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OZET
SALMONELLA TYPHIMURIUM VE ESCHERICHIA COLI O157:H7°NIN SUTTE
GELISIMI UZERINE
BAKTERIYOFAJLARIN ETKISi

TAS, Bilger
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danigsman . Prof. Dr. Zeliha YILDIRIM

Mayis,2018 54 Sayfa
Bakteriyofajlar, bakterileri enfekte eden viral ajanlardir. Bu projenin amaci 4 farkli
STyph- ve 5 farkli Eco-fajlarinin Salmonella Typhimurium ve Escherichia coli
O157:H7’ye karst tek tek ve kombine olarak viriilant etkilerini hem brain hearth
infusion (BHI) besiyeri hem de UHT siitte saptamaktir. S. Typhimurium ve E. coli
0157:H7 (10% ve 10° kob/ml diizeyinde) ile kontamine edilen BHI besiyeri ve UHT siit
6rnekleri 10° pob/ml diizeyinde STyph-fajlari ve Eco fajlari ile muamele edildikten
sonra buzdolab1 ve oda sicakliginda depolama islemine tabi tutulmuslardir. Arastirma
sonucunda Eco- ve STyph-fajlart E. coli O157:H7 ve S.Typhimurium’u 10° kob/ml
diizeyinde igeren BHI ve siit 6rneklerine 10° pob/ml seviyesinde uygulandiginda
buzdolab1 ve oda sicakliginda konakgr bakteri sayisini belirlenemeyecek seviyenin
altina diisiirdiikleri, 10° kob/ml S. Typhimurium ve E. coli O157:H7 igeren BHI ve siit
orneklerinde ise Eco- ve STyph-fajlarinin konak bakteri sayisini etkili sekilde azalttig
belirlenmistir. Eco- ve STyph-fajlarinin depolama siiresince hem buzdolabi hem de oda
sicakliginda stabilitelerini koruduklar1 gézlenmistir. Calisma sonucunda STyph- ve Eco-
fajlariin UHT siitte konak hiicreleri olan S. Typhimurium ve E. coli O157:H7’e kars1

biyokoruyucu ajan olarak kullanilma potansiyeline sahip olduklar1 saptanmustir.

Anahtar sozciikler: Bakteriyofaj, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli O157:H7, siit, biyokoruyucu



SUMMARY

EFFECT OF BACTERIOPHAGES ON THE GROWTH OF SALMONELLA
TYPHIMURIUM AND ESCHERICHIA COLI O157:H7 IN MILK

TAS, Bilger
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Food Engineering

Supervisor : Professor Dr. Zeliha YILDIRIM

May 2018, 54 pages
Bacteriophages are viral agents that infect bacteria. The objective of this study was to
determine virulant effects of 4 different STyph- or 5 different Eco-phages against
Salmonella Typhimurium and Esherichia coli O157:H7 in the form of individual and
coctail in BHI broth and UHT milk during storage at either refrigerator or room
temperatures. BHI broth and UHT milk samples contaminated with S. Typhimurium
and E. coli O157:H7 at the level of 10° ve 10° CFU/ml were treated with STyph- and
Eco phages at 10° pob/ml level and then stored at refrigerator or room temperature. As a

result of the study, when the Eco- and STyph-phages were applied at the level of 10°
PFU/ml in the form of individual and cocktail to BHI and UHT milk samples
contaminated with E. coli O157:H7 and S. Typhimurium at the level of 10° CFU/ml, the
viable cells number of their host bacteria in all samples kept at refrigerated or room
temperatures decreased to undetectable level during storage. STyph- and Eco-Phages
decreased very effectively the number of S. Typhimurium and E. coli O157:H7 in BHI
and UHT milk containing high level (10° CFU/mlI). Eco- and STyph-phages maintained
their stability during storage under either refrigerator or room temperature. The bacterial
cell number of the control samples containing only S. Typhimurium or E. coli O157:H7
were not changed significantly during refrigerator storage, but increased in the samples
stored at room temperature. As a result of this study, Eco- and STyph-phages have
potential usage against S. Typhimurium or E. coli O157:H7 in milk as biopreservatives.

Key words: Bacteriophage, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli O157:H7, milk, biopreservation
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BOLUM I

GIRIS

Cig siit ve uygun kosullarda iiretilmeyen siit ve siit lirlinleri Salmonella spp., E. coli
0157:H7, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni gibi salginlara neden olan

patojen mikroorganizmalar igerebilmektedir (Small vd., 2003).

E. coli insan bagirsak sisteminde baskin olarak bulunan patojen olmayan fakiiltatif
anaerobik floray1r olusturmaktadir. Ancak, bazi1 E. coli suslar1 gastrointestinal, idrar
yollar1, merkezi sinir sistemi hastaliklara ve septisemiye neden olabilmektedir. E. coli
serotiplerinden patojenitesi en yiiksek olan enterohemorajik (EHEC) grupta yer alan E.
coli O157:H7’dir. EHEC gida endiistrisinde en c¢ok karsilagilan mikrobiyolojik
problemlerden birisidir. Cilinkii bakteri ¢cok diisiik dozlarda insanlarda akut hastaliklara
neden olabildigi gibi dogada da c¢ok yaygin olarak (hayvanlar, toprak, su)
bulunmaktadir. EHEC’nin ekolojisi tam olarak bilinmemesine karsin insanlardaki E.
coli enfeksiyonlarinin kaynagi hayvanlar, insanlar ve bulasik gidalardir (Bell, 2002).
Gidalarda EHEC’in kontrolii bu patojenin spesifik 6zelliklerinden dolay1 kompleks bir
problemdir. Isil isleme duyarliligi diger enterobakterilere benzemesine karsin asidik
pH’lara kars1 oldukca toleransh bir patojendir. EHEC agisindan riskli gidalar ¢ig veya
yeterli 1s1l islem uygulanmamis siit ve siit iirlinleri, et ve et Uriinleri ile elma suyudur

(Jordan vd., 1999; Steele vd., 1982; Besser vd., 1993; Zhao vd., 1993; Mead vd., 1999).

Salmonella diinyada gida kaynakli hastaliklardan sorumlu olan diger bir Gram-negatif
patojen bakteridir. Insanlar ve hayvanlar tarafindan tiiketildiginde gida kaynakli
hastaliklardan salmonellozise neden olmaktadir. Salmonellozisin belirtileri arasinda
mide bulantisi, kusma, karin kramplari, ishal, ates ve bas agris1 bulunmaktadir.
Semptomlar bulagik gida tiiketildikten 6-48 saat sonra goriilmeye baslamaktadir.
Insanlarda salmonellozis, organizma gastrointestinal bdlgeyi gecip epitel dokuda
inflamasyona neden oldugu zaman ortaya ¢ikmaktadir. Salmonella’ nin 2600’den fazla
serotipi bulunmaktadir. Salmonella Enteritidis ve S. Typhimurium insanlarda
Salmonella salginlarina neden olan en O6nemli serovarlardir (Cormican vd., 2002).
Amerika Birlesik Devletlerinde salmonellozisten yilda 600 kisinin 61diigli ve 1,4 milyon

kisinin hastalandig1 belirtilmektedir. Salginin temel kaynaginin yaprakli yesil bitkiler ve



domates ile kirmizi ve kanatl et {iriinlerinin oldugu belirtilmektedir (Mead vd., 1999;

Wright vd., 2009; Coffey vd., 2010).

Verilen bilgilerden de anlasilacag: lizere, S. Typhimurium ve E. coli O157:H7 dogada
yaygin olarak bulunmakta oldugundan, diisiik sicakliklarda gelisebilmekte oldugundan,
gida ve gidanin temas ettigi yiizeylere tutunabilmekte olduklarindan gida endiistrisi igin

Oonemli sorunlarin kaynagi konumundadirlar.

Gidalarin mikrobiyolojik kalitesini iyilestirmek, giivenligini arttirmak ve korumak igin
laktik asit bakterilerinin koruyucu kiiltlir, bunlarin tirettikleri antimikrobiyal bilesiklerin
koruyucu madde veya bakteriyofajlarin koruyucu bilesen olarak kullanilmasina
biyokoruma denilmektedir. Biyokoruma yontemleriyle gidalarin hem giivenligi hem de
raf Omiirleri arttirilabilmektedir. Son yillarda gida endiistrisinde bakteriyofajlarin
biyokontrol araci olarak kullanimiyla ilgili calismalarin sayis1 onemli 6lciide artis
gostermistir. Yapilan ¢aligmalarda fajlarin 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 oynadiklar1 belirlenmistir (Greer, 2005; Garcia vd., 2008; Coffey vd., 2010).

Laboratuvarimizda TUBITAK tarafindan desteklenen proje kapsaminda kanalizasyon,
gida isletme atik sulari, mezbaha atik sulari, dere, balik isletmeleri, yalak ve akarsudan
S. Typhimurium’u enfekte eden 33 ve E. coli O157:H7’yi enfekte eden 37 faj izole
edilip saflastirilmistir. Izole edilen S. Typhimurium fajlardan ve E. coli fajlardan
inhibitor spektrumu en genis ve litik aktivitesi en belirgin olan 4’er tane STyph-faji ve 5
tane Eco-faji secilmis ve karakterize edilmislerdir. STyph-fajlarinin genomunda sefC,
pefA, spvC, sopE ve gipA; Eco-fajlarin genomunda ise stxl ve stx2 viriilant gen
bolgelerinin olmadigi; Eco-fajlarin genom biiyiiklerinin 33 kb, STyph-fajlarin ise 30-33
kb oldugu belirlenmistir. TEM analizi sonucunda fajlarin kuyruklu olduklari,
Myoviridae ve Siphoviridae familyasinda yer aldiklar1 goriilmiistiir. Eco-fajlarinin ¢oklu
enfeksiyon degeri (MOI) ve mutant sikligi degerlerinin sirasiyla 0,1-0,001 ile 107-10°%;
STyph-fajlarinin ise 0,01-0,0001 ile 107 arasinda degistigi bulunmustur. Eco-fajlarmnin
latent ve patlama siireleri ile patlama sayilarinin sirasiyla 10-15 dk, 20-35 dk ve 72-144
adet; STyph-fajlarinin ise 10-20 dk, 25-30 dk ve 86-149 arasinda degistigi
bulunmustur. Fajlarin genis pH aralifina ve yiiksek sicakliga dayanikli olduklar1 da

belirlenmigtir. Fajlarin konakg1 bakterilerine kars1 20, 30 ve 37°C’de oldukga enfektif



olduklart; inkiibasyon isleminin ilk 5 dakikas1 icerisinde konakgi hiicrelerine %94,4-
99,8 oraminda adsorbe olduklar1 ve ayrica adsorpsiyonda Ca*? iyonlarimin énemli rol

oynamadig1 belirlenmistir.

Projenin amaci1 S. Typhimurium ve E. coli O157:H7’ye kars1 etkili olan ve karakterize
edilen 4’er farkli STyph- ve 5 farkli Eco-bakteriyofajlarin spesifik konakgilari
tizerindeki tek tek ve kombine viriilant etkilerini hem brain hearth infusion (BHI)
besiyeri hem de UHT siit ortaminda saptayarak bakteriyofajlarin siit endiistrisinde

biyokoruyucu olarak kullanim olanagin tespit etmektir.



BOLUM II
KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Bakteriyofaj

Bakteriofajlar veya fajlar Diinya iizerinde en fazla bulunan mikroorganizmalardir (10
parcacik) (Briissow ve Kutter, 2005). Fajlara genellikle bakterilerin bulundugu her
yerde rastlanir. Dolayisiyla fajlar dogada oldukca yaygin olup deniz suyu, kanalizasyon,
dere ve akarsu, kirli sular, termal sular, toprak, bitki, hayvan ve insan bagirsagi ile
digkisi, gidalar ve gida isletmelerinde yliksek sayilarda bulunabilmektedirler (Mc Grath
vd., 2007). Cizelge 2.1 fajlarin dogada dagilim durumlar1 verilmistir (Sharp, 2001).
Bakteriyofajlar, bakterileri spesifik olarak enfekte eden ve bakterilerde ¢ogalan
viriislerdir. Dolayisiyla, fajlar bakteri paraziti olduklarindan (sadece bakterilerde
cogalabildiklerinden) insanlar, hayvanlar ve bitkiler i¢in zararsizdirlar (Ackermann,

2007).

Cizelge 2.1. Bakteriyofajlarin dogada dagilimlari

Ortam Say1
Deniz suyu 10°-10" pob/cm®
Toprak 10’ pob/g
Kanalizasyon 10°-10" pob/cm®
Kanalizasyon (elektron mikroskobu) 108-10%° toplam faj partikiil sayrsi
Insan fegesi 10°-10" pob/cm®

2.1.1 Bakteriyofajlarin tarihsel gelisimi ve yapilan arastirmalar

Bakteriyofajlar ile ilgili ilk bilimsel gozlemler, 1896 yilinda M. Ernest Hankin
tarafindan yapilmis ve Hindistan’daki Ganj ve Jumma nehir sularinda Vibrio
cholerae’ye kars1 faj kaynakli antibakteriyel aktivite saptamistir. Yapilan ¢alismada M.
Ernest Hankin Vibrio cholerae’nin Ganj Nehri suyunda o6ldiiglinii, ancak su
kaynatildiginda bu 6zelligini kaybettigini ve bu olaya canli bir varligin sebep oldugunu

ileri siirmiistiir (Kutter, 1997; Stone 2002; O’Flaherty vd., 2009).



Bakteriyofajlar Ingiliz mikorobiyolog Frederick Twort ve Kanadali Felix d’Herelle
tarafindan birbirinden bagimsiz olarak 1915-1920 yillar1 arasinda bakterileri 6ldiirmeyi
basarabilen bir canli olarak kesfedilmistir (Duck-Worth, 1976). O zaman bilinen
ajanlardan daha gii¢lii oldugu i¢in bakteriyofajlar arastirmacilarin hemen ilgisini ¢ekmis

ve bu alanda ¢alismalarin yogunlasmasina neden olmustur (Fruciano ve Bourne, 2007).

Diinya capinda yiiriitiilen ve hem terapdtik hem de profilaktik ajanlar olarak kullanilan
faj uygulamasinin etkinligini dogrulayan denemeler yapilmistir. Hindistan’da yapilan
bir aragtirmada kolera salginini kontrol etmek i¢in geleneksel yontemler olan potasyum
permanganat ile asillama ve su dezenfeksiyonu yontemi uygulandiginda salginin
ortalama 26 giinde kontrol altina alindig1 fakat kontamine suya bakteriyofajlar ilave
edildiginde salginin 48 saatte kontrol altina alindigi belirtilmistir. Penisilin
antibiyotiginin kesfinden sonra bakteriyofajla ilgili yapilan arastirmalar azalmistir.
Ancak Londra'daki St. Mary's Hastanesi'nde yapilan arastirmalarda da penisilin fajla
beraber kombine uygulandiginda tedavi siiresinin kisaldigi gozlenmistir (Himmelweit,

1945).

Elektron mikroskobunun kesfiyle (1940) Alman fizik¢i Max Delbruck'in liderligindeki
Phage Grubu tarafindan bakteriyofajlarin yapisini ve fizyolojisini anlamada 6nemli

ilerleme saglanmistir (Summers, 1993).

Emory Ellis ve ekibi, d'Herelle'in “bakteriyofajlar zorunlu hiicre i¢i parazitlerdir”
iddiasin1 dogrulayarak “Tek Asamali Gelisme Kurvesi” adi verilen yontemi
gelistirmislerdir. Boylece dogru, istatistiksel olarak gecerli Ol¢limlerle, bakteriyofaj
biiyiime stirecini, fajin bakteriye penetrasyonunu ve bakteriyofaj partikiillerinin bakteri
hiicresi icinde c¢ogalma ve gelisme silirecini  elektron mikroskobu ile
gorsellestirmiglerdir. Boylece, faj ¢ogalmasi ve bakteriyel metabolizma arasindaki
baglant1 kurulmustur (Pennazio, 2006). Sekil 2.1°de faj tarihindeki 6nemli gelismeler

Ozetlenmistir.
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Sekil 2.1. Bakteriyofaj tarihindeki 6nemli gelismeler (O’Flaherty vd., 2009)

2.1.2 Fajlarin tanimlanmasi ve Siniflandirilmasi

Elektron mikroskobunun kesfiyle beraber fajlarin siniflandirilmasi ¢alismalar1 baglamis
ve fajlarin ilk kez siniflandirilmasi: d’Hérelle tarafindan yapilmistir. d’Hérelle’ye gore
fajlar, bir¢ok rktan olusan tek bir faj grubu olarak siniflandirilmistir ( d’Hérelle, 1918).
Holmes (1948) ise fajlar1 bir alt-sinif, tek bir aile ve Viriilans sinifinin tek bir cinsi
olarak smiflandirmistir ve ¢alisma arkadaslariyla beraber morfoloji ve niikleik asit
tiirline dayanan viriis simiflandirma sistemi gelistirdiler ve bu sisteme gore kuyruklu
fajlar i¢in Urovirales, filamentli fajlar i¢in Inoviridae ailesi ve ¢X tipi fajlar i¢in

Microviridae ailesini 6nermislerdir ( Lwoff vd. 1962).

Bradley (1967) tarafindan yapilan simiflandirma O6nemli bir doniim noktast
olusturmaktadir. Bradley (1967), tasidiklar niikleik asit tipine ve morfolojik yapilarina
(bas ve kuyruk 6zelliklerine) gore fajlar1 6 basit tipe (A-F) ayirmistir (Sekil 2.2):

- A tipi faj: Kasilabilen kilifli, kuyruklu ¢ift iplikli linear DNA fajlar

- B tipi faj: Uzun kuyruklu, kilifl ¢ift iplikli linear DNA fajlar



- C tipi faj: Kisa kuyruklu, kilifsiz gift iplikli linear DNA fajlar

- D tipi faj: Kuyruksuz, biiyiik kapsomerli, tek iplik¢i DNA fajlar

- E tipi faj: Kuyruksuz, kiigiik kapsomerli, tek iplik¢i RNA fajlar

- F tipi faj: Bagsiz, ipliksi ya da filamentoz, tek iplik¢i RNA fajlar

A, B ve C tipi fajlar ¢ift zincirli DNA, D tipi fajlar tek zincirli DNA, E ve F tipi fajlar

ise tek zincirli RNA igerirler.

iﬁ@@@;
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Sekil 2.2. Bradley’e gore fajlarin siniflandirilmasi (Bradley, 1967)

Viriislerin  siniflandirilmasinda temel olarak genomik materyalin yapist dikkate
alinmaktadir. Bakteriyofaj genomu Ya tek zincirli ya da ¢ift zincirli DNA veya RNA’dan
olugmakta ve genom biiyiikliikleri 4 ile 725 kb arasinda degismektedir (Sharp, 2001).

llerleyen yillarda fajlarin morfolojik &zellikleri yaninda niikleik asit yapilarmm da
dikkate alindig1 ”Ackermann Siniflamas1” olarak adlandirilan, diger bir siniflandirma
modeli gelistirilmistir (Ackermann, 2003). Bu modele gore fajlar dort yapisal gruba
ayrilmig ve 1 takim, 13 aile ve 31 cins olarak tanimlanmistir (Cizelge 2.2). Sekil 2.3’te
baslica faj gruplarin sematik gosterimi verilmistir (Ackermann, 2003; Ackermann,

2007).

5500°den fazla fajin elektron mikroskobisi ile yapilan incelemede %96’sinin kuyruklu
ve Caudovirales takiminda oldugu, %24,5’nun kontraktil kuyruklu Myoviridae,
%61°nin kontraktil olmayan uzun kuyruklu Siphoviridae, %14’niin ise kisa kuyruklu

Podoviridae familyasina ait oldugu tespit edilmistir. Sadece %3,7 nin polihedral, ipliksi



veya pleomorfik oldugu belirtilmistir (Ackermann, 2007).

Cizelge 2.2. Bakteriyofajlarin siniflandirilmasi (Ackermann siniflandirmasi) ve temel
ozellikleri (Ackermann, 2003; Ackermann, 2007)

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 0X174 Lipit igeren
ds,C, T Corticoviridae 1 PM2 kompleks kapsid
ds, L Tectiviridae 1 PRD1 Lipoprotein kapl
RNA, ss, L Leviviridae 2 MS2 kapsid
ds, L, S Cystoviridae 1 06
Filamentoz DNA, ss, C Inoviridae 2 fd Lipit zarf
ds, Lds, L Lipothrixviridae 1 TTV1 Uzun veya kisa
Rudiviridae 1 SIRV filament
TMV benzeri
Pleomorfik DNA,ds,C, T Plasmaviridae 1 L2 Zarf, lipid, kapsid
ds,C, T Fuselloviridae 1 SSv1 yok
Limon formlu,
kapsid yok

C, dairesel; L, linear; S, segmentli; T, siiperhelikal; 1, tek zincirli; 2, ¢ift zincirli.

P
]:j Inoviridae X /

Micoviridae

Corticoviridae Fugeloviridae
Podoviridae
@

Q1O

Myoviridae
Iphoviridae Myoviridae Plasmaviridae
L - J :
Lipothrixviridae Fudiviridae
Leviviridae Cytoviridae

Sekil 2.3. Baglica faj gruplarin sematik gosterimi




Uluslararas1 Virilis Taksonomi Komitesi (ICTV, International Committee of Taxonomy
of Viruses) fajlart niikleik asit yapilar1 ve morfolojilerine gore 14 aileye ayirmuistir.

Morfolojik 6zelliklerine gére tiim fajlar 20 morfotipte toplanmaktadir (Tunail, 2009).
2.2 Bakteriyofajlarin Yapilari ve Cesitleri

Kimyasal olarak protein ve niikleik asitten olusan fajlarin bilesimi incelendiginde %60’1
protein ve %40’1 niikleik asittir. Diger bir ifadeyle bir faj partikiilii temel olarak niikleik
asit ve kapsit ad1 verilen protein kilifindan olugmaktadir. Niikleik asit ya DNA ya da
RNA’dir. Ikisi birden fajlarda bulunmaz ve DNA/RNA niiklear membranla gevrili
olmayip kapsit ile ¢evrilidir. Ayrica fajlarda DNA veya RNA cift veya tek sarmalli
olabilmektedir. Fajlarin ¢ogunda niikleik asit olarak DNA bulunmaktadir (Ackermann
ve Kropinsk, 2007).

Bakteriyofajlarin optimum gelisme sicakligi 37°C, optimum pH degerleri ise 6,0-
6,5’tir. Bir fajin agirhig 5x107" gramdir. Fajlar, enerji iiretebilecek higbir genetik
bilgiye sahip olmadiklarindan yasamak ve gogalmak i¢in konak bakteriye gereksinim
duymaktadirlar. Yapilarinda lipit bulunmadig: igin bakterileri hizla 6ldiiren kloforma

dayaniklidir (Kilig 2008).

Fajlar bas, boyun, kuyruk, taban ve taban uzantilar1 gibi kisimlardan olusup, bas kismi
yumak seklinde olup niikleik asit molekiiliinii barindirmaktadir. Niikleik asit molekiilii
ise kapsit protein kilifi ile sarilmig durumdadir. Kapsit, prizma seklinde olup birbirine
benzer kapsomer adi verilen alt birimlerden olusmaktadir (Ergiilli, 1982; Kilig, 2010).
Sekil 2.4° de tipik bir kuyruklu bakteriyofajin 2 ve 3 boyutlu yapisi goriilmektedir.

Genellikle yiiksek diizeyde konakgi-spesifik olup sadece spesifik tiirleri veya suslari
enfekte etmektedirler. Fajlarin konaker spesifikligi, kuyruk kisminda bulunan ve duyarh
bakterilerin yiizey molekiillerini taniyan proteinlerden kaynaklanmaktadir. Cok farkli
sekil ve boyutta faj bulunmaktadir. Fajlarin biiytlikliikleri (uzunluklari) 24-200 nm
arasinda degismektedir. En biiyiik faj T4 faj1 olup yaklasik 200 nm uzunlugunda ve 80-
100 nm genisligindedir. Diger fajlar kiicliktiir (Ackermann ve Kropinsk, 2007
Ackermann, 2007; Regenmortel vd., 2000).



Bakteriyofag

Sekil 2.4. Tipik bir bakteriyofajin yapist (Anonim, 2010a)

Fajlar temel ozelliklerine gore kuyruklu, polihedral, flamentdz ve pleomorfik fajlar

olarak incenebilmektedir (Regenmortel vd., 2000).

Kuyruklu fajlar: 5000’e yakin iiyesi ile bakteriyofajlarin %96’sin1 olusturmaktadir.
Niikleik asit olarak ¢ift sarmalli DNA'ya sahiptirler. Bu DNA’y1 saran kapside ve diiz
gorilinlislii uzun veya kisa kuyruga sahiptirler. Ayn1 zamanda, kuyruklu fajlar, DNA
icerigi ve bilesimi, boyutlari, ince yapisi ve fizyolojisinde asir1 derecede cesitlilik
gostermektedir. Ornegin, DNA boyutlar1 17 ile 700 kb, kuyruk uzunluklar1 10 ile 800
nm arasinda degismekte ve kalinligi 30 nm’dir (Ackermann, 2003). Kuyruk ucunda
altigen seklinde olan bir taban levhasi bulunmaktadir. Bu levhaya kuyruk dikenleri ve
iplikgikleri yerlesmis durumdadir. Taban levhasinda genellikle 6 adet diken ve/veya 6
adet kuyruk iplik¢igi yer almaktadir (Ergiillii, 1982; Kinik vd., 2000). Kuyruk kismi
bakteriyofajlarda tutunma veya adsorbsiyon organeli olarak gérev yapmaktadir. Ayrica
genetik maddenin bakteriye transferinde bir kanal ya da koprii vazifesi de gormektedir.
Kuyruk kilifinin kasilmasi sayesinde genetik madde kuyruk icerisinden bakteriye
nakledilir (Ergiillii, 1982; Ackermann, 2003).

Kuyruklu fajlar ¢ aileye ayrilir: Myoviridae, Siphoviridae ve Podoviridae.
Myoviridae'ler, kuyruklu fajlarin% 25'ini olusturmakta ve kasilabilir kuyruga sahiptirler.
Kuyruklu fajlarmn %61°ni olusturan Siphoviridae, uzun kuyruga; kuyurklu fajlarin

%14 {inli olusturan Podoviridae, kisa kuyruga sahiptirler. Myoviridae ailesinde bulunan
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fajlara ornek olarak T4, P1, P2, Mu, SPO1; Siphoviridae ailesinde bulunanlara T1,
T5, LS, ¢2, yM; Podoviridae alisesinde bulunanlara T7, P22, ¢29 o6rnek olarak
verilebilir (Ackermann, 2003).

Polihedral fajlar: DNA iceren ve DNA igermeyen olarak iki ana baglik altinda
toplanmaktadir. Polihedral fajlar icerisinde Microviridae (SSDNA), Corticoviridae
(dsDNA), Tectiviridae (dsDNA), Leviviridae (ssRNA) ve Cystoviridae (dsRNA)

bulunmaktadir.

Pleomorfik fajlar: Bu grup iginde Plasmaviridae (dsDNA) ve Fuselloviridae (dSDNA)
yer almaktadir (Ackermann, 2003).

2.3 Bakteriyofajlarin Yasam Sekilleri

Bakteriyofajlarin litik (viriilant) ve lizojenik (1liman) olmak iizere iki tiir yasam sekilleri
bulunmaktadir. Konak bakteri hiicrelerini enfekte edip onlar1 lize eden (pargalayan)
fajlara viriilant faj denilmektedir. Lizojenik yasamda faj bakteriyi lize etmez, bakteri
kromozomu ile birleserek hiicre i¢inde tutuklu kalir. Yani bakteri i¢inde faj cogalmasi
bakterinin canliligin1 ve ¢ogalmasini olumsuz bir sekilde etkilemez. Bu yiizden bu tiir
fajlara bakterilerin yasamlarini etkilemedigi i¢in temperate ya da ilimli faj adi verilir.
Bir bakteriyofajin yasam seklinin ne olacagi ise, operator bolgesine baglanan CRO ve
CI proteinleri arasindaki oncelige baghdir. CI proteini ile gerceklesiyorsa lizojenik
yasam dongiisii, CRO proteini ile gergeklesiyorsa littk yasam dongiisii
gerceklesmektedir. Yani proteinlerden hangisi operatdre Once baglanirsa, kendi
sentezine baglar ve diger proteinin sentezini yok eder (Hendrix, 2002; Guttman vd.,
2005).

Litik ve lizojenik yasam tiplerinde, fajin konak hiicreye adsorbsiyonu ve DNA’sini
enjekte etme (penetrasyon) asamalari aynidir (Sekil 2.5). Lizojenik hayat devri siiren
iliml1 fajlar, enfeksiyondan sonra konak hiicre genomuna entegre olur ve profaj seklini
alir. Bu da konak hiicrede bazi durumlarda fenotipik degisimlere ve hatta profaj virulant
gen tastyorsa bakteri patojenitesinin artmasina bile neden olabilmektedir (O’Brien vd.,

1984; Guttman vd., 2005).
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Litik fajlarin ¢cogalma evreleri adsorpsiyon, penetrasyon, biyosentez, olgunlasma ve lizis
asamalarindan olusmaktadir (Sekil 2.5). Litik dongil, lizojenik dongliden ‘Latent
Donem’ olarak adlandirilan periyodun baslamasi ile ayrilmaktadir (Hendrix, 2002).
Litik hayat dongiislinde faj, bakteri hiicre duvarina tutunduktan (adsorpsiyon) sonra
niikleik asidini hiicre igerisine enjekte eder. Bakteri ylizeyinde bulunan pilus, taykoik
asit, flagella, lipoprotein, protein, lipopolisakkarit ve hiicre duvarinin diger bazi
bolgeleri faj adsorbsiyon noktalar1 ya da reseptorleridir. Adsorbsiyonun ilk basamaginda
bakteri yiizeyi ile faj arasindaki interaksiyon geri doniisiimlii iken zaman gectikce bu
baglanma kuvvetlenerek geri doniisiimsiiz bir hale gelir. Faj, penetrasyon asamasinda
genomunu konak hiicreye enjekte eder. Biyosentez asamasinda faj, bakterinin
metabolizmasini kullanarak kendi yapisal bilesenleri ile enzimlerini sentezler ve faja ait
genom c¢ogalir. Olgunlagsma asamasinda ise ayri ayri sentezlenen bu yapi taslari bir
araya gelerek olgun faj partikiilleri meydana gelir. Bakteri igerisinde bol miktarda
gelisen ve olgunlagan fajlar belirli bir sayiya ulastiktan sonra bakteriyi lize ederek
serbest hale gelirler ve yeni bakterileri enfekte ederek hayat dongiilerini devam ettirirler.
Litik bakteriyofaja ornek olarak T4 faj1i verilebilir (Sekil 2.5) (Hanlon, 2007,
Sulakvelidze ve Kutter, 2005).

Bakteri

Faj DNA kromozomu
'—.. O ; )
Profaj ( O CD)
Hicre bolinmesi
S O(Q\)
S 8
& L|zogen|k o
N

bakteri

Litik dénguiniin indiklenmesi (bakteri
kromozomundan faj DNA'nin ayrilmasi

P AT

CHw

Sekil 2.5. Bakteriyofajlarda litik ve lizojenik hayat devri

Spesifik bir konak hiicreye fajin basariyla baglanabilmesi, fajin ve faj reseptor

ylizeyinin uyumu bir anahtar kilit iligkisine benzetilebilmektedir. Fajlarin biiytlik
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cogunlugu, hiicre duvar iizerine simirli sayidaki reseptorler ile adsorbe olurken, bazi
fajlar tiim hiicre yiizeyine homojen bir sekilde adsorbe olmaktadirlar (Kinik vd., 2000;
Kilig, 2008).

Lizojenik yagsam dongiide, iliman faj, litik dongiide oldugu gibi konak hiicreye adsorbe
olduktan sonra niikleik asidini bakteri hiicresinin igine enjekte etmektedir (Sekil 2.5).
Faj genomu bakteri kromozomu ile birleserek hiicre ig¢inde tutuklu kalmaktadir. Yani
bakteri i¢inde faj ¢ogalmasi bakterinin canliligini ve cogalmasini etkilememektedir.
Bakterilerin yasamlarini etkilemedikleri igin bu tiir fajlara temperate ya da ilimli faj ad1
verilmektedir. Lizojenik hayat dongiisiinde bakteri canliligini, lireme ve g¢ogalma
yetenegini kaybetmemektedir. DNA's1 ile biitliinlesmis faj tasiyan bakteriye lizogen
bakteri, bu olaya lizogeni ve baglanan faja da profaj adi verilir. Lizojenik bakteriler de
diger bakteriler gibi ¢ogalirlar ve hayati fonksiyonlarmi devam ettirirler. Bdylece bir
lizojenik bakteriden iki yavru lizojenik bakteri meydana gelir (Sekil 2.5). Lizojenik faja
ornek olarak lamda faji verilebilir (Hogg, 2005; Kilig, 2008). Lizojenik yasam
dongiisiinde faj DNA’smin bakteri hiicresine girisiyle, CI proteinin iiretimi baslamakta
ve yeni faj parcalarinin Uretimi i¢in gereken bilginin genom iizerinden okunmasi
engellenmektedir. Sonug olarak da, litik dongiiye ge¢is miimkiin olamamaktadir (Birge,
2000). Profaj, konake¢1 bakteri DNA’sindan asagidaki yollardan biri ile serbest kalarak
viriilant faj durumuna ge¢mektedir (Acar Soykut ve Tunail 2009a; Hogg, 2005; Kilig,
2008):
a) Bakteri DNA’sina zarar veren uygulamalar:
- Radrasyoun, UV 15181 ile muamele
- Reaktif oksijen radikaller,
- Antibiyotikler: Mitomisin C antibiyotiginin diisiikdozdaki
uygulamalarindan sonra,
b) Bakterinin gelisme kosullarin degisimi:
- Inkiibasyon sicakligindaki degisim
- Besin maddelerinin azalmasi
Faj terapisi ve biyokoruyucu ajan olarak litik fajlar uygun olmasina karsin lizojenik

fajlar uygun degildir (Prescott vd., 2005).
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2.4 Fajlarm uygulama alanlari

Fajlarin uygulama alanlarim1 dort baslik altinda toplayabiliriz (Haq vd., 2012;
Schmelcher ve Loessner, 2014; Garcia vd., 2008):

a)  Molekiiler biyolojide model sistem olarak kullanilirlar: Rekombinant DNA
teknolojisinde vektor olarak kullanilirlar ve bdylece bakterilere istenilen
genlerin ekspresyonu saglanmis olmaktadir.

b)  Faj tiplendirme: Bakteri tanimlanmasinda ve patojen bakterilerin gidalarda
olup olmadiginin belirlenmesinde kullanilmaktadirlar.

c) Faj terapisii Hayvan ve insanlarda bakteriyel enfeksiyonlara karsi
antibiyotiklere alternatif olarak onerilmektedir. Birgok ¢alismada Salmonella,
Shigella, E. coli, Vibrio cholera ve Staphylococcus enfeksiyonlarinda fajlarin
etkili oldugu belirlenmistir.

d)  Biyokoruyucu: Gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni bakterilere karsi,
gida ekipmanlarin yiizey dekontaminasyonunda ve biyofilm olusumunu
engellemek amaciyla kullanilmaktadir. ListShield™ ve Listex' ™ -P100
(Intralytix Inc., USA) bir bakteriyofaj karigim1 olup Listeria monocytogenes’e
kars1 etkilidir. FDA tarafindan hazir tiiketilen et driinleri ve ambalaj

materyallerinde kullanimina izin verilmistir.

24.1 Bakteriyofajlarin biyokorucu olarak gida endiistrisinde kullanim

Modern teknolojilere, iyi liretim uygulamalari, iyi hijyen uygulamalari, kalite kontrol,
risk degerlendirmesi ve HACCP gibi emniyet konseptlerine ragmen, son yillarda
bildirilen gida kaynakli hastaliklarin ve zehirlenmelerin sayist artmaktadir. Avrupa
Birligi'nde (AB) en sik gorilen gida kaynakli enfeksiyonlar; Campylobacter,
Salmonella ve Listeria gibi bakterilerden ve viriislerden kaynaklanmaktadir. Gida
kaynakli hastaliklarin, her yil 380.000 AB vatandasini etkiledigi bildirilmistir (EFSA,
2009).

Patojen bakteriler, hasat/kesim, isleme, depolama veya paketleme, sagim veya
fermantasyon sirasinda yiyeceklere bulasabilmektedirler. Bakteriyel patojenlere karsi
dogal biyolojik koruyucu olarak bakteriyofajlar, gida {irlinlerinin {iretimden tiiketime

kadar gilivenligini saglamak ic¢in kullanilabilme potansiyeline sahiptirler. Giivenli
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olmalari, nispeten kolay kullanimlari, kendi kendine replikasyon ve kendi kendini
simirlayan dogalari ve yiiksek spesifik antimikrobiyal aktivite gostermeleri, fajlari
antibiyotiklere tercih ettiren bir alternatif olusturmaktadir. Gida giivenligi alanindaki
bakteriyofajlarin kullanimi birgok arastirmaci tarafindan bildirilmistir. Faj biyokontrol
yonteminin broyler tavuklarda ve tavuk iriinlerinin Campylobacter ve Salmonella ile
kolonizasyonunu azaltmada etkili oldugu ifade edilmistir (Atterbury vd., 2005; Martinez
vd., 2008; Tabla vd., 2012; Bueno vd., 2012; Oliver et al., 2000).

“Tarladan catala” konsepti bakteriyel kontaminasyonun olabilecegi tiim asamalardaki
(kritik kontrol noktalarda) kalite giivencesini kapsamaktadir. En sik rastlanilan gida
patojenleri Salmonella, Escherichia coli, Campylobacter ve Listeria’dir (Douglas vd.,
2008). Bakteriyofajlar tarladan catala yaklasimiyla gida zincirinin her asamasinda
patojenlere karst biyokoruyucu/biyokontrol amaciyla kullanilabilmektedir. Ciftlik
hayvanlarinda goriilen hastaliklarin 6nlenmesi/azaltilmasi (faj terapi), karkaslarin, taze
meyve-sebze gibi ¢ig {riinlerin dekontaminasyonu, alet-ekipman ve ylizeylerin
dezenfeksiyonu (biyosanitasyon ve biyokontrol), hizli bozulan gidalarin raf émriiniin
uzatilmasi (biyokoruyucu) amaciyla uygulama alanlar1 bulmuslardir (Garcia vd., 2008).
Bundan dolay1 firmalar c¢esitli patojenlerin fajlarim1 ticari olarak iiretmeye
baslamislardir. Gida endiistrisinde, EBI Food Safety firmasinin iirettigi Listex ™ P100
peynir ve et triinlerinde Listeria’ya kars1 kullanilmaktadir. FDA ise 2006 yilinda hazir
et ve tavuk dlriinlerinde Listeria’ya karsi Intralytix firmasinin LMP 102 {irliniiniin
kullanimin1 onaylamistir (Carlton vd., 2005; Garcia vd., 2008). Bebek mamalarinda
salginlara neden olan Enterobacter sakazakii’nin inhibisyonunun da faj kaynakl

biyokoruma yontemleriyle saglanabildigi belirtilmektedir (Kim vd., 2007).

Bakteriyofajlar ¢evrede ¢ok fazla bulundugu icin ve iiretimin mikrobiyal ekolojisini
degistirmeden, spesifik hedefleri olan gida kaynakli patojenlere kars: etkili bir sekilde
kullanilabilecegi belirtilmektedir (Goodburn ve Wallace, 2012). Son yillarda gida
endiistrisinde bakteriyofajlarin biyokontrol araci olarak kullanimiyla ilgili ¢alismalarin
sayist Oonemli Ol¢lide artis gostermistir. Yapilan ¢aligmalarda fajlarin insan saglhigini
olumsuz yonde etkilemeden ve gidalarin kimyasal, fiziksel ve duyusal 6zelliklerinde
herhangi bir degisime neden olmadan gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni
bakterilerin kontroliinde oldukg¢a etkin rol oynadiklar1 belirlenmistir (Greer, 2005;
Garcia vd., 2008; Coffey vd., 2010).
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Bakteriyofajlar, gida kontaminasyonunun bir gostergesi olarak kullanilabilecekleri gibi
gida giivenligini saglamak i¢in patojenlere karst (biyolojik kontrol) bir ara¢ olarak da
kullanilabilmektedirler. Bununla birlikte, gida giivenligindeki fajlarin gelecegi; siki
diizenlemeler ve herhangi bir faj {irtiniine herhangi bir onay verilmeden 6nce daha fazla
klinik ¢aligmaya ihtiya¢ duyuldugundan, bu baglamda bir¢ok engel olusturabilir. Ayrica
ciftcinin ve genel halkin faj kullamminin gilivenligi ve imkani konusunda da
aydinlatilmas1 gerekmektedir (EFSA, 2009).

2.5 Gida Endiistrisinde Kullanilabilecek Fajlarda Aranan Ozelikler

Genel olarak fajlarin glivenli olmasi, biitiin fajlarin  patojenik bakterilerin
biyokontroliinde kullanimina uygundur anlamina gelmemelidir. Bunun nedeni litik
fajlarin aksine, temperate fajlarin ¢ogunlukla konakgilarini o6ldiirmemeleri, ¢ogu
durumda bakteriyel kromozoma entegre olmalaridir. Boylece enfekte ettikleri
konak¢min fenotipinde degisime neden olurlar. Cogu lizojenik faj genleri bakteride
sessiz mutanta neden olmasina karsin fajlar moron genler (bagimsiz olarak transkrip
olabilen) de igerebildiklerinden bakteride fenotipik degisime neden olabilir ve hatta
bazen konak¢inin viriilans veya patojenitesinde artmaya da neden olabilmektedirler
(Hagens ve Loessner, 2010). Lizojenik doniistimle patojenitesi artan bakterilere drnek
olarak Vibrio cholerae verilebilir. Kolera toksini CTX® fajinda bulunan ctxA ve ctxB
genleri tarafindan kodlanmaktadir (Waldor ve Mekalanos, 1996). Diger bir ornek ise
Shiga-benzeri toksin (STX) iireten E. coli verilebilir. STX konak¢i genomuna entegre
olan fajin stx1 ve stx2 genleri tarafindan kodlanmaktadir (O'Brien vd., 1984). Lizojenik
durum disinda g6z Oniinde bulundurulmasi gereken diger bir husus genellesmis
transduksiyon yapabilen fajlardir. Genellesmis transdiiksiyonda faj basina, faj DNA’s1
yerine bakteri DNA’sinin bir parcasi girmekte ve paketlenmektedir. Olusan fajlar halen
hedef bakteriyi tanimakta, tutunmakta ve viral olmayan DNA’y1 alic1 bakteri genomuna
rekombine edebilme ve bakteriye yeni genler aktarabilme yetenegine sahip
olabilmektedirler. Bakteriye entegre edilen gene bagli olarak bu rekombinasyon islemi
zararli veya zararsiz olabilir. Aktarilan gen viriilansa neden olan bir iiriin kodluyorsa bu
durumda patojen olmayan bakteri patojenik bir bakteriye doniisebilmektedir (Ikeda ve
Tomizawa, 1965). Bu bilgiler 1siginda gida endistrisinde gida kaynakli patojen
bakterilere kars1 biyokoruma amaciyla kullanilacak bakteriyofajlarin asagida belirtilen

ozelliklere sahip olmalar1 gerekmektedir (Hagens ve Loessner, 2010).
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a) Inhibitér spektrumu genis olmali. Diger bir ifade ile ayni tiir veya cins’te bulunan
tiim bakteriler iizerinde etkili olmali

b) Litik (viriilant) olmali

) Patojen olmayan suslarin gogalmasini saglamali

d) Tam genom dizisi bilinmeli

e) Viral olmayan DNA’y1 (6rnegin bakteri DNA pargasi) transdiiksiyonla aktarma
mekanizmasindan yoksun olmali

f) Alerjiye veya patojeniteye neden olan proteinleri kodlayan genlerden yoksun
olmali

g) Agizdan alimla ilgili yapilan ¢aligmalarda herhangi bir yan etki gostermemeli

h) GRAS statiisiinde olmali

i) Gida isleme asamalarina ve depolamaya dayanikli olmali

J) Ticari boyutta tiretimi miimkiin olmali

2.6 Bakteriyofajlarin Giivenirligi

Fajlarin  konakgr hiicrelerini tanimlari ¢ok spesifik oldugundan hedef bakteriler
haricinde diger bakterilere ve hiicrelere karsi etkili degildirler. Eldeki mevcut tim
deliller yiiksek konsantrasyonda oral yolla tiiketilmelerinde dahi insanlara zararsiz
olduklarin1 veya toksik etkili olmadiklarin1 gostermektedir. Tibbi olarak fajlarin
kullanim1 sonucunda herhangi bir yan etkiye neden olmadig1 spesifik arastirmalarla da
ortaya konulmustur. Fajlar eski Sovyetler Birligi'nde insanlarda bakteriyel
enfeksiyonlar1 tedavi etmek icin yaygin sekilde kullanilmiglardir. Arastirmalar
sonucunda hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerin neden oldugu bulasici
hastaliklarin klinik tedavisi veya profilaktsisi i¢in uygun olduklar1 ortaya konmus ve bu
insanlarda faj kaynakli herhangi bir olumsuz etkiyle karsilagiimamistir (Hanlon, 2007;
Sulakvelidze ve Kutter, 2005). Ayrica tavsanlara yiiksek dozlarda Listeria faji igeren
Listex P100 verildiginde de herhangi bir yan etkiyle karsilagilmamistir (Hagens ve
Loessner, 2010; Carlton vd., 2005). Goniilli insanlar {izerinde yapilan bir ¢alismada ise
E. coli’yi enfekte eden T4 kolifaji 10° pob/mL diizeyinde igme suyuna ilave edilerek

kullanildiginda higbir yan etkinin olusmadigi gozlenmistir (Bruttin ve Brussow, 2005).

Fajlarin giivenli oldugunu kanitlayan diger bir delil ise dogada ve 6zellikle gidalarda,

sindirim sistemimizde ve sularda yaygin olarak bulunmalar1 gosterilebilir. Deniz
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sularinda mililitrede 107-10° pob/g diizeyinde fajin bulundugu belirtilmektedir (Hagens
ve Loessner, 2010). Bakteriyofajlar direkt olarak bakterilerle iliskili oldugundan ¢ok
ekstrem kosullarda islem gérmemis tiim gidalar faj igerebilmektedir. Fermente gidalar

ve taze sebzeler incelediginde, bakteriyofajlarca hayli zengin oldugu goriilmektedir.

Fermente gidalar daha ¢ok fermantasyon islemini gergeklestiren bakteriler tizerinde
etkili olan fajlar agisindan oldukg¢a zengindirler. Siit {iriinleri incelendiginde, peynir ve
peyniralti suyunun bakteriyofaj agisindan iyi bir kaynak oldugu goriilmektedir. Isveg
Emmental peynirinde Propionibacterium freudenreichii’yi enfekte eden fajlarin
diizeyinin 7x10° pob/g (Gautier vd., 1995), Arjantin siit iiriinlerinde ise faj diizeyinin
10° pob/g oldugu belirtilmistir (Suarez vd., 2002). Fermente edilmeyen gidalarda da
fajlarin bulunmasi en 6nemli hususu olusturmaktadir. Yapilan c¢aligmalarda E. coli
fajlarinin taze tavuk, domuz, sigir eti, mantar, marul, ¢ig sebzeler ve hazir gidalarda
yaklagik 10* pob/g diizeyinde bulundugu bildirmistir (Allwood vd., 2004). Verilen
bilgilerden de anlasilacagi gibi yedigimiz gidalarla her giin ¢cok fazla miktarda faj
tiiketmekteyiz. Dolayisiyla fajlarin giivenle tiiketilebilir ve GRAS statiisiinii alabilir
nitelikte olduklar1 gériilmektedir (Hagens ve Loessner, 2010).

2.7 S. Typhimurium ve E. coli 0157:H7’nin Siit Endiistrisindeki Onemi

Cig siit ve uygun kosullarda iiretilmeyen siit ve siit lirtinleri Salmonella spp., E. coli
0157:H7, L. monocytogenes, Campylobacter jejuni gibi salginlara neden olan patojen

mikroorganizmalar igermektedir (Small vd., 2003).

Salmonella diinyada gida kaynakli hastaliklardan sorumlu baslica patojen bakterilerden
biridir. Salmonella 'min 2600°den fazla serotipi bulunmaktadir. Salmonella Enteritidis ve
S. Typhimurium insanlarda salmonella salginlarina neden olan en énemli serovarlardir
(Bell ve Kyriakides, 2002; Cormican vd., 2002). Salmonella insanlarda ii¢ farkli
hastaliga neden olmaktadir: enterik humma (tifo ve paratifo), salmonellozis (akut
gastroenterit, enterokolit) ve bakteremiye (septisemi). Salmonellozis bir tiir akut
bagirsak enfeksiyonu olup Avrupa iilkelerinde gida kaynakli hastaliklar igerisinde
campylobacteriosis’ten sonra ikinci sirada yer almaktadir. Salmonellozise neden olan en
onemli serovarlar S. Typhimurium ve S. Enteritidis’tir. Salmonellozisin inkiibasyon

stiresi 12-24 saat arasinda degismektedir. Enfektif dozu tiiketici yas1 ve herhangi bir
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hastaliga sahip olup olmamasina, serotipe ve fizyolojik sartlara bagh olarak 1-10° kob/g
arasinda degisebilmektedir. Yetiskin kisilerde hastalik olusturmasi igin gerekli enfektif
doz 10°-10"™ kob/g’dir. Bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde de enfektif doz oldukga
diisiiktiir. Semptomlar bulagik gida tiiketildikten 6 ile 48 saat sonra goriilmeye
baslamaktadir. Insanlarda salmonellozis, S. Typhimurium gastrointestinal bolgeyi gecip
epitel dokuda enflamasyona neden oldugu zaman ortaya c¢ikmaktadir (Cormican vd.,
2002; Coffey vd., 2010; Yildirnm vd., 2016). Amerika Birlesik Devletlerinde
salmonellosisten yilda 600 kisinin o6ldigi ve 1,4 milyon kisinin hastalandigi
belirtilmektedir. Salginin temel kaynaginin yaprakli yesil bitkiler ve domates ile kirmizi
ve kanatli et dirlinlerinin oldugu belirtilmektedir (Mead vd., 1999; Wright vd., 2009;
Coffey vd., 2010).

E. coli, hem insanda hem de hayvan bagirsaginda baskin olarak bulunan, patojen
olmayan fakiiltatif anaerobik floray1r olusturan Gram-negatif bakterilerden biridir.
Genellikle, E. coli suslar1 konukgularina zararsizdirlar. Bununla birlikte, insanlarda ve
hayvanlarda hastaliklara neden olan patojenik suslar da bulunmaktadir. Bu suslar
viriilans faktorlerine gore gruplandirilmistir. Patojen gruplar; Enteropatojenik (EPEC),
enteroinvasif (EIEC), enterotoksijenik (ETEC), enterohemorrajik (EHEC), diffiiz
aderans (DAEC) ve enteroagregatif (EAggEC)’dir (Bhunia, 2008; Hartland ve Leong,
2013; Kaper vd., 2004; Willshaw vd., 2000). EHEC enfeksiyonun O6liim orani
(mortalitesi) diger E. coli enfeksiyonlarina kiyasla daha yiiksektir (Hagens ve Loessner,
2010).

EHEC grubunda yer alan E. coli serovarlarinin en karakteristik 6zellikleri siddetli kanli
ishale (hemorajik kolit) neden olmalaridir. Patojeniteleri {irettikleri Shiga benzeri
toksinlerden kaynaklandigi i¢in bu gruba Shiga-toksin iretici E. coli (STEC)’de
denilmektedir. EHEC grubu iginde yer alan en 6nemli serovar E. coli O157:H7dir. E.
coli O157:H7 ¢ok diisiik dozlarda insanlarda akut hastaliklara neden olabildigi gibi
dogada da ¢ok yaygin olarak (hayvanlar, toprak, su) bulundugundan gida endiistrisinde
en c¢ok karsilagilan mikrobiyolojik sorunlardan birisidir. Ekolojisi tam olarak
bilinmemesine karsin insanlardaki E. coli O157:H7 enfeksiyonlarin kaynagi hayvanlar,
insanlar ve bulasik gidalardir. EHEC’in enfektif dozu 10-100 kob/g’dir. Gidalarda E.
coli O157:H7’nin kontrolii bu patojenin spesifik 6zelliklerinden (asidik pH’lara kars1
toleransli, buzdolab1 sicakliginda gelisebilmekte) dolay1 olduk¢a zordur (Bell, 2002;
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Yildirrm vd., 2016). EHEC acisindan riskli gidalar ¢ig veya yeterli 1s1l islem
uygulanmamus siit ve siit iirlinleri, et ve et iriinleri ile elma suyudur (Steele vd., 1982;

Besser vd., 1993; Zhao vd., 1993; Jordan vd., 1999; Mead vd., 1999).

E. coli O157:H7 insanlarda hemorajik kolit (bagirsak enfeksiyonu), hemolitik Giremik
sendrom (bobrek yetmezligi, HUS) ve norolojik bir hastalik olan trombotik
trombositopenik purpura gibi ciddi hastalilara neden olmaktadir. Kii¢iik ¢ocuklarda
gozlenen ve sik rastlanan hemolitik iiremik sendromda oOliimciil sonuglar

dogurabilmektedir (Bell, 2002; O’Flynn vd., 2004).

2.8 S. Typhimurium ve E. coli O157:H7’nin Bakteriyofajlar Aracihgiyla Kontrolii
ile flgili Yapilan Cahsmalar

Gida kaynakli hastaliklarin baglica etmenlerinden birisi olan Salmonella’nin fajlar
vasitasiyla biyokontrolii amaciyla in vivo ve in vitro (gida sistemleri) calismalar
yapilmistir. Tavuk eti ve iirlinlerinde yapilan calismalarda, litik bakteriyofajlar tavuk
derisine goklu enfeksiyon degeri (MOI) 1 olacak sekilde uygulandiginda S. Enteritidis
sayisinda yaklasik 1 log’luk; MOI degeri 100-1000 olacak sekilde uygulandiginda
patojen bakterilerin sayisinda ¢ok hizli bir sekilde dyle ki 48 saat icinde 2 log’luk
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Goode vd., 2003). Uygulanan bakteri diizeyi 2 log
ve faj konsantrasyonu 10° oldugunda Salmonella sayisini tespit edilemeyecek seviyenin

altina diisiirdiigli ve depolama siiresince de bakterinin tespit edilmedigi belirtilmistir.

S. Enteritidis ile kontamine edilmis (10° log) hindi karkaslarimin 5,5*10° veya 10 pob
diizeyinde PHL 4 faj ile muamele edilmesi sonucunda, Salmonella sayisinin tespit

edilmeyecek diizeye diistiigli bildirilmistir (Higgins vd., 2005).

Cheddar peyniri iiretiminde SJ2 faji starter kiiltiirii ile birlikte Salmonella ile kontamine
edilmis siite uygulandiginda birka¢ aylik depolama sonunda Salmonella sayisinin tespit
edilemeyecek diizeye indigi, faj igermeyen kontrol 6rneginde ise Salmonella sayinin
arttig tespit edilmistir (Modi vd., 2001). Fiorentin vd., (2005) tavuk derisine inokiile
edilen Salmonella fajlarin  Salmonella sayisini  6nemli Olclide azalttigini

belirtmislerdir.
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Tavuk g6gsii ve pastorize tam yagh siitte S. Enteritis’e karst PA13076 and PC2184
fajlarinin inhibor etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bir calismada, gida 6rnekleri
1x10* kob/ml diizeyinde S. Enteritis ATCC13076 and CVCC2184 serovarlari ile tek tek
ve kombine olarak kontamine edilmisledir. Daha sonra tavuk gogsii ve siit 6rneklerine
PA13076 and PC2184 fajlar1 ile tek tek ve kokteyl olarak 1x10° pob/ml diizeyinde
uygulanmis, 4 °C ve 25 °C de 5 saat inkiibasyon islemine tabi tutulmuslardir. Aragtirma
sonucunda fajlarin stabilitelerini siitte koruduklar1 ve fajlarin hem tek baslarina hem de
kombine olarak siite uygulandiklarinda S. Enteritis sayisin1 diisiirdiikleri belirtilmistir.
Ancak PC2184 fajinin inhibitor etkisinin PA13076 fajina gore daha fazla oldugu,
PC2184 fajimin pastorize siitte S. Enteritis sayisinda yaklasik 4 log’luk azalmaya neden
olurken, A13076 fajinin yaklasik 1,5-2,0 log’luk azalmaya neden oldugu bildirilmistir
(Bao vd., 2015).

Farkli gidalarda (hindi eti, ¢ikolatali siit, sosis, deniz mabhsiilleri ve yumurta saris1 gibi)
gerceklestirilen g¢alismalarda bakteriyofajlarin Salmonella sayisini belirlenemeyecek

seviyenin altina diisiirdligli ortaya konmustur (Guenther vd., 2012).

Bakteriyofajlarin  biyokontrol ajani olarak kullanimi1 ile ilgili olarak yapilan
calismalarda, E.coli O157:H7 sayisini etkili bir sekilde azalttigi belirtilmistir (Abuladze
vd., 2008).

Yapilan bir ¢alismada EcoM-AG2, ECOM-AG3 ve EcoM-AG10 E. coli bakteriyofajlari
kokteyl seklinde E. coli O126:H7’ye kars1 yagsiz siitte uygulandiginda E. coli hiicre
sayisinda 4, 10 ve 25°C’de gerceklestirilen depolama isleminin sonunda (15 giin)
sirastyla 1,2, 1,0 ve 8,3 log’luk azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Ayrica kokteyl
halinde uygulanan fajlarin her ii¢c depolama sicakliginda siitte stabilitelerini koruduklari
belirtilmistir. Ancak, test edilen bakteriyofajlarin E. coli O126:H7’ye kars1 enfektif
etkilerinin 4°C ve 10°C’ye gore 25°C’de daha yiiksek oldugu ve depolamanin 1’inci
giiniinden itibaren 25°C kosullarinda E. coli hiicre sayisinin tespit edilemeyecek

seviyenin altina diisiirdiigii ifade edilmistir (Tolba vd., 2014).

Fajlar gidalara direkt olarak uygulandigi gibi gidaya kanistirilarak da
uygulanabilmektedir. Yapilan bir calismada ti¢ farkli fajin karisimi 103 kob/g E. coli

O157:H7 ile inokiile edilen ete uygulandiginda, 37°C’de muhafaza edilen et 6rneklerin
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7’sinde s6z konusu bakterinin tespit edilemedigi, 2 ornekte ise bakterinin 10 kob/g

diizeyinde bulundugu goriilmiistiir (O’Flynn vd., 2004).

O’Flaherty vd. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada, bakteriyofaj 1sil islem
uygulanmis siite uygulandiginda Staphylococcus aureus sayisinda 6 log’luk azalmaya
neden oldugu belirlenmistir. Garcia vd. (2007) tarafindan gergeklestirilen baska bir
caligmada, S. aureus ile kontamine edilen UHT siite bakteriyofaj 88 ve 35’1

uygulandiginda S. aureus sayisinda 3,5 log’luk azalma meydana geldigini bulmuslardir.
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BOLUM II1

MATERYAL METOT

3.1 Materyal

Aragtirmada kullanilan UHT inek siitii Nigde’deki marketten, bakteriyofaj ise Nigde

Omer Halisdemir Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii'nden temin edilmistir.

Bu calismada, TUBITAK tarafindan desteklenen 2130035 numaral1 proje kapsaminda
izole edilen ve tanimlanan Salmonella Typhimurium SR-1I ve Escherichia coli
O157:H7 ATCC 35150’ye kars1 etkili STyph-F1, F2, F3 ve F4 ile Eco-F1, F2, F3, F4 ve
F5 kodlu fajlar kullanilmistir. S. Typhimurium ve E. coli O157:H7 serotipleri % 20
gliserol iceren brain hearth infusion (BHI) besiyerinde -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2 Metot

3.2.1 Faj stoklarmnin hazirlanmasi

Yiiksek sayida faj elde etmek amaciyla saflastirilan faj 6rneklerinden 0,1 ml alinip
1:100 oraninda aktif konakg1 bakteri iceren BHI besiyeri icerisine ilave edilmis ve faj
sayisinin artmasi i¢in gece boyunca g¢alkalamali inkiibatorde 35-37°C’de inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon islemini takiben kiiltiir 0,45 ve 0,22 um gdzenek capli steril
membran filtrelerden gecirilmistir. Yiiksek sayida faj iceren filtrat hemen kullanilacak
ise 4°C’de, uzun siire muhafaza edilecek ise %30 gliserol iceren SM tamponu iginde

—80°C’de muhafaza edilmistir (Kocharunchitt vd., 2009). Hazirlanan 6rneklerdeki faj
sayis1 c¢ift tabaka plak agar metodu ile belirlenmis ve sonuglar mililitredeki plak

olusturma birimi (pob/ml) seklinde ifade edilmistir (Adams, 1959).

3.2.2 Sit orneklerinin hazirlanmasi

Calismada gida maddesi olarak kullanilan tam yagli UHT siitler Nigde’deki bir
marketten temin edilmis ve analize baglanincaya kadar buzdolab1 kosullarinda muhafaza

edilmistir.
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3.2.3 Siit 6rneklerinin bakteriyofaj ve test bakterileri ile inokiilasyonu

Oda sicakligi ve buzdolab1 sicakliginda steril sisede bulunan tam yaglhh UHT siitler S.
Typhimurium ve E. coli O157:H7 ile iki farkli diizeyde (yaklasik 10° ve 10° kob/ml
diizeyinde) inokiile edilmistir. Her bir siit 6rnegi 12 ve 13 esit kisma bdliinerek (4 farkl
faj, 1 faj karisimi, 1 konake1 kontrol, 5 faj kontrol ve 1 siit kontrol) ve bakterilerin
ortama adapte olmalar1 i¢in 20 dk bekletilmistir. Hazirlanan siit oOrneklerine
bakteriyofajlar tek tek ve kombine olarak ilave edildikten sonra oda ve buzdolabi
sicakliginda ayr1 ayr1 muhafaza edilmistir. Enfektif bakteriyofaj konsantrasyonu 108-10°
pob/ml diizeyinde kullanilmistir. Depolamanin belirli siirelerinde 6rnekler alinip hem
bakteri sayim1 hem de faj titresi belirlenmistir. Kontrol 6rnegi olarak katkisiz, sadece
konake¢1 hiicre iceren ve sadece faj igeren siit ornekleri kullanilmistir. Ayrica ayni
bakteriyofajlarin BHI besiyerinde S. Typhimurium ve E. coli O157:H7 {izerindeki

inhibitor etkileri de belirlenmistir.

3.24 S. Typhimurium ve E. coli O157:H7 sayim

Buzdolabi (4-5°C) ve oda sicakliginda muhafaza edilen siit 6rneklerinden depolamanin
belirli siirelerinde drnekler alinip mikrobiyolojik analizler yapilmistir. E. coli O157:H7
sayimi 35-37°C’de 24-48 saat Sorbitol MacConkey (SMAC) agar, S. Typhimurium
sayimi ise 35-37°C’de 24-48 saat Salmonella-Shigella (SS) agar kullanilarak
yapilmistir.

3.2.5 Bakteriyofaj titresinin belirlenmesi

Faj titresinin belirlenmesinde ¢ift tabaka plak agar metodu kullanilmistir. Bu amagla
depolamanin belirli periyodlarinda alinan O6rneklerden diliisyonlar hazirlanmistir.
Diliisyonlardan aliman 100 pl’lik hacim, konaker hiicre igceren (300 pl) 45-50°C’deki
BHI yumusak agara ilave edilip karigtirildiktan sonra katilasmis BHI agar iceren
petrilerin iizerine yayilmustir. inkiibasyon isleminden (35-37°C’de 24-48 saat) sonra
plak sayimi yapilmis ve faj titresi plak olusturma birimi (pob/ml) seklinde ifade
edilmistir (Adams, 1959).
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3.2.6 Istatiksel degerlendirme
Ug tekerriirlii olarak gerceklestirilen calismada elde edilen verilerin istatistiksel

degerlendirilmesi SPSS (version 11.0; SPSS, Chicago, IL, USA) paket programi ile
varyans analizi (ANOVA) kullanilarak gergeklestirilmistir.
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BOLUM IV
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

41 BHI Besiyerinde Eco- ve STyph-Fajlarin Konak¢1 Bakterilerine Kars1 Litik
Aktiviteleri

Sivi besiyerinde Eco- ve STyph-fajlarinin konak bakterilerine karsi litik aktivitelerini
belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada 10° ve 10° kob/ml diizeyinde E. coli O157:H7
ATCC 35150 ve S. Typhimurium SRII inokule edilen BHI besiyerlerine 10° pob/ml
dozda Eco- ve STyph-fajlari ilave edilmis ve hem buzdolabi hem de oda sicakliginda
muhafaza edilmistir. Orneklerde oda sicakliginda 24 °C ve buzdolab: kosullar1 4 °C de

depolama islemi gergeklestirilmistir.

Buzdolabi1 ve oda sicakliginda muhafaza edilen bakteri diizeyi 10% kob/ml ve faj icerigi
10° pob/ml olan 6rneklerde Eco- ve Styph-fajlarin konake1 hiicre sayisini depolamanin
I’inci giliniinden itibaren tespit edilemeyecek seviyenin altina diisiirdiigii belirlenmistir
(Cizelge 4.1-4.4) (p<0,01). S6z konusu orneklerde bakteri hiicre sayisinda depolama
islemi siiresince onemli bir degisimin olmadigi saptanmistir (p>0,05). Eco- ve STyph-
faj sayillarinin depolamanin birinci gonilinde biraz arttigi ve 8 giinliik depolama
sliresince stabilitelerini muhafaza ettikleri gozlenmistir (p>0,05) (Sekil 4.1-4.4).
Bakteriyofaj igermeyen kontrol 6rneklerinde ise E. coli O157:H7 (Cizelge 4.1 ve 4.2) ve
S. Typhimurium sayisinda (Cizelge 4.3 ve 4.4) depolama siiresince diisiik diizeyde bir
artis (p>0,05) meydana geldigi bulunmustur.

Cizelge 4.1. Eco-fajlarinin (109 pob/ml) buzdolabi sicakliginda BHI s1v1 besiyerine 108
kob/ml diizeyinde inokule edilen E. coli O157:H7 iizerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi (Giin)

Ornek 0 1 3 5 8
Eco-F1 3,35+0,14 1> 1> 1> 1>
Eco-F2 3,32+0,17 1> 1> 1> 1>
Eco-F3 3,27+0,09 1> 1> 1> 1>
Eco-F4 3,25+0,11 1> 1> 1> 1>
Eco-F5 3,30+0,13 1> 1> 1> 1>
Kokteyl 3,24+0,08 1> 1> 1> 1>
EC* 3,2840,16  3,33+0,28  3,45+0,11  3,51+0,26 3,62+0,32

EC*, sadece E. coli O157:H7 igeren 6rnek, kontrol drnegi.
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Cizelge 4.2. Eco-fajlarinin (109 pob/ml) oda sicakliginda BHI siv1 besiyerine 10
kob/ml diizeyinde inokule edilen E. coli O157:H7 {izerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi (Giin)

Ornek 0 1 3 5 8
Eco-F1 3,38+0,13 1> 1> 1> 1>
Eco-F2 3,36+0,12 1> 1> 1> 1>
Eco-F3 3,42+0,10 1> 1> 1> 1>
Eco-F4 3,33+0,11 1> 1> 1> 1>
Eco-F5 3,39+0,08 1> 1> 1> 1>
Kokteyl 3,30+0,14 1> 1> 1> 1>
EC* 3,43+0,16  5,39+0.21  6,88+0,19  6,97+0,15 6,82+0,17

EC*, sadece E. coli O157:H7 igeren 6rnek, kontrol drnegi.

Cizelge 4.3. STyph-fajlarinin (10° pob/ml) buzdolabi sicakliginda BHI siv1 besiyerine
10° kob/ml diizeyinde inokule edilen S. Typhimurium SRII iizerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi (Giin)

Ornek 0 1 3 5 8
Styph-F1 3,25+0,11 1> 1> 1> 1>
Styph-F2 3,29+0,14 1> 1> 1> 1>
Styph-F3 3,31+0,16 1> 1> 1> 1>
Styph-F4 3,34+0,19 1> 1> 1> 1>
Kokteyl 3,27+0,10 1> 1> 1> 1>
SRII* 3,35+0,12 3,39+0,13 3,48+0,20 3,52+0,18 3,45+0,16

SRII*, sadece S. Typhimurium SRII i¢eren 6rnek, kontrol 6rnegi

Cizelge 4.4. STyph-fajlarinin (109 pob/ml) oda sicakliginda BHI siv1 besiyerine 10°
kob/ml diizeyinde inokule edilen S. Typhimurium SRII iizerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi (Giin)

Ornek 0 1 3 5 8
Styph-F1 3,48+0,16 1> 1> 1> 1>
Styph-F2 3,52+0,13 1> 1> 1> 1>
Styph-F3 3,56+0,12 1> 1> 1> 1>
Styph-F4 3,49+0,19 1> 1> 1> 1>
Kokteyl 3,54+0,18 1> 1> 1> 1>
SRII* 3,50+0,20  5,32+0,18 5,98+0,21 6,23+0,13 6,38+0,23

SRII*, sadece S. Typhimurium SRII iceren 6rnek, kontrol 6rnegi
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Sekil 4.1. Eco-fajlarinin (10° pob/ml) buzdolabi sicakliginda 10® kob/ml diizeyinde E.
coli O157:H7 inokule edilen BHI s1v1 besiyerinde stabilitesi
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Sekil 4.2. Eco-fajlarmimn (10° pob/ml) oda sicakhiginda 10° kob/ml diizeyinde E. coli
0157:H7 inokule edilen BHI s1v1 besiyerinde stabilitesi
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Sekil 4.3. STyph-fajlarmin (10° pob/ml) buzdolabi sicakliginda 10° kob/ml diizeyinde S.
Typhimurium SRII inokule edilen BHI siv1 besiyerinde stabilitesi
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Sekil 4.4. STyph-fajlarinin (10° pob/ml) oda sicakliginda 10° kob/ml diizeyinde S.
Typhimurium SRII inokule edilen BHI s1v1 besiyerinde stabilitesi

Cizelge 4.5. Eco-fajlarinin (10° pob/ml) buzdolabi sicakliginda BHI siv1 besiyerine 10°
kob/ml diizeyinde inokule edilen E. coli O157:H7 {izerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi (Giin)

Ornek 0 1 3 5 8

Eco-F1 6,56+0.10 1> 1> 1,15+0,07  1,12+0,05
Eco-F2 6,48+0,17  124+0,08  126+0,10  1,29+0,11  1,27+0,07
Eco-F3 6,55£0,12  1,33+0,08  13620,11  1,40+0,09  1,430,10
Eco-F4 6,53£022  1,39+0,09  1,42+0,12  145+0,04  1,48+0,14
Eco-F5 6,49+0,14  1,12£0,10  1,0940,08  1,15£0,06  1,18+0,07
Kokteyl 6,41£0,11  1,07£0,06  1,1120,05  1,10+0,10  1,09+0,09
EC* 6,48+£0,16  6,51+0,13  6,55+0,15  6,58+0,12  6,62+0,18

EC*, sadece E. coli O157:H7 igeren 6rnek, kontrol drnegi.

Cizelge 4.6. Eco-fajlarinin (109 pob/ml) oda sicakliginda BHI siv1 besiyerine 10
kob/ml diizeyinde inokule edilen E. coli O157:H7 {izerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi (Giin)

Ornek 0 1 3 5 8

Eco-F1 6,53+0,18 1> 1> 1,25+0,05  1,48+0,08
Eco-F2 6,51£0,11  1,15£0,09  1,44+0,11  1,93+0,13  2,410,16
Eco-F3 6,48+0,15 1,20+0,10  1,53+0,12  2,02+0,15  2,57+0,17
Eco-F4 6,49£0,17 1,38+0,07  1,7240,09 2254021  2,79+0,15
Eco-F5 6,42+0,13 1> 1,2740,10  1,63+0,09  2,15+0,10
Kokteyl 6,47+0,11 1> 1,3940,09  1,81+0,13  2,22+0,17
EC* 6,44+0,19  8,18+0,23  837+025  8,53+0,14  8,67+0,22

EC*, sadece E. coli O157:H7 igeren 6rnek, kontrol 6rnegi.
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Inokiile edilen bakteri 106 kob/ml ve faj miktar1 109 pob/ml olan &rnekler
incelendiginde Eco-F1, F2, F3, F4, F5 ve kokteyl fajlarinin BHI sivi besiyerinde
buzdolabi kosullarinda depolamanin 1’inci giiniinde sirasiyla 6,56, 5,24, 5,22, 5,14, 5,37
ve 5,34 log pob/ml; oda sicakliginda ise 6,53, 5,36, 5,28, 5,11, 6,42 ve 6,47 log pob/ml
diizeyinde bir azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (p<0,05) (Cizelge 4.5 ve 4.6).

Buzdolabinda muhafaza edilen bakteriyofaj i¢eren ve igermeyen (kontrol) drneklerde
depolama siiresi boyunca bakteri sayisinda 6nemli bir degisimin olmadig1 (p>0,05)
(Cizelge 4.5), oda sicakliginda muhafaza edilen Orneklerde depolama siiresinin
uzamastyla konak bakteri sayisinda bir artis meydana gelmedigi belirlenmistir (Cizelge
4.6).

Eco-fajlarinin sayisin da depolamanin 1’inci giiniinde bir artis oldugu ve depolama

sliresince de stabilitelerini koruduklart belirlenmistir (Sekil 4.5 ve 4.6).

10 1 e T o -

—— ——] ——]

T — — —

9 1 = = = —

. 8- = — — —

= = = = =
E 4 — — = — HEco-F1

S 1 = = = =
8_ 6 | = = = — EBEco-F2
g = = = = Eco-F3
% 5 — — — — BEco-F4

> — — — —
CcOU 4 - E E E E BEco-F5
w —_— —_— — = EKokteyl

8 3 A — = = —

3 = = = =

1 = = = =

0 1 5 8
Sare (gn)

Sekil 4.5. Eco-fajlarinin (10° pob/ml) buzdolabi sicakliginda 10° kob/ml diizeyinde E.
coli O157:H7 inokule edilen BHI s1v1 besiyerinde stabilitesi
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Sekil 4.6. Eco-fajlarinin (10° pob/ml) oda sicakliginda 10® kob/ml diizeyinde E. coli
O157:H7 inokule edilen BHI siv1 besiyerinde stabilitesi

STyph-F1, F2, F3, F4 ve kokteyl fajlarmin ise buzdolab:i sicakliginda depolamanin
1’inci giiniinde sirasiyla 5,11, 5,48, 5,18, 5,35 ve 5,39 log kob/ml; oda sicakliginda ise
5,00, 5,29, 5,06, 5,24 ve 5,23 log kob/ml seviyesinde bir azalmaya sebep oldugu
gbzlenmistir (Cizelge 4.7 ve 4.8). Buzdolabinda tutulan 6rneklerde depolama siiresince
Salmonella sayisinda 6nemli bir degisimin olmadigi (p>0,05), oda sicakliginda
muhafaza edilen oOrneklerde ise bakteri sayisiin arttigi saptanmistir (p<0,05).
Bakteriyofaj iceren orneklerde depolamanin 1’inci giinlinde STyph-faj sayisinda artis
oldugu, depolama siiresince de fajlarin stabitilerini koruduklar1 bulunmustur (Sekil 4.7
ve 4.8). Oda sicakliginda tutulan kontrol 6rneginde 8 giinliik depolama esnasinda

bakteri sayisinda 6nemli diizeyde artis meydana geldigi belirlenmistir.

Hudson vd. (2013) kanalizasyon suyundan izole ve karakterize ettikleri FAHEc1
bakteriyofajini >10" pob/ml seviyesinde uyguladiklarinda siv1 besiyerinde (LB broth)
5°C’de E. coli O157:H7 sayisinda 4 log’luk azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir.
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Cizelge 4.7. STyph-fajlarinin (109 pob/ml) buzdolab1 sicakliginda BHI s1v1 besiyerine

10° kob/ml diizeyinde inokule edilen S. Typhimurium SRII iizerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi (Giin)

Ornek 0 1 3 5 8

Styph-F1  6,46:020 1,35%0,11  1,38+0,10  1,4240,08  1,46+0,09
Styph-F2  6,48+0,18 1> 1,15£0,12  1,1240,13  1,16£0,06
Styph-F3  6,45+0,17 1,27+0,10  1,32+0,08  1,36£0,07  1,39+0,11
Styph-F4  6,49+0,10 1,14+0,09  1,15+0,12  1,174#0,10  1,21+0,12
Kokteyl 6,39£0,22 1> 1,08£0,05  1,11£0,10  1,09+0,08
SRII* 6,43+0,13  6,46+0,16  6,50+0,19  6,57+022  6,64+0,24

SRII*, sadece S. Typhimurium SRII igeren 6rnek, kontrol 6rnegi

Cizelge 4.8. STyph-fajlarmin (10° pob/ml) oda sicakhiginda BHI siv1 besiyerine 10°

kob/ml diizeyinde inokule edilen S. Typhimurium SRII iizerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi (Giin)

Ornek 0 1 3 5 8
Styph-F1 6,49+0,15  1,49+0,12 2,09+0,14 2,63+0,20 3,14+0,20
Styph-F2 6,45+0,11  1,16+0,10 1,61+0,17 2,19+0,13 2,72+0,17
Styph-F3 6,47+0,19  1,41+0,13 1,92+0,10 2,57+0,16 3,06+0,12
Styph-F4 6,48+0,16  1,24+0,11 1,77+0,12 2,25+0,19 2,83+0,10
Kokteyl 6,44+0,23  1,21+0,09 1,68+0,13 2,17+0,11 2,79+0,19
SRII* 6,43+0,17  7,54+0,20 7,76+0,19 8,13+0,22 8,24+0,25
SRII*, sadece S. Typhimurium SRII i¢eren 6rnek, kontrol 6rnegi
1
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Sekil 4.7. STyph-fajlarmimn (10° pob/ml) buzdolabi sicakliginda 10° kob/ml diizeyinde S.
Typhimurium SRII inokule edilen BHI s1v1 besiyerinde stabilitesi
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Sekil 4.8. STyph-fajlarmin (10° pob/ml) oda sicakliginda 10° kob/ml diizeyinde S.
Typhimurium SRII inokule edilen BHI s1v1 besiyerinde stabilitesi

42 UHT Siitte Eco- ve STyph-Fajlarin Konak¢i Bakterilerine Kars1 Litik
Aktiviteleri

UHT siitte Eco ve STyph-fajlarinin buzdolab1 ve oda sicakliginda konakg1 bakterilerine
kars1 inhibitor etkisine bakilmistir. Bu amagla diisiik (103 kob/ml) ve yiiksek (106
kob/ml) diizeyde E. coli O157:H7 ATCC 35150 ve S. Typhimurium SRII ile inokule
edilen siit 6rneklerine 10° pob/ml diizeyinde faj katilmis, buzdolabi ve oda sicakhiginda
inhibitor etkileri incelenmistir. Eco-fajlart ve STyph-fajlari 10° pob/ml doz
uygulandiginda 10° kob/ml diizeyinde E. coli O157:H7 ve S. Typhimurium SRII ile
inokule edilmis hem buzdolabi hem de oda sicaklifinda muhafaza edilen siit
orneklerinde depolamanin birinci giinlinden itibaren depolama siiresince bakteri hiicre
sayisini belirlenemeyecek seviyenin altina disiirdiigi belirlenmistir (Cizelge 4.9-4.12)

(p<0,01).
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Cizelge 4.9. Eco-fajlarinin (10° pob/ml) buzdolabi sicakliginda UHT siite 10° kob/ml
diizeyinde inokule edilen E. coli O157:H7 {izerine inhibitor etkisi

Ornek Depolama Siiresi (Giin)

0 1 2 5 8 10 15
Eco-F1 3,26+0,23 1> 1> 1> 1> 1> 1>
Eco-F2 3,31+0,29 1> 1> 1> 1> 1> 1>
Eco-F3 3,29+0,31 1> 1> 1> 1> 1> 1>
Eco-F4 3,2840,19 1> 1> 1> 1> 1> 1>
Eco-F5 3,29+0,27 1> 1> 1> 1> 1> 1>
Kokteyl 3,29+022 1> 1> 1> 1> 1> 1>

EC* 3,2840,18 3,34+0,28 3,70+0,11 3,78+0,26 3,60+0,32 3,46+0,34 3,01+0,30
*EC, sadece E. coli O157:H7 inokule edilen UHT siit 6rnegi (kontrol 6rnegi)

Cizelge 4.10. Eco-fajlarinin (10° pob/ml) oda sicakliginda UHT siite 10° kob/m
diizeyinde inokule edilen E. coli O157:H7 iizerine inhibitor etkisi

Ornek Depolama Siiresi (Giin)

0 1 2 5 8 10 15
Eco-F1 3,41+0,10 1> 1> 1> 1> 1> 1>
Eco-F2 3,40+0,11 1> 1> 1> 1> 1> 1>
Eco-F3 3,41+0,18 1> 1> 1> 1> 1> 1>
Eco-F4 3,42+0,09 1> 1> 1> 1> 1> 1>
Eco-F5 3,43+0,14 1> 1> 1> 1> 1> 1>
Kokteyl 3,42+0,12 1> 1> 1> 1> 1> 1>

EC* 3,41+0,15 5,71+0,24 6,89+0,12 7,65+0,18 7,81+0,13 7,98+0,22 8,11+0,16

*EC, sadece E. coli O157:H7 inokule edilen UHT siit 6rnegi (kontrol 6rnegi)

Cizelge 4.11. STyph-fajlarinin (109 pob/ml) buzdolabi sicakliginda UHT siite 108
kob/ml diizeyinde inokule edilen S. Typhimurium SRII iizerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi (Giin)

Omek 0 1 2 5 8 10 15
STyph-F1 3,39+0,09 1> 1> 1> 1> 1> 1>
STyph-F2 3,38+0,17 1> 1> 1> 1> 1> 1>
STyph-F3 3,37+0,11 1> 1> 1> 1> 1> 1>
STyph-F4 3,42+0,10 1> 1> 1> 1> 1> 1>
Kokteyl  3,36+0,12 1> 1> 1> 1> 1> 1>

STyph*  3,33+0,13 3,38+0,24 3,56+0,17 3,40+0,21 3,16+0,13 3,02+0,10 2,76:0,09

*STyph, sadece S. Typhimurium SRII inokule edilen UHT siit 6rnegi (kontrol 6rnegi)
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Cizelge 4.12. STyph-fajlarinin (10° pob/ml) oda sicakliginda UHT siite 10° kob/ml
diizeyinde inokule edilen S. Typhimurium SRII {izerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi (Giin)

Ornek 0 1 2 5 8 10 15
STyph-F13,53z0,11 1> 1> 1> 1> 1> 1>
STyph-F23,50+0,14 1> 1> 1> 1> 1> 1>
STyph-F33,47+0,18 1> 1> 1> 1> 1> 1>
STyph-F43,45:020 1> 1> 1> 1> 1> 1>
Kokteyl 3,49+0,22 1> 1> 1> 1> 1> 1>

STyph*  3,50+0,26 3,95+0,14 4,68+0,17 4,61+0,12 3,99+0,22 3,04+0,16 2,35+0,11

*STyph, sadece S. Typhimurium SRII inokule edilen UHT siit 6rnegi (kontrol 6rnegi)
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Sekil 4.9. Eco-fajlarinin (10° pob/ml) buzdolabi sicakliginda 10° kob/ml diizeyinde E.
coli O157:H7 inokule edilen UHT siite stabilitesi
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Sekil 4.10. Eco-fajlarinin (109 pob/ml) oda sicakliginda 10% kob/ml diizeyinde E. coli
O157:H7 inokule edilen UHT siite stabilitesi
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Sekil 4.11. STyph-fajlarinin (10° pob/ml) buzdolabr sicakliginda 10° kob/ml diizeyinde
S. Typhimurium SRII inokule edilen UHT siite stabilitesi
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Sekil 4.12. STyph-fajlarimin (10° pob/ml) oda sicakliginda 10° kob/ml diizeyinde
S. Typhimurium SRII inokule edilen UHT siite stabilitesi

S6z konusu siit 6rneklerinde Eco- ve STyph-faj sayilarinin depolamanin birinci giiniinde
biraz arttigi (p>0,05) ve depolama siiresince de faj sayisinda 6nemli bir degisimin
olmadig1 ve dolayisiyla s6z konusu fajlarin siitte stabiliteleriini koruduklar1 saptanmigtir

(p>0,05) (Sekil 4.9-4.12).

Eco-fajlar1 10° pob/ml seviyesinde 10° kob/ml E. coli O157:H7 igeren buzdolabinda
muhafaza edilen siite uygulandiginda depolamanin 1’inci giiniinde Eco-F1 fajinin hiicre
sayisin1 belirlenemeyecek seviyenin altina (6,44 log kob/ml) diisiirdiigli, Eco-F2, F3,
F4, F5 ve kokteyl fajlarmin ise sirasiyla 5,19, 5,17, 5,09, 5,35 ve 5,40 log kob/ml
diizeyinde azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (p<0,01) (Cizelge 4.13). Depolama

stiresinin uzamasiyla birlikte s6z konusu 6rneklerde E. coli sayisinda ¢ok onemli bir
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degisimin olmadig1 belirlenmistir (p>0,05). Depolamanin sonunda Eco-F1, F2, F3, F4,
F5 ve kokteyl fajlarini igeren siit drneklerinde bakteri hiicre sayisinin sirastyla 1,14,

1,40, 1,51, 1,63, 1,36 ve 1,23 log kob/ml oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.13).

S6z konusu orneklerde faj sayisinin depolamanin birinci giinli 6nemsiz diizeyde arttig1
(p>0,05), depolama siirecinde de Orneklerin faj sayilarinda 6nemli bir degisimin
olmadigi goézlenmistir (p>0,05) (Sekil 4.13). Kontrol siit 6rneginde ise E. coli sayisinin
depolamanin 10’uncu giliniine kadar diisiik diizeyde arttifi ve daha sonra azaldigi

belirlenmistir (p>0,05) (Sekil 4.13).

Cizelge 4.13. Eco-fajlarinin (10° pob/ml) buzdolabi sicakliginda UHT siite 10° kob/ml
diizeyinde inokule edilen E. coli O157:H7 iizerine inhibitdr etkisi

Ornek Depolama Siiresi (Gtin)

0 1 2 5 8 10 15

Eco-F1  6,44+0,15 1> 1,09+0,08 1,12+0,10 1,15+0,12 1,18+0,14 1,14+0,16
Eco-F2 6,51+0,10 1,32+0,08 1,30+0,09 1,34+0,12 1,39+0,19 1,42+0,22 1,40+0,07
Eco-F3  6,56+0,09 1,39+0,07 1,42+0,09 1,47+0,08 1,50+0,15 1,55+0,25 1,51+0,08
Eco-F4 6,54+0,20 1,45+0,10 1,48+0,16 1,54+0,13 1,57+0,22 1,60+0,19 1,63+0,19
Eco-F5 6,59+0,23 1,24+0,14 1,26+0,11 1,30+0,18 1,35+0,17 1,38+0,17 1,36+0,15
Kokteyl 6,60+0,22 1,20+0,09 1,19+0,08 1,22+0,11 1,24+0,14 1,27+0,21 1,23+0,13
EC* 6,61+£0,08 6,78+0,17 6,86+0,25 6,94+0,20 7,04+0,12 6,92+0,19 6,65+0,21

*EC, sadece E. coli O157:H7 inokule edilen UHT siit 6rnegi (kontrol 6rnegi)
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Sekil 4.13. Eco-fajlarinin (10° pob/ml) buzdolabi sicakliginda 108 kob/ml diizeyinde E.
coli O157:H7 inokule edilen UHT siite stabilitesi
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Eco-fajlarmi 10° pob/ml, E. coli O157:H7’yi ise 10° kob/ml diizeyinde iceren ve oda
sicakliginda muhafaza edilen siit 6rneklerinde depolamanin 1’inci giliniinde Eco-F1,
Eco-F2, F3, F4 ve F5 fajlarinin konakg1 hiicre sayisinda sirasiyla 5,34, 5,10, 5,14, 4,96
ve 5,14 log kob/ml, faj 6rneklerinin kokteyl halinde uygulandig1 6rnekte de ise 5,23 log
kob/ml diizeyinde azalmaya neden oldugu bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.14).
Depolama siiresinin ilerlemesiyle birlikte fajla muamele edilen 6rneklerde bakteri hiicre
sayisinin arttig1 belirlenmistir (p<0,05). E. coli hiicre sayisinda en fazla artisin Eco-F4,
F3, F2 ve F5 6rneginde oldugu, bunlar1 daha sonra kokteyl faj 6rnegi ve Eco-F1 faji
iceren Ornekte oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.14). Depolama sonunda Eco-F1, F2,
F3, F4, F5 ve kokteyl orneklerinde ise E. coli sayisinin 2,69, 3,56, 3,65, 3,89, 3,17 ve
2,81 log kob/ml oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.14). Konrol 6rneginde ise E. coli
O157:H7 sayisinin depolama siiresince arttig1, 6,47 log kob/ml’den 8,66 log kob/ml’ye
ulastigr belirlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.14). S6z konusu Orneklerde faj sayisinin
depolamanin 1’inci gliniinde arttig1 (p<0,05), daha sonra 6rneklerin faj sayisinda 6nemli

bir degisimin olmadigi belirlenmistir (p>0,05) (Sekil 4.14).

Tolba vd. (2014) tarafinda yapilan bir ¢alismada E. coli bakteriyofajlar1 (EcoM-AG2,
EcoM-AG3 ve EcoM-AG10) kokteyl seklinde E. coli O126:H7’ye kars1 yagsiz siitte
uygulandiginda E. coli hiicre sayisinda 4, 10 ve 25°C’de gergeklestirilen depolama
isleminin sonunda (15 giin) sirasiyla 1,2, 1,0 ve 8,3 log’luk azalmaya neden oldugunu
bulmuslardir. Ayrica kokteyl halinde uygulanan fajlarin biitiin depolama kosullarinda
siitte stabilitelerini korudugunu bildirmiglerdir. EcoM-AG2, EcoM-AG3 ve EcoM-
AGI10 fajlarin enfektif etkilerinin 4 ve 10°C’ye gore 25°C’de daha yiiksek oldugu,
depolamanin 1’inci giiniinden itibaren 25°C kosullarinda E. coli hiicre sayisinin

belirlenemeyecek seviyenin altina diisdiigii ifade edilmistir.
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Cizelge 4.14. Eco-fajlarmin (10° pob/ml) oda sicakliginda UHT siite 10° kob/ml
diizeyinde inokule edilen E. coli O157:H7 {izerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi (Giin)

Ornek 0 1 2 4 5 8
Eco-F1 648017 1.1420,06 149:0,08 1.85:0.11 2.27+0.15 2.69+0.18
Eco-F2  641£0,19 13120,07 1,76+0.10 239+0.14 291017 3,56+0.22
Eco-F3  6,49+024 135:0,09 183013 2512017 3.06:0.19 3,65+0.20
Eco-F4  642+029 146+0,11 1912016 276021 3,18+0.15 3,89+0.21
ECO-F5 6394016 12550,13 1.53£0,07 2,1240,09 2,63+0,12 3,17+0.24
Kokteyl  6430,11 1204006 149+0,14 197:0,12 242+0,18 2,81:0,27
EC* 6.47£0,22 7.90+020 824+0,16 842:023 8551027 8.66+031

*EC, sadece E. coli O157:H7 inokule edilen UHT siit 6rnegi (kontrol 6rnegi)
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Sekil 4.14. Eco-fajlarmin (10° pob/ml) oda sicakliginda 10° kob/ml diizeyinde E. coli
0157:H7 inokule edilen UHT siite stabilitesi

STyph-fajlart 10° pob/ml diizeyinde S. Typhumurium SRII ile 10° kob/ml seviyesinde
inokiile edilen siitlere uygulandiginda buzdolabinda depolamanin 1’inci giliniinde
STyph-F1, F2, F3, F4 ve kokteyl fajlarinin kendi konakg1 hiicre sayisini sirasiyla 4,99,
5,35, 5,06, 5,14 ve 5,28 log kob/ml disiirdiigii (p<0,05), depolama siiresinin uzamasiyla
birlikte S. Typhumurium SRII sayisinda 6nemli bir degisimin olmadig1 belirlenmistir
(p>0,05) (Cizelge 4.15). Kontrol siit 6rneginde ise S. Typhumurium SRII sayisinin
depolamanin 5’inci giliniine kadar diisiik diizeyde artti§1, daha sonra sayisinda biraz
azalma meydana geldigi (p>0,05) (Cizelge 4.15). Faj uygulanan siit Orneklerinde
depolamanin 1’inci giiniinde faj sayisinin biraz arttigi, depolama siirecinde de faj

sayilarinda 6nemli bir degisimin olmadig1 gézlenmistir (p>0,05) (Sekil 4.15).
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Cizelge 4.15. STyph-fajlarinin (109 pob/ml) buzdolab1 sicakliginda UHT siite 10°
kob/ml diizeyinde inokule edilen S. Typhimurium SRII iizerine inhibitdr etkisi

Depolama Stiresi (Gtin)
Ornek

0 1 2 5 8 10 15

STyph-F1 6,49+0,26 1,50+0,13 1,53+0,16 1,57+0,12 1,60+0,09 1,58+0,07 1,45+0,10
STyph-F2 6,42+0,19 1,07+0,07 1,10+0,07 1,13+0,05 1,10+0,09 1,08+0,10 1,07+0,05
STyph-F3 6,47+0,14 1,41+0,12 1,45+0,08 1,47+0,11 1,49+0,10 1,51+0,09 1,48+0,11
STyph-F4 6,38+0,21 1,24+0,22 1,21+0,11 1,25+0,07 1,28+0,08 1,31+0,12 1,27+0,04
Kokteyl 6,41+0,28 1,13+0,24 1,15+0,12 1,17+0,09 1,13+0,06 1,10+0,05 1,09+0,08
STyph*  6,37+0,15 6,56+0,25 6,65+0,18 6,75+0,23 6,69+0,12 6,47+0,16 6,26+0,27

*STyph, sadece S. Typhimurium SRII inokule edilen UHT siit 6rnegi (kontrol 6rnegi)
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Sekil 4.15. STyph-fajlarinin (109 pob/ml) buzdolabi sicakliginda 10° kob/ml diizeyinde
S. Typhimurium SRII inokule edilen UHT siite stabilitesi

STyph-fajlar1 (10° pob/ml) S. Typhumurium SRII ile 10° kob/ml diizeyinde inokiile
edilen ve oda sicakliginda muhafaza edilen siit O6rneklerinde depolamanin 1’inci
giiniinde STyph-F1, F2, F3, F4 ve kokteyl fajlarinin kendi konak¢1 hiicre sayisinda
strastyla 4,90, 5,19, 4,97, 5,11 ve 5,17 log kob/ml azalmaya neden oldugu (p<0,01)
belirlenmistir (Cizelge 4.16). Depolama islemi siiresince kontrol oOrneginde S.
Typhumurium sayisinin belli bir diizeyde arttigi ve depolama isleminin uzamasiyla
azaldig1 gozlenmistir (Cizelge 4.16). Salmonella sayisinin ¢ok fazla artmamasinin
nedeni laktoz bulunan ortamda iyi gelismemesinden kaynaklanmaktadir. Faj uygulanan

siit Orneklerinde depolamanin 1’inci gilinlinde faj sayisimin biraz arttifi (p<0,05),
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depolama siirecinde de biitiin siit 6rneklerin faj sayisinda énemli bir degisimin olmadigi

gozlenmistir (p>0,05) (Sekil 4.16).

Bao vd. (2015) yaptiklar1 bircalismada PA13076 and PC2184 fajlarinin tavuk gogsii ve
pastorize tam yagh siitte S. Enteritidis’e karsi inhibor etkilerini belirlemek amaciyla
yaptiklari c¢alismada gida orneklerini  1x10* kob/ml diizeyinde S. Enteritidis
ATCC13076 ve CVCC2184 serovarlan ile tek tek ve kombine olarak kontamine
etmisler ve daha sonra bu gida 6rneklerine PA13076 and PC2184 fajlarin1 tek tek ve
kokteyl olarak 1x10® pob/ml diizeyinde ekleyip 4 ve 25°de 5 saat inkiibe etmislerdir.
Calisma sonucunda fajlarin gerek tek baslarma gerekse kokteyl olarak uygulanmasi
durumunda stabilitelerini siitte tam olarak koruduklari ve faj sayilarinin baslangicta
ilave edilen diizeyde biraz yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Test edilen fajlarin hem tek
baglarina hem de kombine olarak siite uygulandiklarinda S. Enteritidis sayisini
diistirdiikleri, PC2184 fajinin inhibitor etkisinin PA13076 fajmma gore daha fazla
oldugunu belirtmislerdir. PC2184 fajimin pastorize siitte S. Enteritidis sayisinda yaklasik
4 log’luk azalmaya neden olurken, PA13076 faji yaklasik 1,5-2,0 log’luk azalmaya
neden oldugu bildirilmistir.

Siit ve siit triinlerinde yapilan ¢aligmalarda, bakteriyofaj 1sil islem uygulanmis siite
uygulandiginda S. aureus sayisinda 6 log’luk azalmaya neden oldugu belirlenmistir
(O’Flaherty vd., 2005). Garcia vd. (2007), S. aureus ile kontamine edilen UHT siite
bakteriyofaj 88 ve 35’1 ilave ettiklerinde patojen bakteri sayisinda 3,5 log’luk azalma

meydana geldigini belirtmislerdir.

Bu calismada STpyh ve Eco-fajlarinin konak bakterilerine kars1 sivi besiyeri ortaminda
UHT siite gore daha etkili olduklart belirlenmistir. Gida matriksin bilesimi ile yapisina
ve cevresel kosullara bagli olarak bakteriyofajlarin diflizyonu iyilesebilmekte veya
azalabilmektedir. Kat1 ortamda bakteriyofajlarin difiizyonu sinirli oldugundan bakteri
yiizeylerine faj adsorpsiyonunun azaldigi ve buna bagli olarak bakteriyofajlarin enfektif
kapasitelerinde bir diisme oldugu belirtilmektedir (Marco vd., 2010). Guenther vd.
(2009) sosis, filme somon ve deniz triinleri gibi kat1 gida matrislerinde diflizyonlarinin
azalmasindan dolay1 bakteriyofaj kullaniminin sinirli oldugunu belirtmislerdir. Gidanin

yapisinda bulunan bilesikler bakterileri fajlardan koruyabilir. O’Flaherty vd. (2005) ¢ig
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stitte bulunan bagisiklik faktorlerinin fajlarin bakteriye adsorpsiyonunu engelledigini
bildirmislerdir. Gill vd. (2006) tarafindan yapilan bir ¢caligmada siit serum proteinlerinde
yer alan bazi proteinlerin fajlarin bakteri yiizeyine adsoprsiyonunu engelledigini ortaya

koymuslardir.

Cizelge 4.16. STyph-fajlarinin (10° pob/ml) oda sicakliginda UHT siite 10° kob/ml
diizeyinde inokule edilen S. Typhimurium SRII {izerine inhibitor etkisi

Depolama Siiresi (Gtin)

Sire (gln)

Sekil 4.16. STyph-fajlarinin (10° pob/ml) oda sicakliginda 10° kob/ml diizeyinde S.
Typhimurium SRII inokule edilen UHT siite stabilitesi
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Omek 5 1 2 4 5 8
STyph-F1  6,32+0,21 1,42+0,05 1,74+0,16 2,02+0,11 2,33+0,10 2,64+0,12
STyph-F2  6,34+0,20 1,15+0,06 1,39+0,07 1,87+0,09 2,16+0,10 2,31+0,08
STyph-F3  6,43+0,26 1,46+0,13 1,66+£0,10 1,95+0,11 2,294+0,09 2,57+0,07
STyph-F4 6,46+0,22 1,35+0,09 1,51+0,10 1,84+0,09 2,27+0,07 2,45+0,12
Kokteyl 6,37+0,30 1,20+0,07 1,44+0,09 1,82+0,12 2,20+0,12 2,38+0,14
STyph* 6,29+0,25 6,884+0,26 7,20+0,19 7,02+0,28 6,88+0,22 6,64+0,17

*STyph, sadece S. Typhimurium SRII inokule edilen UHT siit 6rnegi (kontrol 6rnegi)
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BOLUM V

SONUCLAR

Bu c¢aligmada 4 farkli Styph- ve 5 farkli E. coli O157:H7 fajlarinin kendi konak

bakterileri karsi tek tek ve kombine olarak viriilant etkileri hem sivi besiyerinde (BHI)

hem de UHT siitte belirlenmistir. Arastirmada elde edilen sonuclar asagida
Ozetlenmistir.
a) Buzdolabi ve oda sicakliginda muhafaza edilen bakteri diizeyi 10° kob/ml ve faj

icerigi 10° pob/ml olan BHI érneklerindede Eco- ve Styph-fajlarin konakg1 hiicre
sayisint  depolamanin 1’inci gilinlinden itibaren depolama siiresince tespit
edilemeyecek seviyenin altina diislirdiigii belirlenmistir (p<0,01). Eco ve STyph-
fajlarin  BHI sivi  besiyerinde depolama islemi boyunca stabilitelerini
koruduklart (p>0,05) ve bakteriyofaj igermeyen kontrol 6rneklerinde ise E. coli
O157:H7 ve S. Typhimurium sayisinda depolama islemi siiresince biraz arttigi

gozlenmistir.

b) Faj seviyesi aym (10° pob/ml) ancak bakteri seviyesi 10° kob/ml olan &rnekler

incelendiginde BHI si1v1 besiyerinde buzdolab1 ve oda sicakliginda depolamanin
I’inci giiniinde Eco-fajlariin konak hiicre sayisinda 5,11-6,53; STyp-fajlarinin
ise 5,00-6,48 log’luk azalmaya neden oldugu (p<0,05) bulunmustur. Eco- ve
STyp-fajlarin  depolama islemi siiresince stabilitelerini muhafaza ettikleri
saptanmistir. Buzdolabinda muhafaza edilen faj uygulanan orneklerde konak
bakteri sayisinda onemli bir degisimin olmadigi, ancak oda sicakliginda muhafaza
edilen 0rneklerde depolama siiresinin uzamasiyla birlikte konak bakteri sayilariin
biraz arttig1 belirlenmistir.

BHI sivi besiyerinde oldugu gibi, Eco- ve STyp-fajlart diisiik yani 10° kob/ml
seviyesinde E. coli O157:H7 ve S. Typhimurium igeren hem buzdolab1 ve oda
sicakliginda muhafaza edilen siit Orneklerine yiiksek dozda (10° pob/ml)
uygulandiginda konak hiicre sayisim1 depolamanin 1’inci giinlinden itibaren
muhafaza siiresince belirlenemeyecek seviyenin altina diisiirdiigli belirlenmistir
(p<0,05). Her iki faj 6rneklerinin UHT siit 6rneklerinde depolama islemi boyunca
stabilitelerini muhafaza ettikleri tespit edilmistir (p>0,05). Ayrica bakteriyofaj
icermeyen kontrol Orneklerinde ise buzdolabi kosullarinda E. coli O157:H7
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sayisinda Onemli bir degisimin olmadigi, oda sicakliinda muhafaza edilen
orneklerde biraz arttigi, S. Typhimurium sayisinin ise depolama igleminin
uzamasiyla birlikte sayisinda biraz azalma meydana geldigi bulunmustur.

d) Yiiksek diizeyde bakteri (10° kob/ml) ve yiiksek dozda faj iceren UHT siit
ornekleri incelendiginde Eco-fajlariin buzdolab: sicakliginda tutulan 6rneklerde
E. coli O157:H7 sayisinda 5,14-6,56 log’luk; oda sicakliginda muhafaza edilen siit
orneklerinde 5,11- 6,53 log’luk azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Buzdolab1
sicakliginda muhafaza edilen ve bakteriyofaj uygulanan siit 6rneklerinde ve
kontrol 6rneginde depolama islemi siiresince konak bakteri sayisinda énemli bir
degisimin olmadigi gorilmistir. Oda sicakliginda muhafaza edilen siit
orneklerinde ise bakteriyofajla muamele edilen 6rneklerde depolamanin birinci
gliniinden itibaren E. coli O157:H7 sayisinin 8 giinliik depolama siiresince arttigi
belirlenmistir. Ayrica buzdolabr sicakliginda 15, oda sicakliginda 10 giinliik
gerceklestirilen depolama islemi siiresince Eco-fajlarinin  stabilitelerini
koruduklar belirlenmistir. Bakteriyofaj icermeyen kontrol drneginde ise bakteri
sayisinin arttig1 gozlenmistir.

e) S. Typhumurium SRII ile 10° kob/ml seviyesinde kontamine edilen siitlere STyph-
fajlar1 10° pob/ml diizeyinde uygulandiginda buzdolabi sicakliginda depolamanin
I’inci gilinlinde Salmonella sayisinda 5,35-4,99 log’luk; oda sicakliginda 4,90-
5,19 log’luk azalmaya neden olduklar1 bulunmustur. Buzdolabinda 15 giin tutulan
orneklerde S. Typhumurium SRII sayisinda énemli bir degisimin olmadigi; oda
sicakliginda tutulan faj igeren ve icermeyen Orneklerde ise bakteri sayisinin arttigi
belirlenmistir. Faj orneklerinin depolama siiresince her iki depolama sicakliginda
koruduklar1 belirlenmistir.

f) Bakteriyofaj 6rneklerinin kendi konak bakterilerine karst UHT siite gore BHI sivi

besi ortaminda biraz daha fazla etkili olduklar1 belirlenmistir.

Bu tez c¢alismasi incelenen Eco-fajlar1 ve STyp-fajlarinin siitte stabilitelerini hem
buzdolabr hem de oda sicakliginda koruduklar1 ve gida kaynakli patojen bakteriler
tizerinde etkili olduklar1 ve siit endiistrisinde biyokoruyucu olarak kullanma

potansiyeline sahip olduklarini ortaya koymustur.
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