13 3,28+0,17 3,36+0,14 3,43+0,12 3,49+0,19 3,55+0,16
SEnt-P5/M742* 3,35+0,14 1> 1> 1> 1> 1>
SEnt-P6/DMC3*  3,27+0,11 1> 1> 1> 1> 1>
SEnt-P5** 9,24+0,25 9,54+0,27 9,57+0,28 9,58+0,24 9,59+0,19 9,60+0,23
SEnt-P6** 9,25+0,25 9,51+0,28 9,59+0,29 9,61+0,14 9,64+0,20 9,68+0,27

* Salmonella hiicre sayisi log kob/mL olarak verilmistir.

** Faj sayist log pob/mL olarak verilmistir.

K1, sadece S. Enteritidis MET-S1-M742 igeren kontrol 1; K2, sadece S. Enteritidis DMC3 iceren kontrol
2 drnegi.
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Cizelge 4.6. Yiiksek dozda (10° pob/mL) SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlariin 5°C’de yiiksek
dozda (10° kob/mL) konak hiicrelerine kars: enfektif etkileri

Depolama Siiresi (saat)

Ornekler

0 1 3 6 9 24
K1* 6,50+0,13 6,56+0,19 6,64+0,21 6,73+0,23 6,84+0,19 7,01+0,23
K2* 6,29+0,19 6,34+0,21 6,36+0,17 6,38+0,23 6,43+0,18 6,49+0,20
SEnt-P5/M742* 6,48+0,19 2,27+0,12 1,54+0,10 1> 1> 1>
SEnt-P6/DMC3* 6,30+0,15 2,39+0,11 1,60+0,13 1> 1> 1>
SEnt-P5** 9,19+0,21 9,52+0,24 9,55+0,26 9,59+0,29 9,61+0,30 9,65+0,27
SEnt-P6** 9,09+0,24 9,41+0,27 9,65+0,18 9,79+0,25 9,82+0,29 9,94+0,26

* Salmonella hiicre sayisi log kob/mL olarak verilmistir.
** Faj sayist log pob/mL olarak verilmistir.
K1, sadece S. Enteritidis MET-S1-M742 iceren kontrol 1; K2, sadece S. Enteritidis DMC3 iceren kontrol

2 ornegi.

Cizelge 4.7. Diisiik dozda (108 pob/mL) SEnt-P5 ve S-P6 fajlarinin 5°C’de diisiik dozda
(10 kob/mL) konak hiicrelerine kars1 enfektif etkileri

Depolama Siresi (saat)

Ornekler

0 1 3 6 9 24
K1* 3,31+0,12 3,34+0,10 3,36+0,14 3,42+0,16 3,44+0,13 3,51+0,16
K2* 3,24+0,10 3,29+0,13 3,46%+0,16 3,57+0,19 3,60+0,15 3,72+0,11
SEnt-P5/M742* 3,28+0,10 1> 1> 1> 1> 1>
SEnt-P6/DMC3* 3,25+0,14 1,65%0,11 1> 1> 1> 1>
SEnt-P5** 6,41+0,19 6,66+0,22 6,67+0,17 6,75+0,24 6,76+0,18 6,79+0,16
SEnt-P6** 6,25+0,19 6,42+0,16 6,48+0,20 6,51+0,13 6,56+0,17 6,58+0,12

* Salmonella hiicre sayisi log kob/mL olarak verilmistir.
** Faj sayist log pob/mL olarak verilmistir.
K1, sadece S. Enteritidis MET-S1-M742 iceren kontrol 1; K2, sadece S. Enteritidis DMC3 iceren kontrol

2 ornegi.

Cizelge 4.8. Diisiik dozda (108 pob/mL) SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlariin 5°C’de yiiksek
dozda (10° kob/mL) konak hiicrelerine karsi enfektif etkiler

Depolama Siresi (saat)

Ornekler 0 1 3 6 9 o4
K1* 6,25+0,23 6,29+0,21 6,37+0,18 6,46+0,24 6,53+0,15 6,66+0,14
K2* 6,22+0,12 6,28+0,15 6,31+0,17 6,37+0,19 6,38+0,11 6,41+0,20
SEnt-P5/M742* 6,24+0,13 3,51+0,19 3,20+0,20 2,93+0,12 2,60+0,11 2,42+0,15
SEnt-P6/DMC3* 6,19+0,18 4,84+0,11 3,62+0,09 2,71+0,11 2,59+0,12 2,48+0,10
SEnt-P5** 6,42+0,17 6,74+0,20 6,78+0,18 6,82+0,21 6,84+0,17 6,87+0,24
SEnt-P6** 6,18+0,17 6,42+0,20 6,51+0,22 6,70+0,19 6,82+0,24 6,95+0,16

* Salmonella hiicre sayis1 log kob/mL olarak verilmistir.
** Faj sayis1 log pob/mL olarak verilmistir.
K1, sadece S. Enteritidis MET-S1-M742 igeren kontrol 1; K2, sadece S. Enteritidis DMC3 iceren kontrol

2 drnegi.
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BOLUM V
SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda S. Enteritidis’i enfente eden SEnt-P5 ve SEnt-P6 kodlu fajlar
saflastirilarak, morfolojik 6zellikleri, etki ettigi konak hiicre araligi, enfeksiyon ¢oklugu
degerleri, adsorpsiyon oranlari, tek agamali gelisim kurveleri, konaker hiicrelerine karsi
litik aktiviteleri, pH, sicaklik ve depolama stabiliteleri belirlenmistir. Arastirma

sonucunda elde edilen bulgular asagida 6zetlenmistir.

a) Saflagtirildiktan sonra hazirlanan SEnt-P5 ve Sent-P6 faj stok c¢ozeltilerin faj
titreleri sirastyla 6x10%° ve 6x10° oldugu tespit edilmistir.

b) SEnt-P5 fajinin 1,38+0,03 mm i¢ ¢apa sahip net lizis olan bir merkez plak ve bunu
cevreleyen bir dig plakla toplam plak ¢apinin 3,88+£0,21 mm, SEnt-P6 fajinin plak
capinin ise 0,9320,09 mm oldugu belirlenmistir.

c) Her iki fajin Siphoviridae familyasina ait oldugu belirlenmistir. SEnt-P5 ve SEnt-
P6 fajlarmin bas c¢aplarinin sirasiyla 61,23+1,21 ve 59,78+0,66 nm, kuyruk
uzunluklarinin ise 91,61%0,88 ve 106,62%1,02 nm oldugu gozlenmistir.

d) Konak hiicre araliklarin1 60 farkli tiir, sus veya serovar (14 adet S. Enteritidis, 12
adet S. Typhimurium, 19 adet diger Salmonella enterica serovarlari, 8 adet E. coli,
7 adet diger bakteriler) kullanilmistir. Her iki fajin, 6zellikle SEnt-P6 fajin etki
ettigi konak hiicre araligimmin ¢ok genis oldugu tespit edilmistir. SEnt-P5 fajin
toplam 13 bakteriye (bunlardan 7 tanesi S. Enteritidis, 5 tanesi diger S. enterica
serovarlari, 1 tanesi E. coli) kars1 litik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. SEnt-
P6 fajin test edilen bakterilerden 24 tanesine (12 tanesi S. Enteritidis, 6 tanesi S.
Typhimurium, 4 tanesi diger S. enterica serovarlari, 2 tanesi E. coli) kars1 kuvvetli
litik aktiviteye sahip oldugu saptanmustir.

e) SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin MOI degerleri 0,001-0,0001, mutant siklik
degerlerinin  5,92x107-3,50x107; konak hiicreye adsorpsiyon oranlarmin
inkiibasyonun ilk 5 dakikasinda Ca’suz ortamda %96,58- 96,35, Ca’lu ortamda ise
%99,50-98,28 oldugu bulunmustur.

f) Latent slrelerinin 5-10 dakika, patlama siirelerinin 20 dakika ve patlama sayilarinin

277-351 plak/hiicre oldugu gozlenmistir.
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g) Fajlarin genis pH araliklarinda aktivitelerini koruduklari gdzlenmistir. SEnt-P5
fajinin pH 1-13, SEnt-P6 fajimnin ise pH 2-12 araliginda aktivitelerini koruduklari
belirlenmistir.

h) SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin yiiksek sicaklik uygulamalarina olduk¢a dayanikli
olduklart saptanmistir. SEnt-P5 fajinin 80°C’de 30 dakika boyunca 1sil islem
uygulanmasinin sonucunda stabilitesini korudugu, ancak bu sicaklik ve siire
artttkga canli kalan faj sayisinda azalma meydana geldigi, 100°C’de 60 dk
uygulanan 1s1l islem sonucunda fajlarin tamamen 6lmedigi goriilmiistiir. SEnt-P6
fajinin 80°C’de 15 dk 1s1l islem siiresi arttikga canli kalan faj sayisinin azaldigi ve
100°C’de 15 dk’da canliligin yitirdigi belirlenmistir.

1) Yiksek (25 ve 35°C) ve diisiik (4, -20, -80°C) sicakliklarda 3 ay (90 giin) depolama
islemi stliresince de SENnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin stabilitelerini koruduklari
belirlenmistir. Yiiksek depolama sicakliklarinda uzun siire muhafaza kosullarinda
aktivitelerinde biraz azalma meydana geldigi gézlenmistir.

j) SEnt-fajlar1 2,4x10° pob/mL seviyesinde 5,51-5,87 log kob/mL konak hiicrelerini
iceren besiyerine 25 ve 35°C’de tek baslarina ve kokteyl olarak uygulandiklarinda
Salmonella sayisim1 tespit edilebilir seviyenin altina indirdikleri bulunmustur.
Ayrica SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin buzdolab: sicakliginda da konak hiicrelerini
cok etkili bir sekilde enfekte ettikleri tespit edilmistir. Ancak, faj konsantrasyonu
diisiik (108 pob/mL), bakteri konsantrasyonu yiiksek (10® kob/mL) tutuldugunda bu

etkinin azaldig1 gozlenmistir.

Sonug olarak, SEnt-P5 ve SEnt-P6 fajlarinin etki ettigi konak hiicre araliklarinin genis
olmasi, kuvvetli litik olmalari, 25, 35 ve 5°C’de konak hiicrelerini ¢ok etkili bir sekilde
inhibe etmeleri, genis pH degerlerinde ve yiiksek derecede uygulanan 1sil islemlere
dayanikli olmalar1 gida endiistrisi i¢in onemli 6zelliklerdir. Bu 6zelliklerinden dolay:
gidalarda gida kaynakli patojenik bakteri olan Salmonella Enteritidis kontroliinde

biyokoruyucu olarak kullanilma potansiyeline sahip olabilecekleri sdylenebilir.
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