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OZET

GIDALARDA FAJ TERAPI YONTEMI iLE ESCHERICHIA COLI
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KULLANILABILECEK FAJLARIN iZOLASYONU VE
KARAKTERIZASYONU
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SELIN AKBAS
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LiSANSUSTU EGIiTIiM ENSTITUSU
GIDA MUHENDSILIGI ANABILIiM DALI
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Gida kaynakli patojenlerin sebep oldugu enfeksiyonlar, diinyada bir¢ok
hastaliga, kronik komplikasyonlara ve diinyadaki 6liimlerin {igte birine neden olan
salginlara yol agmaktadir. Bu 6liimlerin baslica nedenleri arasinda ise gida kaynakli
patojenlerin basinda gelen Escherichia coli ve Salmonella serotipleri
gosterilmektedir. Antibiyotiklerin fazla ve bilingsiz kullanimi Salmonella
serotipleri ve E. coli O157:H7°de antimikrobiyal direncin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Diinya ¢apinda artan antibiyotik direnci ile fajlarin gida, gevre, tip
alaninda biyokontrol elemani olarak kullanimi yeniden hiz kazanmstir.
Bakteriyofaj uygulamalari, gidalarin muhafazasi ve giivenliginde etkili bir aractir.
Faj kokteyleri gida hazirlama yiizeylerinin dekontaminasyonunda ve Salmonella
Typhimurium, E. coli O157:57 kontaminasyon diizeyini azaltmak i¢in gida isleme
tesisi ve gida zincirinin farkli noktalarinda uygulanmaktadir.

Bu calismada, Bolu ilinin ¢esitli kdylerinden toplanan 24 adet ¢ig siit
orneginden, S. Typhimurium ve E. coli O157:H7’ye kars1 yiiksek litik aktivite
gosteren 13 adet bakteriyofaj izole edilmistir. Bu fajlar saflastirilip titreleri 108
PFU/mL’ye ulastiktan sonra DNA’lar1 izole edilmis ve RFLP profilleri
belirlenmistir. Restriksiyon profillerine gore gruplara ayrilan fajlardan S.
Typhimurium Ssiit12.2.2, Ssiit16.1.1, Ssiit10.2.4, Ssiit10.1.1 fajlar1 ve E. coli
O157:H7 E12.2.1, E13.2.1 ve E13.3.2 fajlar segilerek karakterize edilmistir. Bu
fajlarin karakterizasyonu i¢in enfeksiyon cokluklari, konake¢i araliklari, latent
donemleri ve patlama boyutlari belirlenmistir. Karakterize edilen E. coli O157:H7
ve S. Typhimurium fajlari i¢in iki ayr1 faj kokteyli hazirlanmig ve hindistan cevizi
stitli 6rneginde fajlarm E. coli O157:H7 ve S. Typhimurium iizerindeki etkinligi
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, faj kokteylinin MOI (Multiplicity of Infection):
1000 degerinde ortamdaki patojen varligimi tamamen ortadan kaldirdigini
gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Bakteriyofaj, Patojen, Faj Terapi



ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF PHAGES THAT CAN BE
USED IN INHIBITION OF ESCHERICHIA COLI O157:H7 AND
SALMONELLA TYPHIMURIUM IN FOOD USING PHAGE THERAPY
METHOD
MSC THESIS
SELIN AKBAS
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR: PROF. DR iBRAHIM CAKIR)
(CO-SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. ESRA ACAR SOYKUT)
BOLU, MARCH 2024
X1+ 78
Infections caused by foodborne pathogens lead to many diseases, chronic
complications and epidemics that cause one-third of the deaths in the world. Among
the main causes of these deaths are Escherichia coli and Salmonella spp., which are
the leading foodborne pathogens types are shown. Excessive and unconscious use
of antibiotics has led to the emergence of antimicrobial resistance in Salmonella
spp. and E. coli O157:H7 species. With the increasing antibiotic resistance
worldwide, the use of phages as biocontrol elements in food, environment and
medicine has accelerated again. Bacteriophage applications are also an effective
tool in food preservation and safety. Phage cocktails are applied to decontaminate
food preparation surfaces and at different points of the food processing facility and
food chain to reduce the level of Salmonella Typhimurium, E. coli O157:H7

contamination.

In this study, 13 bacteriophages showing high lytic activity against S. Typhimurium
and E. coli O157:H7 were isolated from 24 raw cow's milk collected from various
villages of Bolu province. After these isolated phages were purified and their titers
reached 108 PFU/mL, their DNAs were isolated and their RFLP profiles were
determined. Among the phages divided into groups according to their restriction
profiles, S. Typhimurium Ssiit12.2.2, Ssiit16.1.1, Ssiit10.2.4, Ssiit10.1.1 phages
with the highest titers and E. coli O157:H7 E12.2.1, E13.2.1 and E13.3.2 phages
were selected and characterized. To characterize these phages, infection
abundances, host ranges, latent periods and burst sizes were determined. Two
separate phage cocktails were prepared for the characterized E. coli O157:H7 and
S. Typhimurium phages, and the effectiveness of the phages on E. coli O157:H7
and S. Typhimurium was determined in the coconut milk sample. The results
obtained showed that the phage cocktail completely eliminated the presence of
pathogens in the environment at an MOI (Multiplicity of Infection): 1000.

KEYWORDS: Bacteriophages, Pathogen, Phage Therapy
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1. GIRIS

Gida kaynakli patojenlerin sebep oldugu enfeksiyonlar, diinyada bir¢ok
hastaliga, kronik komplikasyonlara neden olan salginlara yol agmaktadir (Heredia
ve Garcia, 2018). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) nun yapmus oldugu arastirma baz
alindiginda diinya ¢apinda her yi1l 600 milyon kisi kontamine olmus gida ve su
tilkketiminden dolay1 hastalanirken 33 milyon kisi hayatim1 kaybetmektedir (Rani
vd., 2021). Bu 6limlerin baslica nedenleri arasinda ise gida kaynakli patojenlerin
basinda gelen Escherichia coli ve Salmonella serotipleri gosterilmektedir (Assefa
ve Bion, 2018). Antibiyotiklerin fazla ve bilingsiz kullanimi1 Salmonella serotipleri
ve E. coli O157:H7’de antimikrobiyal direncin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
Bu nedenle patojenik bakterileri etkisiz hale getirmek ve ¢evresel riskleri azaltmak
i¢in etkin yontemlere acilen ihtiya¢ duyulmaktadir (Ye vd., 2019). Bakteriyofajlar
(fajlar) bakterileri spesifik olarak enfekte eden viriislere verilen isimdir. Diinya
capinda artan antibiyotik direnci ile fajlarin gida, c¢evre, tip alaninda biyokontrol
elemani olarak kullanim1 yeniden hiz kazanmistir (Wang vd., 2019).

Faj sayisinin, bakteri sayisiin yaklasik on kat1 oldugu ve gezegende 10%!
faj oldugu tahmin edilmektedir (Yang vd., 2020). Fajlarin, dogal 6zgilliikleri,
doganin bir¢ok yerinde bulunmalari, insanlara ve hayvanlara zararsiz olmalari, bir
tiire karsi spesifik olmalar1 gibi bir¢ok avantajlari bulunmaktadir (Endersen ve
Coffey,2020; Pinto vd., 2020). Fajlar hem antibiyotige duyarli hem de antibiyotige
direngli bakterilere kars1 etkili oldugundan son yillarda iyi bir alternatif olarak kabul
edilir (Phongtang vd., 2019). Ayrica bakteriyofaj uygulamalari, gidalarin
muhafazasi ve giivenliginde de etkili bir aractir. Bakteriyofajlar dogal
antimikrobiyallerdir ve farkli gida iirlinlerinde bakteriyel patojenlerin kontroliinde
etkinligini kanitlamigtir (Kumar vd., 2020). Faj kokteyleri gida hazirlama
yiizeylerinin dekontaminasyonunda ve Salmonella Typhimurium, E. coli O157:H7
kontaminasyon diizeyini azaltmak icin gida isleme tesisi ve gida zincirinin farkh

noktalarinda uygulanmaktadir (Moye vd., 2018; Thung vd., 2019).

Bu calismada, S. Typhimurium ve E. coli O157:H7’ye kars1 yiiksek litik
aktivite gosteren 13 adet faj 6rnegi, Bolu ilinin ¢esitli kdylerinden toplanan 24 adet

¢ig inek siitii 6rneginden izole edilmistir. Bu fajlarn saflastirilip titreleri 108



PFU/mL’ye ulastiktan sonra DNA’lar1 izole edilmis ve RFLP profilleri
belirlenmistir. Restriksiyon profillerine goére gruplara ayrilan fajlardan S.
Typhimurium Ssiit12.2.2, Ssiitl6.1.1, Ssiit10.2.4, Ssiit10.1.1 fajlar1 ve E. coli
O157:H7 E12.2.1, E13.2.1 ve E13.3.2 fajlar1 secilerek karakterize edilmistir. Bu
fajlarin karakterizasyonu i¢in enfeksiyon cokluklari, konakgi araliklari, latent
donemleri ve patlama boyutlar1 belirlenmistir. Karakterize edilen E. coli O157:H7
ve S. Typhimurium fajlari ile iki ayr1 faj kokteyli hazirlanmis ve hindistan cevizi
stitii 6rneginde fajlarin E. coli O157:H7 ve S. Typhimurium tizerindeki etkinligi
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, faj kokteylinin MOI (Multiplicity of Infection)
1000 degerinde ortamdaki patojen varligini tamamen ortadan kaldirdigini

gostermistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Gida Kaynakl Patojenler, Bulasi Kaynaklari ve Sebep Oldugu
Hastahklar
Gidalarda meydana gelen bozulmalar, gidanin dis goriiniis, kivam, tat,

kokusunda meydana gelen degisiklerin sonucunda kalite kayiplarinin olusmasi
sonucunda tiiketici tarafindan talep edilmeyen gida iiriinleri olarak tanimlanabilir.
Gida bozulmasina biyolojik, kimyasal ve fiziksel faktorler sebep olmaktadir fakat
baslica sebep mikroorganizmalarin ortamda gelismesi ve faaliyetini devam
ettirmesidir. Baz1 mikrobiyolojik faaliyetler yalnizca gidalarda bozulmalara sebep
olmaktadir. Ancak ortamda patojen Ozellik gosteren bakterinin bulunmasi ve
mikrobiyal aktivitelerini devam ettirmesi halinde hem gida bozulmalar1 hem de bu
gidalan tiiketen insanlarda gida zehirlenmeleri meydana gelmektedir (Diao vd.,
2018). Gida kaynakli patojenlerin neden oldugu hastaliklar diinya ¢apinda dnemli
halk saglig1 sorunlarindandir. Patojenler ile kontamine olmus gidalarin tiikketilmesi
sonucunda insanlarda bir¢ok hastalik ve hatta Sliimler meydana gelmektedir
(Schirone vd., 2019). Kontaminasyon havanin, topragin suyun kirlenmesi nedeni
ile olabilecegi gibi gidanin islenmesi sirasinda hasattan sofraya kadar olan biitiin
asamalarda risk olusturmaktadir (Uesma ve Manukumar, 2018).

Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus ve patojenik Escherichia coli, Yersinia enterocolitica,
Enterococcus spp. en fazla sayida salgina neden olan gida kaynakli patojenlerdir.
Bunlar arasinda S. aureus, Salmonella serotipleri ve E. coli diinya ¢apinda gesitli
gidalar yoluyla yayilan en 6nemli tiirlerden ti¢tidiir (Yu vd. 2021; Foddai ve Grand,
2020).

FDA'’ya gore insanda hastaliga neden olan patojenlerin bulas1 kaynaklarina
bakildiginda, Campylobacter spp. ¢ig ve az pismis kiimes hayvanlar1 etinde,
Salmonella spp. et, kiimes hayvanlar1 eti ve yumurtada, E. coli et ve pastorize
edilmemis siit, Clostrodium botulinum konserve gidalar, S. aureus, Bacillus spp.,
Listeria spp. ¢ig ve az pismis et, sebzeler, pastdrize edilmemis siit ve yumusak
peynir tiiketilmesi sonucunda hastaliga neden olmaktadir (Safavieh vd., 2015).

Gida kaynakli patojenlerin neden oldugu hastaliklar intoksikasyon,
toksikoenfeksiyon ve enfeksiyon olarak ii¢ sinifa ayrilmaktadir. Toksin ile

kontamine olmus gidanin tiikketilmesi sonucunda zehirlenme, patojen ile kontamine



olmus gidanin tiiketildiginde patojenin konak¢inin viicudunda toksin iiretmesi
sonucunda toksikoenfeksiyon, gida kaynakli patojenin tiikketilmesi sonucunda ise
gida kaynakli enfeksiyon meydana gelmektedir (Anvar vd., 2021). Gida kaynakli
enfeksiyonlarin neden oldugu bagirsak dis1 enfeksiyonlar arasinda kan dolasimi
enfeksiyonlari (BSI), menenjit ve salmonellozun neden oldugu enfeksiyonlardir. L.
monocytogenes menenjit, shiga toksini {ireten E. coli hemolitik tiremik sendrom
(HUS), C. botulinum felg ve bebek botulizmuna neden olmaktadir (Riley, 2020).

2.1.1 E.coli O157:H7
Escherichia coli, Enterobacteriaceae familyasina ait, sicak kanli hayvan ve

insan bagirsaginda bulunan, ¢ubuk seklinde, Gram negatif bir bakteridir (Niveditha
vd., 2021). E. coli suslarinin bir¢ogu patojenik etki gostermez iken enterotoksijenik
E. coli (ETEC), enteropatojenik E. coli (EPEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC),
enterohemorajik E. coli (EHEC), enteroagregatif E. coli (EAEC) ve diffuse
adhering E. coli (DAEC) suslar1 patojenik 6zellik gostermektedir (Halkman vd.,
2019). E. coli O157:H7, E. coli bakteri tiiriiniin viriilent bir susudur ve gida kaynakli
hastaliklara sebep olan ilk bes patojen arasinda yer almaktadir (Ayalew Assefa vd.,
2018).

[lk olarak 1980°li yillarda az pismis hamburger koftesini tiikketen hemorajik
kolit hastalarindan izole edilen Shiga toksini iireten E. coli O157:H7 gida kaynakli
hastaliklarin baslica nedenleri arasindadir (Rani vd., 2021). Enterohemorajik E. coli
O157:H7 Shiga toksini iireterek insanlarda kanli ishal, yliksek ates, mide krampi,
kusma, hemolitik iiremik sendrom, trombotik trombositopenik purpura, bobrek
yetmezligi gibi hastaliklara sebep olmaktadir (Niveditha vd., 2021; de Assis vd.,
2021).

Aragtirmalar sonucunda E. coli O157:H7 salginlarinin bulag kaynaklari
arasinda pigsmemis s18ir eti, pastorize edilmemis siit ve kontamine olmus su ve gida
tirlinleri bulunmaktadir (de Assis vd.,2021; Lee vd., 2021). Gida kaynakli
hastaliklardan 1982-2006 yillar1 arasinda meydana gelenlerin %52 oraninda
gidalardan, %9 oraninda ise su, hayvan temasi ve kisiden kisiye fekal bulas yolu ile
oldugu bildirilmistir (Rani vd., 2021; Ma vd., 2019).

2.1.2 S. Typhimurium
Salmonella, Enterobacteriaceae familyasina ait, Gram negatif, c¢ubuk

seklinde, fakiiltatif anaerop bir bakteridir (Jajere vd., 2019). Salmonella cinsi S.

entericia ve S. bongori olmak tizere iki tiire (Dos Santos vd., 2019) ve 2659 serotipe



ayrilmaktadir (Shebs-Maurine vd., 2021). Bu serotipler arasinda gida kaynakli
hastaliklara neden olan S. Typhimurium, yaygin olarak izole edilmesi, zoonotik
potansiyeli ve genis konak¢1 yelpazesine sahip olmasindan dolayr Salmonella
serotipleri arasinda one ¢ikmaktadir (Herrero-Fresno vd., 2018; Sattar vd., 2022).
S. Typhimurium’un bulas kaynaklari; ¢i§ veya pigsmemis yumurta, kiimes
hayvanlari eti, hayvansal gidalar, ¢ig siit, sebze ve meyvelerdir (Fulgione vd., 2018;
Silveira vd., 2018). Enfeksiyonun neden oldugu karin krampz, ishal, bulanti, kusma,
ates semptomlar1 kontamine olmus gidalarin tiiketilmesinden 12-72 saat sonra
ortaya ¢gikmaktadir (Esmael vd., 2021). Bununla birlikte, dehidrasyon durumlarinda
ve bakteriler gastrointestinal sistemin Otesine gectiginde yasami tehdit eden
durumlar ortaya ¢ikabilmektedir (Moye vd., 2018). Enfeksiyon i¢in risk grubunda
ise bagisiklig1 disiik kisiler, yaslilar, hamileler, bebekler bulunmaktadir (Walker
vd., 2021).

2.2 Bakteriyofajlar
2.2.1 Bakteriyofajlar ve Genel Ozellikleri
Bakteriyofaj, bakterileri enfekte eden virlislere verilen isimdir.

Bakteriyofajlar diinya capinda ¢ok ¢esitli ve sayilar1 oldukca fazladir (10%%). Cok
sicak ve ¢cok soguk ortamlar da dahil olmak {izere gezegenin birgok yerinde fajlara
rastlamak miimkiindiir. Fajlar gidalarin muhafazasindan, hastaliklarin tedavi
edilmesine kadar genis bir kullanim alanina sahiptir (Gordillo Altamirano & Barr,
2019; Sharma vd., 2017). Fajlar ¢evre dostudur ve ¢evrede dogal olarak ¢ogalip,
biyolojik olarak da kolayca pargalanabilirler. Bir¢cok yerde bulunan fajlarin
saflastirilmalar1 ve zenginlestirilmeleri kolay olmaktadir. Kalinti birakmayan bu
mikroorganizmalarin liretim maliyetleri diisiik oldugundan kimyasallara kars1 iyi
bir alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar (Sabri vd., 2021)

Faj genomlarinin boyutu degiskendir (~3,5 kb ila ~540 kb arasinda degisir)
ve tek veya cift sarmalli DNA'dan (ssDNA, dsDNA) veya RNA'dan (ssRNA,
dsRNA) olusur. Genellikle 20-200 nm uzunlugundaki faj, DNA ile dolu bir kafa,
yakali uzun kuyruklar, kisa sivri uglu bir taban plakasi ve genetik materyali
aktarmaya yardimci kuyruk liflerinden olugmaktadir (Zuppi vd.,2022). Sekil 2.1°de,
Escherichia coli’ye etkili T4 fajinin genel yapisi verilmistir (Tokarz-Deptuta vd.,
2011).
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Sekil 2.1. T4 bakteriyofajinin yapisi.

2.2.2 Bakteriyofajlarin Simiflandirilmasi
Bakteriyofajlarin  simiflandirilmasma  yonelik  ¢aligmalar  elektron

mikroskobu ve preperat hazirlanma tekniklerinin gelismesi ile ortaya ¢ikmustir.
Fajlarin siniflandirilmast ile ilgili ilk ¢aligma 1967 yilinda Bradley tarafindan
gergeklestirilmistir. Bradley siiflamasinda fajlar; niikleik asit tipine, konake1
araligina ve morfolojik yapisina gore 6 basit (A-F) sinifa ayrilmaktadir (Sekil 2.2).
Daha sonraki yillarda fajlarin morfolojik yapilarmin yani sira niikleik asit
yapilarinin da dikkate alindigi “Ackermann Siniflandirmast” gelistirilmistir

(Cizelge 1) (Acar Soykut ve Tunail, 2009).
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Tip Niikleik Asit
A DNA, 2, L
B DNA, 2, L
C DNA, 2, L
D DNA. 1, C
E RNA, I,L
F RNA. I,L

1: Tek iplikgik  L: Lineer

C D E F

Ozellik

Polihedral bas, uzun kuyruk etrafinda
kontraktil kilif kuyruk levhasi (hegzaganol)
kuyruk ignesi ve fibrilleri

Polihedral bas, kontraktil kilifi olmayan
uzun kuyruk

Polihedral bas, kontraktil kilifi olmayan

kisa kuyruk

Kuyruksuz, ikosahedral bas, kapsid {izerinde
¢ok biiyiik kapsomer

Kuyruksuz, ikosahedral bas, kapsid iizerinde
¢ok kiigiik kapsomer

Fleksibl filamentdz

Sekil 2.2. Bradley’nin faj siniflandirmasi.
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Cizelge 2.1. Faj temel 6zellikleri ve siniflandirilmasi-Ackermann siniflamasi.

Morfoloji  Niikleik Asit Takim ve Aile  Cins Ornek  Uye Ozellikleri
Sayisi
Kuyruklu DNA, ds, L Caudovirales 15 4950
Myoviridae 6 T4 1243 Kontraktil
kuyruk
Siphoviridae 6 A 3011 Uzun kuyruk
Podoviridae 3 T7 696 Kisa kuyruk
Polihedral DNA, ss, C Microviridae 4  OX174 40 Lipid iceren
kompleks
ds,C, T Corticoviridae 1 PM2 3 Kapsid
Ds, L Tectiviridae 1 PRD1 19 Lipoprotein
kaplh
RNA, ss, L Leviviridae 2 MS2 39 Kapsid
Ds, L, S Cystoviridae 1 D6 1 Lipid zarf
Filamentoz DNA, ss, C Inoviridae 2 Fd 57 Uzun ve kisa
filament
ds, L Lipothrixviridae 1 TTV1 6 Lipid zarf
Ds, L Rudiviridae 1 SIRV1 2 TMV benzeri
yap1
Pleomorfik DNA,ds,C, T Plasmaviridae 1 L2 6 Kapsid yok,
lipid zarf
Ds,C, T Fuselloviridae 1 SSv1 8 Kapsid yok,
limon formu

ds: ¢ift sarmal, C: sirkiiler, S: pargali, ss: tek sarmal, L: lineer, T: siiper helikal

Eski faj taksonomisi siniflandirmasina gore, bakteriyofajlarin morfolojik
ozellikleri baz alinarak kuyruklu bakteriyofajlar olarak bilinen Caudovirales iig
aileye ayriliyordu. Bunlar uzun kasilabilen kuyruklu Myoviridae, uzun kasilmayan
kuyruklu Siphoviridae ve kisa kasilmayan kuyruklu Podoviridae aileleriydi
(Iwasaki vd., 2018). Fakat ICTV (Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi) ciddi

bir degisiklik yaparak Caudovirales sinifin1 kaldirmis ve bunun yerine ikosahedral



kapsitli ve ¢ift sarmalli genomuna sahip tiim kuyruklu bakteriyal ve arkeal virtisleri
gruplandirmak i¢in  Caudoviricetes smifi  olusturulmustur  (Sekil 2.3).
Caudoviricetes smifi artik dort takima atanan 14 aileyi igermaktedir. Bu
takimlardan {icii, arkeleri enfekte eden viriisleri kapsar. Heniiz aile veya takim
siralamasinda siniflandirilmamig 37 alt aile ve 631 cinse ek olarak 33 aile daha
kurulmus ancak heniiz bir takima atanmamistir. Ayrica podoviriis, miyoviriis ve
sifoviriis gibi tamimlayicilarin bilim tarihi i¢in 6nemi agiktir. Bu terimlerin,
bakteriyofajlarin ayirt edici Ozelliklerini betimlemek i¢in kullanimina karar
verilmis olmakla birlikte, bu terimler taksonomik olarak bir anlam ifade
etmemektedir (Turner vd., 2022).

Winovindae 2 3

Svatoviridae 3 36
Schioviridae 8 48 (+8)

-~ Pevvagonridas 1 H
- Peduowindaes 52
Pachywides 3 5
Oxlay dae 1 3 11
Naomvindse 1 1
Moyeolvividae 1 2
- Masyanzhinovwindae 2 7 17
Uncefined b Kpsmoniridae 45
Hevalewridas 34
Hepaasdvinces 1
Guelnvidae 1 4 9
Forsativiridae 1 2
Dunevindas 3 6
Drexieriridae 4 25
Demevscyindae 3 14.(+2)
Chasenndas 2 ] 14
Caglanswriass 24
Autographiviidae 9 133
Assiauvingdae 3 3
1 '

)
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Dupladnararia  Heunggongwiae  Urowinicota Saparovinidae 2 2
Madsanriaas 1 1
Stelgvindae 1 12 15

Crass

Crovavindaa 2 3 4
Sualridae
Shartasalviridae 1

Pyrstovinidae 1 '
Ha'olenvindae 3 3
Graaviviridae 2 2
Salaivirdae 1 1
Haomagnuswicas 1

Hatunavindse 4 10
Druskaniridae 2 2
Lalsinganricae 1 1
Angarodiricas 1

l_.

Cavdoviricatas

Kinjokansi

Msthanabaviralas

Viknavindae 2 8 27

Mnlasiviridae 3 1" 18

Salasmavindiee 3 12{+1) 33 (+4)
Fow \ 2 6 4 (+5)

Aaalm Kingdom Phylum Class Order Famiy ! 3 10 30 1 10 100 ! 10

#Subfamilies #Genera #Species

Sekil 2.3. Caudoviricetes takiminin taksonomik yapist.

Sekilde 2021 yilinda olusturulan yeni bakteri arke ve viriis aileleri mavi ve yesil
renk ile siniflandirmadan kaldirilan aileler ise kirmizi renk ile gosterilmistir (Turner
vd., 2022).
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2.2.3 Bakteriyofajlarin Yasam Dongiileri
Litik Fajlar

Litik fajlar i¢in, ireme dongiisiinde baglanma, penetrasyon, transkripsiyon,
biyosentez, olgunlasma ve liziz dahil olmak iizere alti asama yer almaktadir ve
bunlar genellikle enfekte konake¢i bakterilerin yok edilmesiyle sonu¢lanmaktadir
(Ye vd., 2019). Bakteriyofajin bakteriyi enfekte etmesi adsorpsiyon (baglanma)
basamagi ile baslamaktadir (Sekil 2.4). Adsorpsiyon basamagi konakgi hiicre
duvant ile kuyruklu fajlarda taban fibrillerinin ya da kuyruksuz fajlarda
kapsomerlerin yiiksek uyumu ile gerceklesmektedir. Bakteriyofajin bakteriye
Ozglnliigiinde adsorpsiyon basamagi dnemli rol oynamaktadir. Bakteri yiizeyindeki
pilus, teikoik asit, flagella, lipoprotein, protein ve lipopolisakkarit molekiilleri ve
hiicre duvarinin baz1 diger bilesenleri bakteriyofaj adsorpsiyon bdlgeleri olarak

bilinmektedir.
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radyasyon, antibiyotikler veya agir metaller)

Sekil 2.4. Litik ve lizogenik faj dongiisii.

Bununla birlikte, ortamin pH degeri, Mg*?, Ca*? gibi iyonlarmn varlig ile
elektrostatik etkilesimler adsorpsiyon basamagini etkileyebilmektedir (Saglam vd.,
2017). Penetrasyon basamaginda faj niikleik asidini enzimatik reaksiyonlar
aracilifiyla konak¢i bakteri hiicresinin igine aktarmaktadir. Zarar gérmeden
konakg1 bakterinin hiicre zarini gecen faj niikleik asidi, periplazmik bosluk i¢inde
bulunan niikleazlardan ve restriksiyon enzimlerinden korunmak i¢in
DNA/RNA’sm1 yapigskan uclar vasitasiyla hizla dairesellestirmekte veya lineer
uclarini korumaya almaktadir. Ardindan faj DNA/RNA’s1, konak¢1 bakterinin RNA
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polimerazina tanitilmakta ve erken genlerin transkripsiyonu ger¢eklesmektedir.
Erken genler ile faj genomu korunmakta ve konakg1 bakteri, fajin ¢ogalabilmesine
olanak saglayacak sekilde yeniden yapilandirilmaktadir. Ilerleyen asamada,
konakg1 bakteride yeni faj DNA/RNA’sinin sentezlenmesinde kullanilacak tirtinleri
kodlayan ara genlerin ve faj partikiillerinin sekillenmesi ile DNA/RNA’sinin
paketlenmesini saglayan enzimleri kodlayan bir dizi ge¢ genlerin transkripsiyonu
gerceklesmektedir (Guttman vd., 2005). Viral genomun girisinden hemen sonra, faj
genomunu kopyalamak ve hiicrenin sentetik kapasitesini faj iiremesine
yonlendirecek sekilde hiicresel mekanizmayr degistirmek igin gerekli olan
proteinlerin ekspresyonu baslamaktadir. Bu asamada faj DNA'sinin birkag
kopyasinin sentezi meydana gelmektedir. Olgunlagsma veya morfogenez agsamasi,
yeni faj bilesenlerinin virionlar halinde bir araya geldigi donemdir. Montaj
kendiliginden veya spesifik enzimlerin yardimiyla gergeklesebilmektedir. Liziz
asamasinda ise spesifik enzimler hiicre duvarini i¢eriden hidrolize ederek dongiiyii
yeniden baglatabilen ve yeni duyarli konake1 hiicreleri enfekte edebilen bulasici

fajlar1 serbest birakmaktadir (Hanlon vd., 2007).

Lizogenik Fajlar

Iliman fajlar, konakg¢ilarinin genomuna bir profaj olarak entegre olabilir
veya bir lizojen olusturan kromozom dis1 elementler olarak varligim
stirdiirebilmektedir (Luque ve 2020). Lizojenik replikasyon dongiisiinde faj ayrica
duyarl bir konake1 bakteriye baglanir ve genomunu konake1 hiicre sitoplazmasina
sokar. Bununla birlikte, faj genomu bunun yerine bakteriyel hiicre kromozomuna
entegre edilir veya bir epizomal element olarak muhafaza edilir; her iki durumda da
kopyalanir ve zarar vermeden yavru bakteri hiicrelerine aktarilir. Entegre faj
genomlarina profajlar ad1 verilir ve bunlar iceren bakterilere lizojenler ad1 verilir.
Profajlar, ¢cogunlukla degisen ¢evresel kosullara yanit olarak litik bir replikasyon
dongiisiine geri donebilmekte ve konakgilarini 61diirebilmektedir (Ptashne, 2006).

Iliman fajlar konakg¢imin biyolojisini etkiler ve bu etkinin sonucuna ise
ortamda buluna konak¢i veya konakg¢1 olmayan hiicre topluluklart etkilenir. Bu
etkinin sonucunda ise profajlarin entegre edilmesi hiicre genomunu diizenler,
profajlar yeni islevler kazandirabilir ya da mevcut olan metabolizma, fajlara karsi
bagisiklik gibi islevleri degistirerek hiicre fizyolojisini etkilerler, transdiiksiyon

yoluyla antibiyotik direng gosteren bakteri DNA’sinin transferini kolaylastirir ve
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son olarak bakteri tiirlerini pargalayip ve hiicreleri lize ederek bakterilerin hiicre

yapisini degistirebilir (Howard-Varona vd., 2017).

2.2.4 Faj Terapinin Tarihi ve Giincel Uygulamalari
Birinci Diinya Savasi zamanlarinda savastaki askerleri tedavi etmek igin

Felix d’Herelle tarafinda mikroorganizma yiyen viriisler kesfedilmistir (Gordillo
vd., 2019). Fakat bakterisidal aktiviteye dair ilk gézlemler 1986°da Ernest Hankin
tarafindan Hindistan’da Ganj Nehri suyundan alinan Orne8in incelenmesi
sonucunda bakteri yok eden Ozelligin oldugunu kesfetmistir. (Hankin, 1986).
Brown Enstitiisii’nde viriisler ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmistir Frederick Twort
ise, gbzlemlenen bu anti-bakteriyel aktiviteye bir viriisiin aracilik ettigini 6ne siiren
ilk kisiydi fakat donemin maddi yetersizlikleri nedeni ile Twort caligmalarina
devam edememistir (Twort, 1961). Bakteriyofajlar daha sonra, Felix d'Herelle
tarafindan Pasteur Enstitiisi'nde kesin olarak kesfedildi ve bakteriyofaj olarak
adlandirildt (d'Herelle, 1961). d’Herelle 1917 yilinda Paris'teki Hospital des
Enfants-Malades'te dizanteri hastalarinda faj tedavisini uygulamis ve tedavinin
baslamasindan itibaren gecen 24 saatte hastalarda iyilesme gozlemlenmistir
(Bruynoghe ve Maisin, 1921). Faj terapi ¢alismalart 1930 ve 1940’larin basinda hiz
kazanmis ancak, antibiyotiklerin kesfedilmesinin ardindan bilim insanlar1 bu alanda
caligmalara yonelmis ve faj terapi calismalar1 geri planda kalmistir. Yirminci
ylizyilin basindan itibaren bakterilerin artan antibiyotik direncinden dolay1
patojenlerin biyokontrolii i¢in faj terapi ¢alismalari yeniden giindeme gelmis ve
hizlanmistir (Abedon vd., 2011). Giiniimiizde ise ¢oklu ilaca direngli bakterilerin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi ve faj terapi alanindaki calismalar
Gircistan'in Tiflis kentindeki Eliava Bakteriyofajlar, Mikrobiyoloji ve Viroloji
Enstitiisii'nde ve Polonya'nin Wroctaw kentindeki Ludwik Hirszfeld immiinoloji ve
Deneysel Terapi Enstitiisii'niin Bakteriyofaj Terapi Birimi’nde devam etmektedir
(Garcia vd., 2019). Ayrica diinya c¢apinda bir¢ok sirket gida giivenliginin
saglanmasi i¢in fajlar {izerinde caligmalar yapmakta ve faj preparatlarini
ticarilestirmektedir. Cizelge 2.2°de E. coli ve Salmonella spp. tiirleri igin

gelistirilmis faj preparatlar1 goriillmektedir (Moye vd., 2018).
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Cizelge 2.2. E. coli ve Salmonella serotipleri i¢in gelistirilen faj preperatlari.

Firma Ad1 Faj Preperati Konake1 Bakteri
FINK TEC GmbH (Hamm, Almanya) Secure Shield E1 E. coli
Intralytix, Inc. (Baltimore, MD, Amerika | Ecolicide® E. coli O157:H7
Birlesik Devletleri) (EcolicidePX™)
Intralytix, Inc. (Baltimore, MD, Amerika | EcoShield™ E. coli O157:H7

Birlesik Devletleri)

Intralytix, Inc. (Baltimore, MD, Amerika

SalmoFresh™

Salmonella spp.

Birlesik Devletleri)

Micreos Food  Safety  (Wageningen, | PhageGuard S™ Salmonella spp.
Hollanda) E. coli O157:H7
Passport Food Safety Solutions (West Des | Finalyse® E. coli O157:H7
Moines, 1A, Amerika Birlesik Devletleri)

Phagelux (Shanghai, Cin) SalmoPro® Salmonella spp.

Yirminci yiizyilin en 6nemli kesiflerinden olan antibiyotikler patojen
mikroorganizmalarin tadavisinde dnemli bir rol oynamistir. Fakat antibiyotiklerin
bilingsiz, diizensiz ve uzun siireli kullanilmasinda dolay1 patojenler antibiyotiklere
kars1 direng kazanmistir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) niin raporuna gére ilaca
direncli patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlar en iist seviyeye ulasmustir. ilaca
direngli E. coli ve Salmonella gibi gida kaynakli patojenler de gida endiistrisinde
ortaya c¢ikmustir. Avrupa antimikrobiyal direng siirveyans agi (EARS-Net)
verilerine gore, E. coli’nin sefalosporinlere karsi direncinin Avrupa’da 6nemli
Olglide artt1g1; sefalosporinlerin, florokinolonlarin ve aminoglikozitlerin E. coli
tizerindeki kombine tedavi etkisinin ise 6nemli dlgiide azaldig1 tespit edilmistir (Ge
vd., 2022).

Onceki yillarda patojen bakterilerden kaynaklanan hastaliklar ve
enfeksiyonlar antibiyotik tedavisi uygulanarak onlenebilmekteyken, giiniimiizde
bakterilerin antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasi antibiyotikle tedavi yontemini
gittikge zorlastirmakta, bunun sonucu olarak da faj ¢alismalarinin hiz kazanarak ve
antibiyotikle tedavinin yerini alma yolunda ilerlemesini saglamaktadir (Kong vd.,
2019). Faj tedavisinin geleneksel antibiyotik tedavisine kiyasla birgok avantaji
vardir. Fajlar zorlu ¢evre sartlarindan etkilenmedikleri igin etkili kalmakta ve
konakg1 bakteri popiilasyonu biiyiik 6lciide azalincaya kadar etkinliklerini devam
ettirmektedirler. Bugiine kadar izole edilen ¢ogu faj, konakgilar1 i¢in nispeten
yiiksek bir 6zgiinliige sahiptir. Bu 6zelliginden dolay1 fajlar, insan mikrobiyotasina

da zarar vermeden antibiyotiklerin yol ag¢tif1 kimyasal etkileri ortadan
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kaldirabilmektedir. Fajlar izole edilmesi ve ¢ogaltilmasi kolay oldugundan
ekonomik yonden diger yontemlere kiyasla maliyeti daha diisiiktiir. Buna ilave
olarak fajlar, gidalarin islenmesi ve muhafazasi sirasinda uygulanan islemlere ve
cevresel kosullara dayamiklilik gosterdikleri i¢in gidalarin raf omriinii uzatma
potansiyeline sahiptir (Doss vd., 2017; Sillankorva vd., 2012).

Fajlarin, faj terapi uygulamalarinda kullanilabilmeleri i¢in dogru bir sekilde
siniflandirilmis ve 6zelliklerinin belirlenmis olmasi gerekmektedir. Bu durum hem
uygulamanin giivenligi agisindan hem de bakteri eliminasyonunun miimkiin
oldugunca etkin bir sekilde saglanabilmesi agisindan onemlidir. Bu amagla
incelenen 6zelliklerin basinda replikasyon parametreleri gelmektedir. Latent donem
stiresi, patlama biiyilikligli ve % adsorpsiyon orani gibi parametrelerden yola
cikilarak fajlarin replikasyon 6zellikleri ortaya konmakta, bu 6zellikler de fajin, faj
terapi amactyla kullanima uygun olup olmadigini ortaya koymaktadir. Ornegin faj
terapi calismalar i¢in kullanilacak fajlarda latent donem siiresinin kisa, patlama
biiytlikliigii degerininse yiiksek olmasi istenmektedir (Tayyarcan, 2017).

Replikasyon parametrelerinin yani sira izole edilen fajlarin dogru bir sekilde
siniflandirilmas: gerekmektedir. Fajlar siiflandirilirken kullanilan yontemlerden
biri konake1 dizgelerinin belirlenmesidir, ancak bu her kosulda gegerliligi olan ¢ok
dogru bir yaklasim degildir. Clinkii bir konakg¢iya etkili birden fazla faj olabildigi
gibi bir fajin lize edebildigi birden fazla konak¢1 da olabilmektedir. Bu durum
siiflandirma i¢in olmasa da patojenlerin kontrolii i¢in 6nemlidir ve fajlarin
kullaniminda avantaj saglamaktadir. Ancak ister biyokontrol ve/veya biyokoruyucu
ajan olarak, isterse faj terapi uygulamalarinda kullanilacak olsunlar mutlaka etkili
olduklar1 konakgilarin belirlenmesi, yani konak¢i dizgelerinin ¢ikarilmasi
gerekmektedir. Bir faj ne kadar ¢ok konakgiya etkili olabiliyorsa o kadar etkin
kullanilabilmektedir.

Fajlarin smiflandirilmasi i¢in kullanilan temel parametrelerden biri de
morfolojik yapilaridir. Fajlarin morfolojik yapist gecirimli elektron mikroskobu
(Transmisyon Elektron Mikroskobu, TEM) kullanilarak ortaya konmakta (Bao vd.,
2011; Litt ve Jarono, 2017) ve Bradley Simiflamasina goére morfolojik yapi
bakimindan birbirlerinden ayrilmaktir (Bradley, 1967). Siiflandirmada temel olan
diger parametre de genetik farkliliklarin ortaya konmasidir. Bu amagla, bir¢ok
alanda kullanilabilen ve en giivenilir yontemlerden biri olan restriksiyon parga

uzunluk polimorfizmi  (restriction fragment length polimorfism, RFLP)
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calismalarinin  gergeklestirilmesi gerekmektedir. Bu sayede ayni konakel
spektrumuna sahip iki fajin birbirinden farkli oldugu ortaya konabilmektedir.
Dolayisiyla fajlar ile yapilan genetik c¢alismalarin baslangicinda restriksiyon
enzimleri ile kesim analizleri ve olusan fragmentlerin DNA/DNA hibridizasyon
calismalar1 yapilabilmektedir. Temel analizler olarak gergeklestirilen bu
calismalardan sonra fajlarin farkliligi ortaya konmakta ve bir sonraki ¢aligsmalara
gecilmektedir. Bu baglamda, literatiirde S. Typhimurium ve E. coli O157:H7
fajlarinin siiflandirilmasinda RFLP analizinin kullanildig1 pek ¢ok ¢alisma bulmak
miimkiindiir. Bu c¢alismalardan birinde 33 adet S. Enteritidis fajinin
siiflandirilmasi i¢in kullanilan yontemlerden biri de RFLP olmus ve bu amagla
EcoRl ile HindIII restriksiyon enzimleri kullanilmistir (James vd., 2001). Bir bagka
calismada EcoRV enzimi kullanarak faj DNA fragmentlerinin RFLP profilleri
cikarilarak siniflandirma gergeklestirilmistir (Sillankarvo vd., 2010). Hindlll ve
ECORV enzimlerinin kullanildigi baska bir g¢alismada, Salmonella fajlarinin
siiflandirilmas1 ve karakterizasyonu i¢in RFLP analizinin yani sira, litik
spektrumun c¢ikarildigi ve faj replikasyon parametrelerinin ortaya kondugu
goriilmiistiir (Santos vd., 2010). Moreno Switt ve arkadaslarinin ¢aligmasinda,
0zdes genom biiylikliiklerini ve benzer veya 6zdes liziz profillerini temsil eden
Salmonella faj izolatlar1 ayrica ECORI enzimi kullanilarak RFLP analizi ile
karakterize edilmistir. Bu calismada faj izolatlar1 ECORI enzimine direng
gosterdiginde RFLP analizi i¢in ek enzimler (Rsal, Kpal, Hpal, Psal ve Sall)
kullanildig1 belirtilmistir (Mareno Switt vd., 2013). E. coli O157:H7 fajlarinin
kullanildigi bir ¢alismada RFLP analizi i¢in EcoRI ve Hindlll restriksiyon
enzimlerinin kullanildig: bildirilmistir (Niu vd., 2012). Bir baska calismada ise
EcoRI, BamHI, Hindlll, Pstl, Xbal, Asel, Bglll, EcoRV, Mlul, Sacl ve Sall
enzimleri kullanilmig, bunlardan Hindlll, Xbal ve ECORV enzimlerinin yiiksek
aktivite gosterdigi belirtilmistir. Ayrica ECORV’nin en farkli hidrolize iirlin
bantlarini olugturdugu ve siirekli kiiltiirden alinan fajlarin kaynagini belirlemek i¢in
kullanildig1 belirtilmistir (Kunisaki ve Tanji, 2010). E. coli O157:H7 fajlarinin
RFLP analizlerini igeren diger ¢alismalarda ise EcoRI, Hindlll, Smal (Osawa vd.,
2000) ve EcoRlI, EcoRV, Hindlll, BamHI, Xbal, Pstl restriksiyon enzimlerinin
kullanildig1 goriilmiistiir (Lopez-Cuevas vd., 2011).

15



Fajlarin glivenli oldugu yapilan c¢aligmalarla ortaya konmus ve
hayvan/insanlarda tedavi amaciyla kullanimi1 yayginlagmis olsa da bazi fajlarin
bakteriyel viriilense 6nemli katkida bulunduklar1 veya transdiiksiyon yoluyla
gerceklesen yatay gen transferlerinde vektor 6zelligi gosterdikleri de bilinmektedir.
Bir dizi insan patojeni i¢in viriilens faktorleri; plazmitler, bakteriyofajlar, konjugatif
transpozonlar, biitiinleyici ve konjugatif elementler ve patojenite adalart gibi mobil
ve biitiinlestirici genetik elemanlar iizerinde kodlanmaktadir. Tarihsel olarak, fajlar,
patojenik bakterilerin ortaya g¢ikmasinda onemli rol oynadigi bilinen, en g¢ok
calisilmig ve en iyi bilinen elemanlardandir (Wagner ve Wolder, 2002). Zamanla,
bir dizi toksin geninin de fajlar tarafindan kodlandig1 kesfedilmistir ve buna gore
bakteriyel patojenitede fajlarin rolii, toksin genlerinin bakteri suslari arasinda
yayillmasina yol a¢maktir. Bununla birlikte, toksin genlerinin bakteriyofajlar
tarafindan kodlanan cesitli viriilans faktorlerinin yalnizca bir alt kiimesi oldugu
gittikce daha agik bir hale gelmistir. Ornegin, bazi fajlar, faj tarafindan
kodlanmayan viriilens genlerinin ekspresyonunu arttiran diizenleyici faktorleri
sifrelerken, digerleri, viriilenslik 6zelligi ile ilgili bakteriyel bilesenleri degistiren
enzimleri kodlamaktadir. Buna ilave olarak fajlar, bakteriyel viriilense dogrudan
katkida bulunmalarin1 saglayan 6zelliklere de sahip olabilmektedir (Wagner ve
Wolder, 2002). Viriilens faktorlerini kodlayan bakteriyofajlar, bakteriyel
konakgilari, faj lizojenik doniisiimii olarak bilinen bir siirecte, patojenik olmayan
bir sustan patojenik bir susa veya artmis viriilense sahip bir susa
doniistiirebilmektedir. Bu viriilens faktorleri, Podoviridae, Siphoviridae,
Myoviridae ve Inoviridae ailelerinin {iyesi olan bir dizi morfolojik gesitlilikte
bakteriyofaj {izerinde bulunmaktadir (Boyd ve Briissow, 2002). Ornegin, patojenik
olmayan E. coli suslarinin, Shiga toksin genlerinin (Stx I ve II) faj araciligiyla
transferi sonucu enterohemorajik suslara doniistigli gosterilmistir (Miiller vd.,
2002; Muniesa vd., 2000). Enterohemorajik E. coli suslari, STEC suslar1 ve
Shigella dysenteriae serotip1 suslari, hepsi de lambdoid fajlar tarafindan kodlanan
Shiga toksinleri (Stx1, Stx2) ve enterohemolizin (Hly) liretimine bagl olarak ciddi
hemorajik kolit ve hemolitik iiremiye neden olan bakterilerdir. Stx bir ABS toksini
olup aktif bir A alt birimi ile bes 6zdes B alt birimi igermektedir. Susa bagli olarak,
stx geni farkl fajlar araciligiyla kodlanabilmekte ve ¢ok farkli miktarlarda toksin
iiretimi gerceklesebilmektedir. Ornegin, E. coli O157 suslar1 olan Sakai ve

EDL933'lin genomik sekanslar1 ¢ikarilarak birgogu viriilensle 1ilgili genleri
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kodlayan ve lambdoid olan, sirasiyla 18 ve 12 profajin varligi ortaya konulmustur

(Boyd, 2012).

S. Typhimurium ve E. coli O157:H7 fajlarinin gida alaninda pek ¢ok
uygulamasi bulunmaktadir. Bu uygulamalar1 konu eden ¢aligmalardan birinde, faj
kokteyllerinin kiimes hayvanlarindaki ortalama S. Enteritidis sayilarini 0,3-1,3 log
birimi azalttig1 bildirilmistir (Sklar vd., 2001). Bir baska ¢alismada, Salmonella faj
SJ2 aktivitesi, Cheddar peynir liretiminde test edilmistir (Modi vd., 2001). Fajlarin
varliginda pastorize peynirlerde 89 giin sonra canli Salmonella’ya rastlanmazken,
bu bakteri ¢ig siit peynirlerinde yaklasik 50 KOB/mL dolaylarinda canli kalmistir.
Diger bir ¢alismada S. Typhimurium ve Campylobacter jejuni {izerine etkili fajlar,
cesitli enfeksiyon ¢oklugu degerlerinde ham ve pismis sigir eti lizerine asilanmig
farkli yogunlukta konak¢i bakterilerin {izerine ilave edilmis ve depolama
sicakligina gore 2-3 log birimden 5,9 log birim iistiine kadar 6nemli 6l¢iide konake1
inaktivasyonu saglandigi belirlenmistir (Bigwood vd., 2008). Bu konuda E. coli
fajlar1 kullanilarak yapilan ¢alismalardan birinde patojen gelisimini 6nlemek i¢in et
yiizeyine faj uygulamasi yapilmistir. Bunun icin 10° KOB/g E. coli O157:H7 ile
kontamine edilmis et ylizeylerine ii¢ farkli faj i¢eren bir karisim uygulanmis ve
orneklerin ¢gogunda, 37°C’de depolandiktan sonra canli higbir hiicre saptanamadigi
bildirilmistir (O'flynn vd., 2004). Fajlarin yiizey dezenfeksiyonu i¢in kullanildig:
bir baska ¢alismada, paslanmaz celik yiizeyler 30 mL 108 KOB/mL E. coli 0157
siispansiyonuna ve daha sonra da 5x10’ POB/mL (Plak Olusturan Birim/mL)’lik
bir faj KH1 siispansiyonuna daldirilmistir. Bu yaklagim, 1 giinliik uygulama

sonunda E. coli sayisini 1,2 log birim azaltmistir (Sharma vd., 2005).

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda E. coli ve Salmonella Typhimurium fajlariin
tek asamali gelisme egrileri ¢ikarilarak replikasyon parametreleri belirlenmis,
boylece faj terapide kullanim potansiyeli en yiiksek olan fajlar secilmistir. Fajlarin
tanimlanmast  ve  smiflandirilmasi  amaciyla  morfolojik  6zelliklerinin
belirlenmesinde TEM gorintiillerinden; molekiiler tanimlamada faj genomik
materyalinin RFLP analizlerinden elde edilen veriler kullanilmistir. Calismada
ayrica secilen fajlarin gida ortaminda E. coli ve Salmonella Typhimurium

inhibisyonunda etkinligini géstermek amaciyla model gida olarak Hindistan cevizi
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siitine ilave edilen bakterilerin faj uygulamasi sonucu etkinlik denemeleri

gerceklestirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Mikroorganizmalar
Bu tez calismasi kapsaminda BAIBU Gida Miihendisligi Béliimii

Mikrobiyoloji Laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan S. Typhimurium ve E.
coli O157:H7 suslari, bu suslara 06zgii bakteriyofajlarin izolasyonu ve
karakterizasyonunda kullanilmistir.

Bu suglara 6zgii izole edilen fajlarin konakg¢1 spektrumunun belirlenmesinde
BAIBU Gida Miihendisligi Béliimii Mikrobiyoloji Laboratuvar  kiiltiir
kolesiyonunda bulunan Enterecoccus faecalis, Pseudomonas aeruginosa SS9027
ve Bacillus cereus suslari, Tarim ve Orman Bakanhgi, Bolu Il Gida Kontrol
Laboratuvar Miidiirliigiinden temin edilen Salmonella NETC 12694, Staphylcoccus
aureus ATCC 25923, E. coli O157:H7 ATCC 4388 suslar1 ile daha dnceki projeler

kapsaminda izole edilen Listeria monocytogenes suslari kullanilmistir.

3.1.2 Bakteriyofajlar
Tez calismas1 kapsaminda, E. coli O157:H7’ye etkili fajlar BAIBU/BAP

2018.29.02.1371 nolu  “Listeria monocytogenes’in  Bakteriyofajlar ile
Biyokontroli” adli projede kullanilan faj izolasyon materyallerinden; S.
Typhimurium susuna o6zgii fajlar ise Bolu ili merkez koylerindeki siit

ireticilerinden dogrudan toplanilan ¢ig siit 6rneklerinden izole edilmistir (Cizelge

3.1).
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Cizelge 3.1. Tez ¢aligmasi kapsaminda kullanilan bakteriyofajlar ve izolasyon

kaynaklari.

Konakg¢1 Bakteri

Faj

Izolasyon Kaynag

E. coli O157:H7

E2.1

E2.2

E2.3

El12.1.1

E12.1.2

El12.2.1

El12.2.2

E12.3.1

E12.3.2

E12.3.3

Cig sit BAIBU BAP
2018.29.02.1371)

Proje  No:

E13.1.1

El13.2.1

Ordek gaytas1 (BAIBU BAP Proje No:
2018.29.02.1371)

ES16.1

ES16.2

16 nolu ¢ig siit 6rnegi (Sultanbey Koyii)

ES24.1

24 nolu ¢ig siit 6rnegi (Kasaplar Kdyii)

S. Typhimurium

Ssit 10.1.1

Ssiit 10.2.1

Ssiit 10.2.2

Sstit 10.2.3

Ssiit 10.2.4

10 nolu ¢ig siit ornegi (Karakoy Koyii)

Ssiit 12.1.1

Ssiit 12.1.2

Ssiut 12.2.1

Ssiit 12.2.2

12 nolu ¢ig siit 6rnegi (Doganci Koyii)

Ssiit 16.1.1

Ssiit 16.1.2

Ssiit 16.2.1

16 nolu ¢ig siit 6rnegi (Sultanbey Koyii)

Ssit 19.1

Sstt 19.2

Ssiit 19.3

19 nolu ¢ig siit 6rnegi (Sandallar Koyti)

Sstit 20.1.1

Ssut 20.2.1

Ssiit 20.2.2

20 nolu ¢ig siit 6rnegi (Sandallar Koyii)
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3.1.3 Besiyerleri ve Kimyasallar
3.1.31 Tryptic Soy Broth (TSB)
Tryptic Soy Broth (Merck 1.05459) besiyeri bu ¢alismada bakteri kiiltiirlerinin

canlandirilmasi ve yeniden stoklarmin hazirlanmasi amaci ile kullanilmistir.
TSB, 30 g tartilmis ve 1000 mL saf su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan
besiyeri tiipler igerisine 3 mL dagiltilmis ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edilmistir.

3.1.3.1 Tryptic Soy Agar (%1.5)
Tryptic Soy Agar bu calismada konak¢1 bakterilerin mikrobiyal biiyiime

kinetigi olusturulmasinda ve bakterilere 06zgii fajlarin izolasyonu, titresinin
belirlenmesi, saflagtirilmasi, konak¢i araliginin belirlenmesi, gelisme egrisi
cikarilmasi, adsorbsiyon oranin belirlenmesi, sicaklik stabilitesi belirlenmesi,
optimum MOI degerinin saptanmasi ile gergek 6rnek denemesinde kullanilmistir.
TSA, TSB besiyerinden 30 g ve agardan 15 g tartilip 1000 mL saf su igerisinde
¢Ozdiirilmiis ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Sterilizasyon isleminin ardindan steril 1 M CaCl; eklenmis ve steril petri kutularina
dagitilmistir (Acar Soykut ve Tunail, 2007)

3.1.3.2 Tryptic Soy Yumusak Agar (%0.5)
Tryptic Soy Yumusak Agar, bakterilere 6zgii fajlarin izolasyonu, titresinin

belirlenmesi, saflastirilmasi, konakgi araliginin belirlenmesi, gelisme egrisi
cikarilmasi, adsorbsiyon oranin belirlenmesi, sicaklik stabilitesi belirlenmesinde
kullanilmigtir. TSB besiyerinden 30 g ve agardan 5 g tartilip 1000 mL saf su
igerisinde ¢ozdiriilmiis ve agarin erimesi i¢in kaynatma islemi uygulanmistir.
Hazirlanan yumusak agar tiiplere 3 mL dagitilmis ve 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilmistir (Acar Soykut ve Tunail, 2007)

3.1.3.3 Fizyolojik Tuzlu Su
Fizyolojik Tuzlu Su (FTS; %0.85), konak¢i bakterilerin ve konakgi

bakteriye 6zgii fajlarin seri diliisyonlarinin hazirlanmasinda kullanilmistir. Sodyum
kloriir 8,5 g tartilip 1000 mL saf su igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve tiiplere 9 mL
dagildiktiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.

3.1.3.4 SM (Faj Tamponu)
Faj tamponu hazirlanmasinda asagida verilen igerik 1000 mL ¢ift destile su

ile tamamlanip 121°C’de 15 dk otoklavda sterilize edildikten sonra oda sicakliginda
muhaza edilmistir (Acar Soykut ve Tunail, 2007).
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Cizelge 3.2. SM Tamponunun bilesimi

Bilesen Miktar
NaCl 5890
MgS04.7H20 29

1M Tris.Cl (pH 7.5) 50 mL
Jelatin ¢ozeltisi (%2) 5mL
Cift destile su 1000 mL

3.1.3.5 Kalsiyum Kkloriir (1M)
Sigma-Aldrich marka kalsiyum kloriir, 11 g tartilip balon joje i¢erisinde 100

mL’ye tamamlanmis ve tiiplere dagitilip 121°C’de 15 dakika otoklavlanip sterilize
edilmistir.

3.1.4 Cozelti ve Soliisyonlar

Tris-borat-EDTA Tampon Cozeltisi

TBE (0.5X) tampon ¢6zeltisi hazirlanmasinda Thermo Scientific™ 10X
TBE Buffer ¢ozeltisinden 50 mL alinip ¢ift destile su ile 1000 mL’ye tamamlanmis
ve ardindan hazirlanan ¢ozelti, kirliliklerinden uzaklastirmak igin 0.22 pm steril

filtreden gecirilmistir.

3.1.4.1 Agarose jel

Agarose jel ¢ozeltisi %0.8’lik olarak hazirlanmistir. Bu amagla 0.8 g agaroz
(Merck, Almanya) tizerine 100 mL saf su eklenip mikrodalgada 1sitilarak agarozun

erimesi saglanmistir (Acar Soykut ve Tunail, 2007).

3.1.5 DNA izolasyonu ve RFLP Analizi

3.1.4.2 Restriksiyon Enzimleri

RFLP yonteminde kullanilan restriksiyon enzimlerinin listesi Cizelge 3.3’te

verilmistir.
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Cizelge 3.3. RFLP analizinde kullanilan enzimler.

Restriksiyon Enzimi Marka ve Kodu

EcoRI (10 U/uL) Thermo Scientific™ ER0271
EcoRV (10 U/uL) Thermo Scientific™ ER0301
BamHI (10 U/uL) Thermo Scientific™ ER0051
Hindlll (10 U/uL) Thermo Scientific™ ER0501
Pstl (10 U/uL) Thermo Scientific™ ER0611
Xbal (10 U/uL) Thermo Scientific™ ER0681
Scal (10 U/uL) Thermo Scientific™ ER0431

Marker

Marker hazirlanmasinda asagida verilen igerik PCR tiiplerinde
birlestirip 65°C’de 5 dk ardindan buzda 3 dk bekletilip hazir hale

getirilmis ve jele yliklenmistir.

Cizelge 3.4. Marker hazirlanmasinda kullanilan bilesenler

Bilesen Miktar
Marker 1uL
Yiikleme tamponu | 1 uL
Bidistile su 4 ulL
Toplam Hacim 6 uL

Ethidium Bromit Cozeltisi

Hazirlanan 9%0.8’lik agarose jel 45-50°C’ye ulastiginda hazirlanan jel
miktarinin oraninda ethidium bromide (Thermo Scientific™ 17896) eklenmis ve

ardindan jel tankina dokiilmiistiir.
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3.2 Yontem
3.2.1 Salmonella Typhimurium Mikrobiyal Gelisme Kinetigi
Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi, Gida Miihendisligi kiiltiir

koleksiyonunda bulunan Salmonella Typhimurium susu, 5 mL TSB besiyerine
asmlanmis ve 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda aktif
bakteri kiiltiiriinden %1 oraninda alinmig ve 200 mL steril TSB besiyerine yeniden
astlama yapilip 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresinin basladig
andan, 300 dk’ya kadar her 30 dk’da bir kiiltiir karistirildiktan sonra 2 mL 6rnek
almmis ve spektrofotometrede okuma ile Kkiltirel sayim islemleri
gerceklestirilmistir. Spektrofotometrede okuma isleminde ilk olarak kér numune
(ekim yapilmamis steril besiyeri) kullanilarak sifirlama islemi yapilmistir.
Ardindan her 30 dk’da bir asilanmis bakteri kiiltiirinden 2 mL spektrofotometre
kiivetine alinmis ve 600 nm dalga boyunda okuma yapilmistir. Bu islem ile es
zamanli olarak asilanmis bakteri kiiltiiriiniin FTS ile 10®°e kadar seri diliisyonlar
hazirlanmis ve yayma yontemi kullanilarak mikrobiyolojik ekimleri yapilip
37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin bitiminde gerekli
dilisyonlardan yapilan ekimlerde koloni sayimi yapilmis ve bakteri sayilari

hesaplanmistir (Sener, 2021; Zorlugeng, 2009).

3.2.2 E. coli O157:H7 Mikrobiyal Gelisme Kinetigi
3.2.3 Bakteriyofajlarin izolasyonu ve Saflastirilmasi
Faj izolasyonu i¢in Bolu'nun c¢esitli koylerinden toplanan ¢ig siit

orneklerinden 100’er mL alinarak igerisine kazeinin ¢ékmesi i¢in 6 mL %10’luk
laktik asit eklenmistir. Oda sicakliginda bir siire kazeinin ¢okmesi bekledikten
sonra ¢ig siit ornekleri kaba filtre kagidindan siiziilmiis ve 8000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda elde edilen siipernatanta, miktarinin %10°u kadar
kloroform eklenerek ornek bakteri kalintilarindan uzaklastirilmistir. Hazirlanan
orneklerden 5’er mL steril tiiplere alinmis ve tizerlerine son konsantrasyonu 10 mM
olan CaCly ile logaritmik fazda olan kiiltiirden 100 uL aktarilmis ve 15-20 dakika
oda sicakligindan bekletildikten sonra, lizerine ¢ift kuvvette 5 mL TSB ilave
edilmis ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
hiicre artiklarini ve kalintilarini uzaklastirmak i¢in 8000 rpm’da 10 dakika santrifiij
islemi uygulanmas, siipernatant yeni steril bir tiipe aktarilmistir. Stipernatant {izerine
miktarinin %10°u oraninda kloroform eklenmistir. Bu islem bir 6nceki giiniin i¢inde

faj oldugu kabul edilen 6rnek kullanilarak ii¢ pasaj olacak sekilde tekrar edilmistir.

24



Son pasajdaki faj varligini belirlemek icin ¢ift tabaka agar yontemi kullanilmigtir.
Steril tiipler igerisinde bulunan 3 mL TSB yumusak agar igerisine logaritmik
fazdaki kiiltiir eklenmis (E. coli O157:H7: 5 uL, Salmonella Typhimurium: 150 uL)
ve daha sonra petri kutularindaki agar lizerine dokiilmiistiir. Yumusak agar
katilastiktan sonra petri kutusunda daha onceden isaretlenmis bolgelere 10 pL
stipernatant damlatilmis ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonunda isaretlenen
bolgelerde liziz olusumuna bakilmistir (Acar Soykut ve Tuanil, 2007; Esmael vd.,
2021).

Titresi 107-10%e yiikselen fajlar igin tek plak yontemi kullamilarak
saflagtirma islemine gegilmistir. Saflastirma islemi yapilan fajin, FTS de 107°ye
kadar seri diliisyonlar1 hazirlanmis ve 3 mL yumusak agar igerisine seri
dilisyonlardan 100 uL, logartmik fazdaki bakteriden (E. coli O157:H7: 5 uL,
Salmonella Typhimurium: 150 uL) ve son konsantrastonu 10 pL olacak sekilde
CaCl; eklenmistir. Ardindan petri kutularinda 6nceden dokiilmiis olan agar iizerine
yayilmis ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
farkli plak morfolojileri dikkate alinarak, liziz plaklar1 steril mikroenjektor ile
kesilerek Eppondorf tiipline alinmig ve tlizerine 100 uLL TSB eklenerek fajin sivi
besiyerine gegmesi saglanmistir. Bu islem sonrasinda Eppendorf tiipii icerisine 10
uL logartimik fazdaki bakteri ve CaClz (10 mM) eklenmis ve adsorbsiyon igin oda
sicakliginda 15 dakika beklenmistir. Adsorbsiyon islemi tamamlandiktan sonra 1
mL siv1 besiyeri eklenmis ve inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon isleminin
ardindan hiicre artiklar1 ve kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in 12500 rpm’de 5 dakika
santrifiij yapilmis ve %10 oraninda kloroform eklenmistir. Bu islem ii¢ kez olacak

sekilde tekrar edilerek fajin saflastirilmasi saglanmigtir.

3.2.4 Bakteriyofajlarin zenginlestirilmesi
Zenginlestirme isleminde, steril Eppendorf tiipli icerisine 50 pL

bakteriyofaj, logaritmik fazdaki bakteri ve son konsantrasyonu 10 mM olacak
sekilde CaCl; eklenmis ve adsorbsiyonun gerceklesmesi i¢in oda sicakliginda 15
dakika beklenmistir. Bu siire sonunda ortama 1 mL TSB eklenmis ve 37°C’de 18-
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicre artiklar1 ve kalintilart

uzaklastirmak icin 12500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilmis ve elde edilen
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slipernatant {izerine miktarinin %10’u kadar kloroform eklenmistir. Bu islem

fajlarin titresi 107-10%"e ulasincaya kadar tekrarlanmustir.

3.2.5 Bakteriyofajlarin titresinin belirlenmesi
Bakteriyofajlarin 10®°ya kadar seri diliisyonlar: hazirlanmis ve cift tabaka

agar yontemi kullanilarak titreleri belirlenmistir. Bunun i¢in icerisinde 3 mL TSB
yumusak agar bulunan tiip i¢erisine logaritmik fazdaki bakteri eklenmis ve dnceden
petri kutusuna dokiilmiis agar iizerine yayilmistir. Yumusak agarin katilagmasi i¢in
bir siire beklenmis ve Onceden petri kutusu {izerine isaretlenmis bolgelere seri
diliisyonu hazirlanmus faj, 10’ar uL damlatilmis ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda isaretli bolgelerdeki faj plaklari sayilmis ve faj

titresi belirlenmistir.

plak sayisi # 1000 pL
diliisyon faktori X filtrat hacmi (pL) mL

Faj titresi =

3.2.6 Bakteriyofajlarin saklanmasi
Titresi 107-10%’¢ yiikselmis bakteriyofajlar, 0.45 um veya 0.22 pm por

capindaki steril filtrelerden gegirilmis ve ardindan %50 oraninda gliserollii ortamda

-20 °C’de muhafaza edillmistir.

3.2.7 Konakg¢1 Araliginin Belirlenmesi
Fajlarin konakg¢1 araliginin belirlenmesinde; izole edilen 5 adet E. coli

0157:H7, 8 adet Salmonella Typhimurium faj1 kullanilmistir. Segilen fajlar, kiiltiir
koleksiyonumuzda bulunan S. Typhimurium (Ankara), S. Enteritidis (Ankara),
Listeria spp. 3, 4, 10, 12, 15, 18, 26 kodlu bakteriler ile spot test uygulamak
suretiyle karsilastirnlmis ve homolog konakgilart disinda litik aktivite gosterip
gostermedikleri belirlenmistir.

Konakg1 araliginin belirlenmesinde, igerisinde 3 mL TSB yumusak agar
bulunan tiip igerisine kogaritmik fazdaki kiiltiir eklenmis ve petri kutusunda
onceden dokiilmiis agar {lizerine yayilmistir. Ardindan agar {izerine steril mikro
enjektor yardimiyla 10 uL faj damlatilmis ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda isaretlenmis bolgelerde faj plaklarmin olup

olmadigi kontrol edilmistir (Esmael vd., 2021).
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3.2.8 Bakteriyofajlardan DNA izolasyonu
Titresi 107-108 olan bakteriyofajlar dnceden belirtilen yontem kullanilarak

yiiksek hacimde zenginlestirilmistir. Elde edilen 40 mL’lik faj soliisyonu 4°C’de

17500 rpm hizda 90 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi faj peletleri 200 pL

SM tampon igerisinde ¢oziilmiistiir (Karaynir, 2021). Coktiirme isleminin ardindan

konsantre faj silispansiyonuna bakteriyel niikleik asitleri parcalamak ig¢in 1 pL
DNAse, 0.8 uL. RNAsg, 1 puL tampon eklenmis ve 37°C’de bir saat inkiibasyona
birakilmistir (Chen vd., 2019). Bu asamadan sonra Thermo Scientific™ GeneJET
Viral DNA/RNA Purification Kit prosediirii kullanilarak, DNA izolasyonuna

gecilmisgtir.

1.

Konsantre faj siipansiyonu tizerine 200 pL liziz ¢ozeltisi ve 50 uL
proteinaz K eklenip vortekslenmis ve 56°C’de 15 dakika
bekletilmistir. Ardindan 6rnek, yiiksek hizda 3-5 saniye santrifiij

edilmisgtir.

. Uzerine 300 pL etanol eklenip vortekslenmis ve ardindan oda

sicakliginda 3 dakika bekletilmistir.

Bir sonraki asamaya gecilmeden 6nce spin kolonlar1 hazirlamak i¢in
50 pL kolon hazirlama sivisindan ilave edilmis ve sivinin tamamen
kolondan ge¢mesi i¢in beklenilmistir.

Yaklasik 200 pL faj lizat1 spin kolonlar {izerine transfer edilmis ve
6000 g’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij isleminin ardindan
yikama tiipli atilip yerine yeni yikama tiipli yerlestirilmistir.

Spin kolon iizerine 700 pL Yikama Tamponu 1 eklenmis ve 6000
g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminin ardindan
yikama tiipii atilip yerine yeni yikama tiipii yerlestirilmistir.

Spin kolon tizerine bu sefer 500 uL Yikama Tamponu 2 eklenmis ve
6000 g’de 1 dakika tekrar santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi
sonrasinda yikama tiipii atilip yerine yeni yikama tilipi
yerlestirilmigtir ve bu islem iki kez gergeklestirilmistir.

Yikama tamponu 2 ile yikama igleminin ardindan 16000 g’de 3
dakika santrifiij yapilmis ve yikama tiipii atilip yerine steril 1.5
mL’lik Eppendorf tiipii yerlestirilmistir.
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8. Genom toplama ¢ozeltisi 56°C’de Onceden 1sitilmig ve spin kolon
iizerine 50 pL eklenip oda sicakliginda beklenmistir. Ardindan
13000 g’de 1 dakika santrifiij edilmis ve spin kolon atilmistir.

9. Tim islemler sonunda izole edilen bakteriyofaj DNA’lar1 sonraki

asamalarda kullanilmak iizere -18°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.9 RFLP Yontemi ile Fajlarin Tanimlanmasi
E. coli O157:H7 fajlar1 EcoRI, EcoRV, BamHI, Hindlll, Pstl, Xbal, Scal

enzimleri ile (Amarillas vd., 2018), S. Typhimurium fajlar1 ise ECORV, Xbal, Scal
restriksiyon enzimleri ile kesime almmustir. Restriksiyon karisimi; asagida
belirtilen bilesenler, son hacim 20 uL olacak sekilde steril PCR tiiplerinde
birlestirilip 37°C’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir (Santos vd., 2010; Akter vd.,
2019). Bu siire sonunda kesim karigimlar1 60 V’da %0,8 jel elektroforezinde

yuritilmistir.

Cizelge 3.5. Restriksiyon karisiminin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ve

oranlart.
Bilesen Miktar
Restriksiyon enzimi 1ulL
Restriksiyon enzimine 6zgii tampon | 2 uL
Faj DNA’s1 Degisken
Deiyonize su Degisken
Toplam Hacim 20 pLL

3.2.10 Bakteriyofajlarin Morfolojik Tanimlamasi
RFLP analizi sonuglarina gore birbirinden farkli oldugu tespit edilen 3 adet

E. coli O157:H7 ve 4 adet Salmonella Typhimurium fajinin morfolojik yapist
Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile gériintiilenmistir. i1k olarak segilen fajlar
10 mL hacimde zenginlestirilmis ve ardindan 4°C’de 17500 rpm’de 90 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Santriflij sonrast olusan faj peletleri, 200 uL. SM
tampon ile yikanip birlestirilmistir. Ardindan analiz i¢in hazirlanan yiiksek
konsantrasyondaki faj siispansiyonu, formvar karbon kapli bakir 1zgara (grid)
lizerine damlatilmis ve 15 dakika boyunca 1zgara iizerine tutunmalar1 igin
beklenmistir. Bu islem sonunda fajlar, karanlikta 10 dakika boyunca %2
fosfotungstik asit ile negatif olarak boyanmis ve daha sonra TEM kullanilarak faj
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morfolojilerinin tespit edilecegi elektron mikrograflar elde edilmistir. Goriintiileme
islemi, Orta Dogu Teknik Universitesi, Merkezi Laboratuvari’nda bulunan TEM

mikroskobu ile hizmet alim1 yoluyla gergeklestirilmistir (Kazimierczak vd., 2019).

3.2.11 Bakteriyofajlarin Tek Asamali Gelisme Egrisi
Tek asamali gelisme egrisi analizinde ilk olarak, 18 saatlik aktif bakteri

kiiltiiri %1 oraninda 10 mL TSB besiyerine inokiile edilip, 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir ve bu siire boyunca belirli araliklarla spektrofotometrede okuma
yapilmustir. Ardinda absorbans degeri 0.5’e ulasan logaritmik fazdaki bakteri (108
KOB/mL) ve faj MOI degeri 0.01 olacak sekilde esit oranda karistirilmis ve
adsorbsiyon islemi igin 37°C’de 15 dk beklenmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan
adsorbe olmayan fajlar1 uzaklagtirmak i¢in 8000 rpm’de 15 dakika santrifiij islemi
yapilmis ve slipernatant dokiilmistiir. Elde edilen faj-bakteri peletleri, 10 mL TSB
besiyerinde ¢oziildiikten 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin
basladig1 andan itibaren 30 dk’ ya kadar her 5 dk’da bir ve 30. dk’dan 90. dk’ya
kadar her 20 dk’da bir 10 pL &rnek almmustir. Alman Srneklerin FTS’de 10%°e
kadar seri dillisyonlar1 hazirlanip, ¢ift tabaka agar yontemi ile faj titreleri

belirlenmistir (Ding vd., 2020).

3.2.12 Optimum MOI Degerinin Belirlenmesi
Logaritmik fazdaki konake1 bakteri ve faj farkli MOI (0.01, 0.1, 1, 10, 100,

1000) degerlerinde olacak sekilde steril santrifiij tiiplerinde birlestirilmis ve
37°C’de 30 dk., 1, 3, 6, 9 ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda her bir 6rnek grubu steril FTS ile 1:9 oraninda 10°%’e kadar seyreltilip, TSB
ve XLD agara yayma kiiltiir yontemi kullanilarak ekim yapilmis ve petriler 37°C’de
18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan petrilerde
gelisen koloniler sayilip mikroorganizma yiikii belirlenmis ve bakteri sayisindaki
diisiistin en iy1 oldugu MOI degeri optimum MOI degeri olarak belirlenmistir
(Kropinski 2009; Manohar vd., 2019).

3.2.13 Model Gida Ortaminda Faj Etkinliginin Belirlenmesi
Faj etkinliginin ortaya konmasi i¢cin UHT hindistan cevizi siitii model gida

olarak belirlenmistir. Bu deneme igin konakg¢1 skalasi genis, RFLP analizine gore

birbirinden farkli ve buna gore replikasyon parametreleri belirlenmisfaj terapiye en
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uygun fajlar segilmistir. ilk olarak hindistan cevizi siitii steril falcon tiiplerine 10’ar
mL dagitilmistir. Bir 6nceki asamada belirlenen optimum MOI degerini saglayacak
sekilde logaritmik fazdaki konakg1 bakteri ile faj miksi i¢inde hindistan cevizi siitii
bulunan tiiplere eklenmistir. Negatif kontrol grubu i¢in ise siite sadece log fazindaki
konakg1 bakteri, pozitif kontrol grubu igin ise siite sadece faj miksi (belirlenen MOI
degerindeki kadar) eklenip, hazirlanan tiim 6rnekler 37°C’de 1, 3, 6, 9 ve 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan her bir 6rnek grubu steril
FTS ile 1:9 oraninda 10®e kadar seyretilip, 100 pL 6rnek almarak TSB ve selektif
agara yayma kiiltiir yontemi ile ekim yapilmistir. Ornekler 37°C’de 18-24 saat
inkiibe edilmis ve bu siirenin ardindan gelisen koloni sayilar1 ile mikroorganizma

yiikii belirlenmistir (Tang vd.,2019).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bakterilerin Mikrobiyal Gelisme Kinetigi
Fajlarin tek asamali gelisme egrisi, adsorbsiyon orani, optimum MOI,

gercek Ornek denemesi degerlerinin bulunmasinda ortamdaki faj ve bakteri
sayisinin belinmesi ve bu sayilara gére MOI degerinin bilinmesi gerekmektedir. Bu
nedenle konak suslarin gelisme egrisi ¢ikarilmistir.  Gelisme egrisinin
belirlenmesinde 18 saatlik aktif kiiltiir %1 oraninda TSB besiyerine agilanmis, her
30 dakikada bir spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda okuma yapilmis ve TSB
agar besiyerine yayma yontemi kullanilarak ekim yapilmistir. Elde edilen
degerlerle (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2) konake1 suslarin gelisme egrileri olusturulmus
(Sekil 4.1, Sekil 4.2.) ve konake1 susun log fazi belirlenmistir.

Cizelge 4.1. S. Typhimurium geligsme egrisi analizinde elde edilen absorbans
degerleri ve mikroorganizma sayilart.

Siire (dk) Absorbans Mikrooorganizma Sayisi
Degeri (KOB/mL)

0 0.050 9x10°
30 0.047 8x10°
60 0.074 1x107
90 0.109 2x107
120 0.221 1x108
150 0.501 1x108
180 0.899 4x108
210 1.324 7x10°8
240 1.432 1x10°
270 1.465 8x108
300 1.481 9x10°8
330 1.465 5x108

31



T T T T T T T T T T T T T T T T T
-50 0 50 100 150 200 250 300 350
Zaman (dk)

Sekil 4.1. S. Typhimurium’un gelisme egrisi.

Cizelge 4.2. E. coli O157:H7 gelisme egrisi analizinde elde edilen absorbans
degerleri ve mikroorganizma sayilart.

Siire (dk) Absorbans Mikroorganizma Yiikii
Degeri (KOB/mL)

0 0.005 5x10°
30 0.005 5x10°
60 0.010 1x10°
90 0.023 2x107
120 0.059 7x107
150 0.097 4x107
180 0.210 3x108
210 0.348 2x108
240 0.549 6x108
270 0.719 2x10°
300 0.901 1x10°
330 1.003 1x108
360 1.131 1x10°
390 1.138 1x10°
420 1.168 2x10°
450 1.168 2x10°
480 1.197 1x10°
530 1.177 1x10°
560 1.177 1x10°
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Sekil 4.2. E. coli O157:H7 nin gelisme egrisi.

4.2 Bakteriyofajlarin Izolasyonu ve Saflastiriimasi
Bakteriyofaj izolasyonu igin ¢ift tabaka agar yontemi kullanilmistir.

Izolasyon i¢in Bolu ilinin gesitli kdylerinden 24 adet siit drnegi toplanmustir.
Toplanilan siit 6rneklerinin 5 adedinden S. Typhimurium ve E. coli O157:H7’ye
etkili toplamda 13 adet faj izole edilmistir. S. Typhimurium ve E. coli O157:H7
suslart ile izole edilen fajlardan ikisine ait plaklar, Sekil 4.3’te gosterilmistir. Ayrica
fajlarin hangi konakg1 bakteri ile izole edildigi, izolasyon kaynaklar1 ve kodlart

Cizelge 3.1°de verilmistir.

Sekil 4.3. S. Typhimurium susundan izole edilmis fajlar. A: Ssiit12.2.2; B:
Ssiit16.1.1

33



4.3 Bakteriyofajlarin Konakg¢i Skalasinin Belirlenmesi
4.3.1 E. coli 0157:H7 fajlarinin konakgi spektrumlari
Homolog konakgis1 E. coli O157:H7 olan bes farkli E. coli O157:57 fajinin

(E12.1.1,E12.2.1,E12.2.2, E13.2.1, E13.3.2) farkli bakterileri lize etme 6zellikleri
spot test ile arastirilmistir (Cizelge 4.3). Fajlarin konakg1 araligini degerlendirmek
icin E. coli O157:H7 ATCC 4388, E. faecalis, S. Enteritidis (Ankara), STT
(Ankara), S. aureus ATCC 25923, Salmonella NETC 12694, P. aeruginosa
SS9027, B. cereus, L. monocytogenes 3, 4, 10, 12, 15, 18, 26 olmak tizere 15 farkl
sus kullanilmistir. Kiiltiir koleksiyonumuzda bulunan E. coli O157:H7 ile izole
edilen bu 5 fajdan sadece E12.2.1 ve E13.2.1 fajlar1, E. coli 0157:H7 ATCC 4388
susuna kars1 ¢cok yiiksek litik aktivite gostermistir. Bu susun diger fajlara karsi ise
direncli oldugu goriilmiistiir.

Bu fajlardan E12.2.1 ve E13.3.2’nin STT Ankara susunu; E13.2.1 ve
E13.3.2 fajlarinin da S. Enteritidis Ankara susunu rahatlikla lize edebildigi
goriilmiis diger Salmonella susunun (NETC 12694) ise bu 5 faja direngli oldugu
tespit edilmistir.

Calismada E. coli O157:H7 fajlarmin diger suslara karsi direng gosterip
gostermedigi de test edilmistir. Fajlarin karsilastirildig: cins ve tiirlerden E12.2.1
fajinin E. faecalis susuna, E13.3.2 fajinin B. cereus susuna, E12.1.1, E12.2.1,
E13.3.2 fajlarimin L. monocytogenes (15) susuna ve E12.2.2, E13.3.2 fajlarinin L.
monocytogenes (26) susuna karsi litik aktivite gosterdigi fakat Cizelge 4.3’te
goriildiigii gibi diger fajlarin diger suslara karsi litik aktivitelerinin olmadigi tespit
edilmistir. Her fajin, farkli suslarda sergiledikleri litik aktivite derecesinde farklilik
gostermistir. Buna gore fajlar, Salmonella ve E. coli, B. cereus tiirlerinde berrak
plak olusumu gosterirken, L. monocytogenes tiirlerinde bulanik plak olusumu

gostermistir.
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Cizelge 4.3. E. coli O157:H7 fajlarinin konakg¢1 skalasi.

Bakteriyofajlar

Bakteriler E12.1.1] E12.21 | E12.2.2 | E13.2.1 | E13.3.2
E. coli O157:H7 ATCC 4388 - +4++ - +++ -
Enterecoccus faecalis - +++ - - -
S. Enteritidis (Ankara) - - - + +
STT Ankara - 4+ R . S+

S. aureus ATCC 25923 - - - - -

Salmonella NETC 12694 - - - - .

. aeruginosa SS9027 - - - - -

. cereus - - - - +

. monocytogenes (3) - - - - -

. monocytogenes (4) - - - - -

. monocytogenes (10) 4 4 - - -

. monocytogenes (12) £ 4 - - -

. monocytogenes (15) + + - - +

. monocytogenes (18) - - - - -

||| |{—| @ O

. monocytogenes (26) - - + - +

+++ : Berrak plak

++ : Berrak plak, koloni olusumu
+ ! Bulanik plak

- . Plak olusumu yok

Necel vd. (2020) yaptiklari ¢alismada E. coli O157:H7 vB_Ec0o4M7 fajinin
diger E. coli suslarina karsi litik aktivite gosterdigi fakat Salmonella serotipleri,
Bacillus spp., P. aeuroginosa, E. faecalis, S. aureus bakterilerine kars1 litik aktivite
gostermedigini gézlemlemislerdir.

Park ve Park (2021) izole ettikleri BECP10 fajin1 10 adet E. coli O157:H7,
26 adet farkli E. coli, Gram negatif, Gram pozitif bakteri ile karsilastirmis ve ilgili
fajin sadece E. coli O157:H7 suslarina etkili oldugunu diger 26 adet bakteriyi lize
edemedigini tespit etmistir.

Sultan-Alolama vd. (2022) kus diskisindan E. coli O157:H7 UAE_MI_01
fajin1 izole etmislerdir. Izole edilen bu fajin konakg1 spektrumunun belirlenmesinde
31 farkl bakteri susu kullanilmistir. Faj UAE _MI 01’in farkli E. coli O157:H7
susuna karsi yiiksek litik aktivite gosterdigi fakat diger E. coli suslarma ve
bakterilere (P. auregonisa, S. aureus, E. faecalis, Salmonella spp. vb.) litik aktivite

gostermedigi gozlemlenmistir.
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Fan vd. (2020) yaptiklar1 calismada hastane kanalizasyonundan izole
ettikleri E. coli O157:H7 FEC14’iin litik aktivitesini 26 adet E. coli susu, S.
Typhimurium, Shigella dysenteriae bakterilerini kullanarak incelemislerdir.
Bakterilerden sadece 15 adet E. coli susunun FEC14 fajina duyarl oldugu tespit
edilmistir. Diger bakterilerin ise bu faja kars1 direngli oldugu goriilmiistiir.

Diger bir ¢alismada Zhou vd. (2022), vB_EcoM SQ17 fajinin konak¢i
araliginin belirlenmesi i¢in farkli E. coli tirleri ve Salmonella serotipleri
kullanmislardir. Calisma sonucunda faj Vb EcoM SQI17°nin E. coli tiirlerini
yiiksek oranda enfekte etme yetenegine sahip oldugu fakat Salmonella serotiplerini
enfekte edemedigi tespit edilmistir.

Tez calismasi inceclendiginde ise izole edilen E. coli O157:H7 fajlarindan
yalnizca iki tanesinin (E12.2.1 ve E13.2.1) E. coli O157:H7 susuna kars1 litik
aktivite gosterdigi ve E. coli O157:H7 E12.2.1, E13.3.2 fajlarinin ise STT Ankara
susuna kars1 litik aktivite gosterdigi goriilmektedir. Yapilan tez calismasi
kapsaminda da izole edilen E. coli O157:H7 fajlar1 P. aeruginosa ve S. aureus
suslarina karsi litik aktivite gostermemistir. Yapilan c¢alismalara bakildiginda E.
coli O157:H7 fajlarinin Gram pozitif bakterilere kars litik aktivite gostermedigi
goriilmektedir fakat tez ¢alismasinda izole edilen E. coli O157:H7 E13.3.2 fajimnin
B. cereus susuna, E. coli O157:H7 E12.2.1 fajimin E. faecalis susuna kars1 litik
aktivite gosterdigi goriilmektedir. Sonug olarak tez ¢aligmasi kapsaminda Gram
negatif bir bakteriden izole edilen fajin Gram pozitif bir bakteri iizerinde litik

aktivite gosterdigi goriilmektedir.

4.3.2 S. Typhimurium fajlarinin konake¢i spektrumlari

Tez galismasi kapsaminda homolog konakgist S. Typhimurium olan sekiz
fajin (Ssiit10.1.1, Ssiit10.2.4, Ssiit12.1.2, Ssiit12.2.2, Ssiitl6.1.1, Ssiit19.1.1,
Ssiit19.2.2, Ssiit20.2.1) 15 farkli sus tizerinde litik aktivitesi olup olmadig: test
edilmistir (Cizelge 4.4). Yapilan calisma kapsaminda izole edilen tiim S.
Typhimurium fajlarinin ¢ farkli  Salmonella serotipine karst litik aktivite
gosterdigi goriilmiistiir. Izole edilen S. Typhimurium fajlarindan Ssiit16.1.1 fajinin
E. coli O157:H7 susuna, Ssiitl10.1.1, Ssiit10.2.4, Ssiitl16.1.1, Ssiit20.2.1 fajlarinin
P. aureginosa SS9027 susuna ve Ssiit12.2.2 fajinin B. cereus susuna karsi litik

aktivite gosterdigi gozlemlenmistir. Ayrica calisma kapsaminda fajlarinin
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hi¢birisinin E. faecalis, E. coli 0157:H7, S. aureus, L. monocytogenes bakterilerini
lize edemedigi goriilmiistiir. Her fajin, farkli suslarda sergiledikleri litik aktivite
derecesinde farklilik goriilmiistiir. Buna gore fajlar, Salmonella serovarlarinda ve
B. cereus bakterisi suslarinda berrak plak olusumu gosterirken, P. aeruginosa
tiirlerinde bulanik plak olusumu gostermistir.

Islam vd. (2020) yaptiklar1 calismada spot testi kullanarak Salmonella
LPST153 fajinin 62 farkli susa kars1 etkili olup olmadigini incelemistir. Calisma
sonucunda Salmonella fajimin farkli Salmonella serotiplerine karsi yiiksek litik
aktivite olusturdugu gozlemlenmistir. Bu c¢aligmada ayrica konakg¢i araliginin
belirlenmesinde 5 farkli E. coli susu ve P. aeruginosa ATCC 7853 susu
kullanilmigtir. Fakat bu bakterilerin ilgili faja direngli oldugu belirlenmistir. Bizim
yaptigimiz tez ¢aligsmasinda ise S. Typhimurium Ssiit16.1.1 fajimnin E. coli O157:H7
ATCC 4388 susuna, S. Typhimurium Ssiitl10.1.1, Ssiit10.2.4, Ssiitl6.1.1,
Ssiit20.2.1 fajinin ise P. aeruginosa SS9027 susuna karsi litik atktivite gosterdigi
tespit edilmistir.

Bai vd. (2019), ¢evresel Orneklerden izole ettikleri ti¢ S. Typhimurium
fajinin konakg1 araligimi belirlemek i¢in farkli Salmonella serotipleri, E. coli suslari,
farklt Gram pozitif ve Gram negatif bakterileri kullanmistir. Analiz sonucunda ii¢
fajin da farkli Salmonella serotiplerine ve i¢lerinden sadece birinin E. coli 0157:H7
suslarina kars1 yiiksek litik aktivite gosterdigi gozlemlenmistir. Calisma
kapsaminda kullanilan Gram pozitif bakteriler kapsaminda ise B. cereus ATCC
14579 susu kullanilmig ve ti¢ S. Typhimurium fajininda direng gosterdigi tespit
edilmistir. Tez calismas1 kapsaminda da konakg¢1 araliginin belirlenmesinde B.
cereus susu kullanilmis ve S. Typhimurium Ssiit12.2.2 fajinin yiiksek litik aktivite
ve berrak plak olusumu gosterdigi belirlenmistir. Gram negatif bakteriye 6zgii bir
fajin Gram pozitif bakteriler tizerinde de yiiksek litik aktivite gosterdigi sonucunun

literatiirde yer alan ¢alismalarla da uyumlu oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.4. S. Typhimurium fajlarinin konaker skalasi.

Bakteriyofajlar

— N N N — — N —

Bakteriler = R I a i il B B

wnn N n n wnn wnn N N

E. coli O157:H7 - - - - + - - -
ATCC 4388

E. faecalis - - - - - - _ -

S. Enteritidis (Ankara) e A i e = A = I

STT (Ankara) ++ | | | A | A | A | |

S. aureus ATCC 25923 - - - - - - - -

Salmonella e R (R B I o o O B I o B
NETC 12694

. aeruginosa SS9027 + + - - + - _ +

. cereus - - - ++ ; - R -

. monocytogenes (3) - - - - - - - -
. monocytogenes (4) - - - P - - - -
. monocytogenes (10) - - 4 = - - - -
. monocytogenes (12) - - - - - - - -
. monocytogenes (15) - - - - - - - -
. monocytogenes (18) - - - - - - - -
. monocytogenes (26) - - - - - - - -
+++ : Berrak plak

++ : Berrak plak, koloni olusumu
+ : Bulanik plak

- Plak olusumu yok

||| |r—{r—| @ O

Mahmoud vd. (2018), yaptiklari ¢alismada Misir’daki piliglerden
Salmacey1, Salmacey2, Salmacey3 isminde ii¢ adet faj izole edilmistir. izole edilen
fajlarin konakg araliklarinin belirlenmesinde 15 farkli sus kullanilmis ve fajlarin
Salmonella serotiplerine kars1 yiiksek litik aktivite gosterdigi fakat B. cereus ve S.
auerus susuna karst litik aktivite gostermedigi tespit edilmistir.

Sadakuzzaman vd. (2018), BP 1370 ve BP 1369 fajlari, Giiney Kore’deki
Gwacheon atik su aritma tesisinden izole etmislerdir. Arastirma sonuglarina gore S.
Enteritidis suslar1t BP 1370 fajina, S. Typhimurium suslarinin ise BP 1369 fajina
duyarli oldugu; ancak E coli 0O157:H7, L. monocytogenes, Vibrio
parahaemolyticus, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
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cereus ve Staphylococcus aureus suslarininise bu fajlara direngli oldugu tespit
edilmistir.

Newase vd. (2018) Hindistan’daki nehirden izole ettikleri Salmonella PM10
fajinin konakg1 araligini belirlemek igin farkli Salmonella serotipleri, E. coli ve
Shigella suslarini  kullanmiglardir. Calisma sonucunda PMI10 fajinin  S.
Typhimurium ve S. Enteritidis’e karsi litik aktivite gosterdigi; ancak diger
Salmonella serotiplerine, E. coli ve Shigella suslarina karsi litik aktivite

gostermedigi gozlemlenmistir.

4.4 Bakteriyofajlarin DNA izolasyonu
Faj genomlari, Thermo Scientific™ GeneJET Viral DNA/RNA Purification

Kit prosediirii kullanilarak izole edilmis ve agaroz jel elektroforezi yiiriitilmistiir.
Izole edilen genomlara ait goriintii Sekil 4.4’te verilmistir. Elde edilen
goriintlilerden yararlanilarak DNA’larin konsantrasyonlari karsilagtirilmis ve kesim

enzimleri ile reaksiyona girecek DNA miktarlar1 belirlenmistir.

Scitl922 Scl02]1 Sel®1] Sel212 Scl0Zd4 Sel6ll s—'uu,‘ Seie10.1.1

(WTF ST 5 S N r— —

Sekil 4.4. S. Typhimurium ve E. coli O157:H7 suslarina etkili bazi fajlarin jel
goriintiileri.
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Sekilde yer alan kuyucuklar soldan saga dogru sirasiyla:

1. Ssiit19.2.2 | 2. Ssiit20.2.1 | 3. Ssiit19.1.1 4. Ssiit12.1.2 5. Ssiit10.2.4 | 6. Ssiitl6.1.1
7. Ssiit12.2.2 | 8. Ssiitl0.1.1 | 9. Bos 10. Bos 11. ES24.1 12. E13.2.1
13.E12.21 | 14.E13.3.2 15. E12.2.2 16. E12.2.1 17.E12.11 | 18.E2.2.2

4.5 Bakteriyofaj Genomlarimin RFLP Analizi Sonuclar:

Izolasyonlar1 gergeklestirilen fajlarin birbirlerinden farkli ya da benzer
olduklarini ortaya koymak icin RFLP analizi gerceklestirilmistir. Bunun sebebi
gida denemelerinde kullanilacak fajlar1 gruplandirmak ve en uygun olanlari
secebilmektir. RFLP analizi sayesinde restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu
olusan fragmentlerin boyut degiskenligini degerlendirilerek farkli DNA
orneklerinin karsilastirilmasi miimkiin olmaktadir (Di Felice vd., 2019). Bu tez
calismasi kapsaminda toplam 13 adet faj genomu, 8 farkli restriksiyon enzimi ile

kesime alinmis ve fajlarin birbirinden farkliliklari ortaya konulmustur.

45.1 E. coli O157:H7 Faj Genomlarinin RFLP Profili

Izole edilen 5 adet E. coli O157:H7 faj DNA’smin restriksiyon profillerinin
cikarilmasi amaciyla EcoRI, EcoRV, BamHI, Hindlll, Pstl, Xbal, Scal enzimleri
Enzim {reticisinin  direktifleri

kullanilmistr. dogrultusunda kesim karisim

hazirlanmig, inkiibasyon sonunda olusmasi muhtemel fragmentler agaroz jel

elektroforezi ile goriintiilenmistir (Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7).

E. coli O157:H7 faj genomlarinin EcoRI, EcCORV ve BamHI enzimleri ile
kesim sonucu elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.5’te goriilmektedir. Sekilde E. coli
0157:H7 genomlarinda soldan saga dogru 1. marker (Grup 1) ve 3. markerdan
(Grup 3) sonra gelen kuyucuklarda sirasiyla ECORI ve BamHI enzimlerinin faj
genomununda kesim bolgelerinin olmadigi goriilmektedir. ECORV enzimi ile
yapilan kesimde (2. markerdan sonra gelen kuyucuklar; Grup 2) ise 9.-13.
Kuyucuklarda goriilen fragment profilleri elde edilmistir (Cizelge 4.5). ECORV
enzimi ile kesimde olusan fragmentler incelendiginde 9, 11 ve 12. Kuyucuklarda
bulunan sirastyla E12.2.1, E12.2.2 ve E12.1.1 fajlarinin benzer profil gosterdigi ve
digerlerinden farkli oldugu tespit edilmistir. ECORV kesimine gore 10. Kuyucukta
bulunan E13.3.2 fajinin yaklasik 7780, 3308 ve 2658 bp’lik genom biiyiikliigiine

sahip sirasiyla 3, 6 ve 7. bandinin diger kuyucuklarda bulunan fajlarda olmadig:
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tespit edilmistir. Ayni sekilde 13. Kuyucukta bulunan E13.2.1 fajinin fragment
profiline bakildiginda yaklasik olarak 7484 ve 5769 bp biiyiikliigiindeki 4. ve 5.

bantlarin da diger faj genomlarinda bulunmadig1 goriilmektedir (Cizelge 4.6).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

ERIIEDA2ER22 BRI B2 M BRI ER22 211 B M OERIINIERI B2L R

— e S e -

e

e uuuuu'

&3 - -

Sekil 4.5. E. coli O157:H7 fajlarinin EcoRI (2-6. kuyucuklar), EcoRV (9-13.
kuyucuklar) ve BamHI (16-20. kuyucuklar) enzimi ile kesimi.

Sekilde yer alan kuyucuklar soldan saga dogru sirasiyla:

1. Marker 2.E12.2.1 3.E13.3.2 4.E12.2.2 5.E12.1.1
6. E13.2.1 7. Bos 8. Marker 9.E12.21 10. E13.3.2
11.E12.2.2 12.E12.11 | 13.E13.21 14. Bos 15. Marker
16. E12.2.1 17.E13.32 | 18.E12.22 | 19.E1211 | 20.E13.21

Cizelge 4.5. ECORYV restriksiyon enzim kesimi sonucuna gore olusan farkli faj

gruplart.
Grup | Grupta Yer Alan Fajlar Yaklasik Genom Biiyiikliigii (bp)
1 E12.2.1-E12.2.2-E12.1.1 65464
2 E13.3.2 59178
3 E13.2.1 76282
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Cizelge 4.6. E. coli O157:H7 fajlarinin ECORV enzim kesimine gore olusan

fragment biiyiikliikleri
Kesim Sonucu Olusan Faj Fragmentlerinin Biiyiikliikleri (bp)
Marker E12.2.1 | E13.3.2 E12.2.2 E121.1 E13.2.1
21226 17282 | 15141 18476 18068 19761
5148 11944 | 10751 12463 12463 13009
4973 6933 7780 7341 7341 10103
4268 5569 5668 5873 5873 7484
3530 4408 4408 4625 4551 5769
2027 3633 3308 3685 3685 4700
1904 2509 2658 2463 2509 3903
1584 2050 2217 2074 2087 2581
1375 1860 2074 1883 1891 2114
947 1706 1852 1714 1718 1907
1647 1686 1653 1661 1730
831
1616 1635 1619 1622 1624
1593 1595 1596 1597
1570
Toplam 64320 | 59178 65464 65065 76282
DNA
Biiytiikligi

E. coli O157:H7 faj genomlarinmn HindlIll, Pstl ve Xbal enzimleri ile kesim
sonuglart Sekil 4.6’da goriilmektedir. Kesim sonucunda olusan fragment profilleri
incelendiginde Pstl enziminin E. coli O157:H7 faj genomlarinda kesim bolgesinin
olmadig1 goriilmektedir. HindIIl enzimi ile kesim sonucunda olusan fragment
profilleri incelendiginde 3. kuyucukta bulunan E13.3.2 fajindaki yaklagik 7706 bp
genom bilyiikliigiindeki 2. bandin diger dort fajda olmadigi tespit edilmistir
(Cizelge 4.7). Yine Hindlll enzimi ile kesim sonucunda 2, 4 ve 5. kuyucuklardaki
sirastyla E12.2.1, E13.3.2 ve E12.1.1 fajlarmin 2658 bp’lik genom biiyiikliigiine
sahip 7. bandinin 3. kuyucukta bulunan E13.3.2 fajinda olmadig1 tespit edilmistir
ve son olarak 6. kuyucukta bulunan E13.2.1 fajinin 19299 bp’lik 1. bandinin ise
diger faj genomlarina gore farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.8). E. coli
O157:H7 faj genomlarinin Xbal enzimi ile kesiminde ise 17. kuyucukta bulunan
E13.3.2 fajinin 3000 bp’lik 6. bandinin diger faj profillerine gore farklilik gosterdigi

gbzlemlenmistir. Ayn1 sekilde Xbal enzimi sonucu olusan fragment profillerine
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bakildiginda (Cizelge 4.9) 20. kuyucukta bulunan E13.2.1 fajinin 19166 bp’lik 1.
bandinin da diger dort fajda olmadigi tespit edilmistir (Cizelge 4.10).

M EI221 EI332 BL222 EL211 B2 Bi221 EI332 EI222 E1211 Ev2)

s e S R

T T T A
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Sekil 4.6. E. coli O157:H7 fajlarinin Hindlll (2-6. kuyucuklar), Pstl (9-13.
Kuyucuklar) ve Xbal (16-20. kuyucuklar) enzimi ile kesimi.

Sekilde yer alan kuyucuklar soldan saga dogru sirasiyla:

1. Marker 2.E1221 3. E13.3.2 4.E12.2.2 5.E12.1.1
6. E13.2.1 7. Bos 8. Marker 9.E12.21 10. E13.3.2
11. E12.2.2 12.E12.11 13. E13.21 14. Bos 15. Marker
16. E12.2.1 17.E13.3.2 18. E12.2.2 19.E121.1 20. E13.2.1

Cizelge 4.7. Hindll1 restriksiyon enzim kesimi sonucuna gore olusan farkli faj

gruplari.
Grup Grupta Yer Alan Fajlar Yaklasik Genom Biiyiikliigii (bp)
1 E12.2.1- E12.1.2-E12.1.1 44553
2 E13.3.2 49324
3 E13.2.1 60142
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Cizelge 4.8. E. coli O157:H7 fajlarinin HindIII enzim kesimine gore olusan
fragment biiyiikliikleri

Kesim Sonucu Olusan Faj Fragmentlerinin Biiyiikliikleri (bp)

Marker E12.2.1 |E13.3.2 E12.2.2 E12.1.1 E13.2.1
21226 8129 8580 8129 7914 19299
5148 6762 7706 6762 6762 8351
4973 5160 6762 5160 5041 6939
4268 4217 5541 4217 4217 5283
3530 2995 4217 2995 2946 4403
2027 2535 2946 2501 2501 3045
1904 1959 2405 1959 1959 2535
1584 1802 1753 1802 1802 1975
1375 1728 1621 1728 1728 1802
947 1636 1851 1636 1636 1736
831 1581 1451 1581 1581 1636
1550 1505 1553 1553 1585
1510 1497 1511 1510 1553
1501 1489 1501 1501
1488 1488 1489
Toplam DNA | 44553 | 49324 44523 44140 60142
Biiyiikliigii

Cizelge 4.9. Xbal restriksiyon enzim kesimi sonucuna gore farkli faj gruplari.

Grup Grupta Yer Alan Fajlar Yaklasik Genom Biiyiikliigii (bp)
1 E12.2.1- E12.1.2-E12.1.1 47014
2 E13.3.2 60714
3 E13.2.1 70240
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Cizelge 4.10. E. coli O157:H7 fajlarinin Xbal enzim kesimine gore olusan

fragment biiytikliikleri.

Kesim Sonucu Olusan Faj Fragmentlerinin Biiyiikliikleri (bp)
Marker E12.2.1 | E13.3.2 E12.2.2 E121.1 E13.2.1
21226 13908 17961 14354 14817 19166
5148 9341 14817 6922 9341 15792
4973 8072 9069 8072 8072 9914
4268 5805 5656 5805 5959 8806
3530 3417 3785 3485 3556 6285
2027 2521 3000 2521 2558 3630
1904 2087 2521 2087 2107 2595
1584 1863 2029 1889 1902 2150
1375 1876 1902
947
831
Toplam DNA | 47014 60714 45135 48312 70240
Biyiikligii

E. coli O157:H7 faj genomlarmmn Scal enzimi ile kesime alinmasi
sonuncunda elde edilen jel fotografi Sekil 4.7°de verilmistir. Sekilden de
anlagilacagi izere E12.2.1 ve E13.2.1 faj genomlar1 iizerinde Scal enziminin kesim
bolgesi bulunmamaktadir. Diger kuyucuklara bakildiginda 3. kuyucukta bulunan
E13.3.2 fajmin 4214 bp’lik 6. bandma diger faj profillerinde rastlanmamistir
(Cizelge 4.11 ve Cizelge 4.12).
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Sekil 4.7. E. coli O157:H7 fajlarinin Scal (2-6. kuyucuklar) enzimi ile kesimi.

Sekilde yer alan kuyucuklar soldan saga dogru sirasiyla:

1. Marker

2.E12.21

3.E13.3.2

4.E12.2.2

5.E12.1.1

6. E13.2.1

Cizelge 4.11. Scal restriksiyon enzim kesimi sonucuna gore farkli faj gruplari.

Grup Grupta Yer Alan Fajlar Yaklasik Genom Biiyiikliigii (bp)
1 E13.3.2 69752
2 E12.2.2-E12.1.1 61123
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Cizelge 4.12. E. coli O157:H7 fajlarinin Scal enzim kesimine gore olusan

fragment biiytikliikleri.
Kesim Sonucu Olusan Faj Fragmentlerinin Biiyiikliikleri (bp)
Marker E122.1 E13.3.2 E12.2.2 E12.1.1 E13.2.1

21226 20612 17583 17129

5148 15439 12297 11996

4973 10881 9009 9009

4268 8606 6367 6240

3530 6772 5250 5250

2027 4214 4150 4150

1904 3228 3092 3092

1584 2036 2221

1375 2036

947

831

Toplam DNA | Kesim yok | 69752 59784 61123 Kesim yok
Biyiikligii

Ateba ve Akindolire (2019) yaptiklari ¢alismada E. coli O157:H7’ye kars1
genis litik spektrum gosteren V3, V7 ve V8 fajlani izole edilmistir. Izole edilen
fajlar Hindlll, EcoRV, Sspl, Ndel enzimleri ile kesilmistir. Kesim profilleri
incelendiginde izole edilen fajlarin Hindlll ve ECORV enzimlerinde kesim bolgesi
olmadigi gozlemlenmistir. Tez calismasi kapsaminda Hindlll enzimi ile kesimde
fragment olusmazken, ECORV enzimi ile kesim sonucunda fragment olusumu
gozlemlenmistir ve enzim kesimi sonucunda E. coli O157:H7 fajlar1 {i¢ gruba
ayrilmustir.

Shaufi ve Sieo (2023) yaptiklari ¢alismada E. coli O157:H7 susuna 6zgi 4
faj EcoRI, BamHI, HindIIl enzimleri ile kesime alinmigtir. Kesim profilleri
incelendiginde faj genomlar1 {izerinde BamHI ve Hindlll enzimlerinin kesim
bolgesi bulunmamaktadir. ECORI enzimi ile kesim sonucunda olusan fragment
profilleri incelendiginde C1 fajinda yaklasik 15.000 ve 8.000 bp biiyiikliigiinde iki
bandin, C2 fajinda ise yaklasik olarak 15.000, 10.000, 3.500, 1.300 ve 1.200 bp
biiytlikliigiinde 5 adet bant gézlemlenmistir. Bu ¢alisma kapsaminda ise ECORI ve
BamHI enzimleri ile RFLP analizinde kesim bdlgesine rastlanmazken Hindlll
enzimi ile kesim sonucunda birden ¢ok kesim bolgesi gdzlemlenmistir.

Hallewell vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada 3 E. coli O157:H7 faji farkli
restriksiyon enzimleri ile kesime almmustir. Yapilan enzim kesimi sonucunda

ALS20 ve ALC35 fajlarinin Hindlll enzimi ile kesimi sonucunda bant profillerinin
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olustugu gozlemlenmistir. ALC54 fajinin ise EcoRI, Pstl, Xbal, Kpnl, Sacl
enzimlerinde kesim bdlgesi olmadig1 fakat ECORV enzimi ile kesim sonucunda
birden ¢ok kesim bolgesine rastlanmistir. Ayni sekilde bu ¢alismamizda da E. coli
0157:H7 fajlarinin Hindlll ve ECORV enzimi ile kesiminde de fragment profilleri
gozlemlenmis ve E. coli O157:H7 fajlar ii¢ farkli gruba ayrilmistir fakat EcoRl,
Pstl ve Xbal enzimleri ile yapilan kesim sonucunda kesim bolgesine

rastlanmamuistir.

45.2 S. Typhimurium Faj Genomlarimin RFLP Profili

Bu calisma kapsaminda izolasyonlari gergeklestirilen 8 adet S. Typhimurium
fajim genomu EcoRV, Xbal ve Scal restriksiyon enzimleri ile kesilerek jel
elektroforezinde  goriintilenmis ve elde edilen kesim profillerine gore

siniflandirilmistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9).

S. Tyhimurium faj genomlarinin ECORV ve Xbal enzimleri ile kesimleri
sonucunda Sekil 4.8’de verilen goriintii elde edilmistir. ECORV enzimi ile kesim
sonucunda 3 (Ssiitl6.1.1), 5 (Ssiit12.1.2), 6 (Ssiit19.1.1), 7 (Ssiit20.2.1) ve 8.
(Ssiit19.2.2) kuyucuklarda olugan 3302 bp biiyiikliigiindeki 6. banda diger ii¢ fajda
rastlanmamistir (Cizelge 4.13). Ayni sekilde 9. kuyucuktaki Ssiit10.1.1 fajindaki
3882, 2996 ve 2391 bp biiyiikliigiindeki sirasiyla 1, 2 ve 3. bandin diger fajlardan
farkli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.14). Sekil 4.8’e bakildiginda 19. kuyucukta
bulunan Ssiit10.1.1 faj genomu iizerinde Xbal enziminin kesim bolgesi
bulunmamaktadir (Cizelge 4.15). Kesim sonucunda olusan fragment profillerine
bakildiginda 12 (Siit12.2.2) ve 14. (Ssiit10.2.4) kuyucuklardaki 3201 bp
biiytikliigiindeki 7. Bandin diger fajlarin fragment profillerinde rastlanmadigi
gozlemlenmistir (Cizelge 4.16).
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Sekil 4.8. S. Typhimurium fajlarinin ECORV (2-9. Kuyucuklar) ve Xbal (12-19.
kuyucuklar) enzimi ile kesimi.

Sekilde yer alan kuyucuklar soldan saga dogru sirasiyla:

1. Marker 2. Sutl2.2.2 3. Ssiitl6.1.1 4. Ssiit10.2.4
5. Ssiitl12.1.2 6. Ssiit19.1.1 7. Ssiit20.2.1 8. Ssiit19.2.2
9. Ssiit 10.1.1 10. Bos 11. Marker 12. Siit12.2.2

13. Ssiitl6.1.1

14. Ssiit10.2.4

15. Ssiit12.1.2

16. Ssiit]19.1.1

17. Ssiit20.2.1

18. Ssiit19.2.2

19. Ssiit 10.1.1

Cizelge 4.13. ECORYV restriksiyon enzim kesimi sonucuna gore farkl: faj gruplari.

Grup Grupta Yer Alan Fajlar Yaklasik Genom Biiyiikliigii (bp)
1 Ssiit10.2.4- Ssiit12.2.2 58602
2 Ssiit16.1.1- Ssiit12.1.2- Ssiit19.1.1- 61203
Ssiit20.2.1- Ssiit19.2.2
3 Ssiitl10.1.1 19377
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Cizelge 4.14. S. Typhimurium fajlarinin ECORV enzim kesimine gore olusan

fragment biiyiikliikleri.

Kesim Sonucu Olusan Faj Fragmentlerinin Biiyiikliikleri (bp)
Marker Ssiit | Ssiit | Ssiit | Ssiit Siit Ssiit Siit Siit
1222 116.1.1 1024 | 12.1.219.1.1 | 20.2.1|19.22 ] 10.1.1
21226 14516 | 14904 | 14516 | 14904 | 14516 | 14516 | 14904 | 3882
5148 12413 | 12098 | 12413 | 12098 | 11791 | 12739 | 12098 | 2996
4973 7059 | 7224 | 6898 | 7394 | 7224 | 7224 | 7394 | 2391
4268 5412 | 5648 | 5412 | 5648 | 5528 | 5528 | 5528 | 1927
3530 4421 | 4597 | 4507 | 4597 | 4507 | 4597 | 4597 | 1775
2027 2558 | 3387 | 2621 | 3387 | 3387 | 3443 | 3387 | 1676
1904 2250 | 2687 | 2317 | 2687 | 2687 | 2722 | 2722 | 1634
1584 2098 | 2294 | 1872 | 2366 | 2341 | 2366 | 2366 | 1560
1375 1852 | 1862 | 1690 | 2133 | 2151 | 1893 | 2170 | 1536

947 1686 | 1690 | 1655 | 1893 | 1893 | 1717 | 1904

831 1655 | 1655 | 1603 | 1701 | 1706 | 1613 | 1717

564 1601 | 1599 | 1558 | 1663 | 1663 | 1650 | 1668

1557 | 1558 | 1540 | 1606 | 1603 | 1541 | 1616

1539 1556 | 1560 1561

1541 | 1541 1542
Tg%';g;dggﬁA 60617 | 61203 | 58602 | 65174 | 64098 | 61549 | 65174 | 19377

Cizelge 4.15. Xbal restriksiyon enzim kesimi sonucuna gore farkli faj gruplari.

Grup Grupta Yer Alan Fajlar Yaklasik Genom Biiyiikliigii (bp)
1 Ssiit10.2.4- Ssiit12.2.2 76407
2 Ssiit16.1.1- Ssiitl12.1.2- Ssiit19.1.1- 51639
Ssiit20.2.1- Ssiit19.2.2
3 Sstit10.1.1 Kesim yok
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Cizelge 4.16. S. Typhimurium fajlarinin Xbal enzim kesimine gore olusan
fragment biiytikliikleri.

Kesim Sonucu Olusan Faj Fragmentlerinin Biiyiikliikleri (bp)

Viarker | SSUt | Ssit | Ssit | Ssit | Sut | Ssit | Sut | Sat
122.2 | 16.1.1 | 102.4 | 1212 | 19.1.1 | 2021 | 19.22 | 10.1.1
21226 | 18246 | 14060 | 18791 | 18246 | 19936 | 15322 | 18246
5148 10639 | 9810 | 15322 | 14888 | 10078 | 9810 | 9810
4973 5805 | 6225 | 10639 | 10078 | 6225 | 6225 | 6080
4268 5191 | 5547 | 6225 | 6374 | 5547 | 5547 | 5425
3530 4065 | 4223 | 5547 | 5674 | 4307 | 4307 | 4223
2027 3584 | 3302 | 4307 | 4307 | 3302 | 3302 | 3250
1904 3201 | 2536 | 3777 | 3355 | 2563 | 2536 | 2536
1584 2509 | 2212 | 3302 | 2563 | 2212 | 2212 | 2196
1375 2180 | 1984 | 2536 | 2229 | 2003 | 1993 | 1984
947 1975 | 1740 | 2212 | 2003 | 1741 | 1740 | 1736
831 1730 2003 | 1741
564 1746
'ngtgiﬁigfx 50125 | 51639 | 76407 | 71458 | 57914 | 52094 | 55486 kiﬁﬁ“

S. Tyhimurium faj genomlarinin Scal enzimi ile kesimi sonucunda Sekil
4.9°da verilen goriintii elde edilmistir. Kesim profilleri incelendiginde Ssiitl12.2.2,
Sstit12.1.2, Ssiit19.1.1 ve Ssiit19.2.2 fajlarinin 2865 bp’lik 7. bandina diger kesim
profillerinde rastlanmamstir (Cizelge 4.17). Diger kuyucuklar incelendiginde ise
3., 4., ve 7. kuyucuklarda bulunan sirastyla Ssiit16.1.1, Ssiit10.2.4, Ssiit20.2.1
fajlariin yaklasik 3980 bp’lik 8. band1 diger faj profillerinde gozlemlenmemistir
(Cizelge 4.18). Son olarak 9. kuyucukta bulunan Ssiit10.1.1 fajinin 2364 bp’lik 5.
band farklilik gostermektedir.
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Sekil 4.9. S. Typhimurium fajlarinin Scal enzimi ile kesimi.

Sekilde yer alan kuyucuklar soldan saga dogru sirasiyla:

1. Marker

2. Ssiit12.2.2 3. Ssiitl6.1.1

4. Ssiit10.2.4 5. Sutl12.1.2

6. Sutl9.1.1

7. Ssut20.2.1 8. Ssiit19.2.2

9. Sutl10.1.1 10. Marker

Cizelge 4.17. Scal restriksiyon enzim kesimi sonucuna gore farkli faj gruplart.

Grup Grupta Yer Alan Fajlar Yaklasik Genom Biiyiikliigii (bp)
1 Ssiit]12.2.2- Ssiit12.1.2- 56559
Ssiit19.1.1- Ssiit19.2.2
2 Ssiit16.1.1- Ssiit20.2.1 61225
3 Ssiit10.1.1 32691
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Cizelge 4.18. S. Typhimurium fajlarinin Scal enzim kesimine gore olusan

fragment biiytikliikleri.
Kesim Sonucu Olusan Faj Fragmentlerinin Biiyiikliikleri (bp)
Marker Ssiit Ssiit Ssiit Ssiit Siit Ssiit Siit Siit
1222 | 16.1.1 | 1024 | 1212 | 1911 | 20.21 | 19.22 | 1011
21226 13985 | 15088 | 18558 | 14709 | 13985 | 13985 | 13638 | 13302
5148 10195 | 12352 | 10195 | 12352 | 11764 | 12352 | 11482 | 8686
4973 8686 | 10195 | 7955 9960 9731 9731 9510 | 5174
4268 7858 8129 5762 5554 5554 5455 7460 | 3165
3530 5762 5762 3980 3825 3825 3825 5359 | 2364
2027 3926 3980 3165 2886 2886 3165 3825
1904 2865 2908 2733 2750 2612 2865 2824
1584 2612 2750 2185 2626 2184 2599 2586
1375 2185 2186 2186 2182 2181
947
831
Toplam | 57984 | 63350 | 54533 |56848 |52541 |56159 |58865 | 32691
DNA
Biyiikligi

Huang vd. (2018) Salmonella’ya etkili fajlarin RFLP analizi i¢in EcoRl,
EcoRV ve HindIII enzimini kullanmiglardir. Yapilan RFLP analizi sonucunda Faj
LPST10'un DNA's1 ECORI ve ¢alismamizdaki gibi ECORV ile kesilebilirken, Hindl11

tarafindan kesilememistir.

Lopez-Cuevas vd. (2011) ise ¢alismalarinda Hindl11 ve ECORV enzimleri ile
yaptiklari kesimde HindIll enziminin sinirli fragment olusturdugunu ancak
EcoRV'in, dort faj lizerinde birkag DNA fragmenti olusturdugunu belirtilmistir.
Bizim yaptigimiz ¢alismada da ilgili enzim ile kesim sonucunda fragment olusumu

ile karsilagilmistir. Bu durum aymi konakgiya etkili bu fajlarin birbirinden farkli

oldugunu gostermis ve Salmonella fajlar ti¢ farkli gruba ayrilmstir.

4.6 Latent Donem Siiresinin ve Patlama Biiyiikliigiiniin Belirlenmesi
(Tek asamahi gelisme egrisi)

Fajlarin  patlama
adsorpsiyon oranlarinin belirlenmesi faj enfeksiyonun onemli parametreleridir.

Fajlarin tek asamal1 gelisme egrileri ¢ikarilarak bu parametrelere ait sahip olduklari

buiytikliikleri,
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degerler tespit edilebilmektedir. Verilen gelisme egrilerine gore fajlarin patlama

biiytikliikleri ve latent donemleri hesaplanmaistir.

4.6.1 E. coli O157:H7 fajlarinin gelisme egrisi

Gelisme egrisinden elde edilen sonuglara gore E. coli O157:H7 E13.2.1

fajinin latent siiresi 5 dk, patlama biiyiikliigii 20 POB/Enfekte hiicre bulunmustur

(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. E. coli O157:H7 E13.2.1 fajinin gelisme egrisi

Gelisme egrisinden elde edilen sonuglara gore E. coli O157:H7 E13.3.2

fajinin latent siiresi 10 dakika, patlama biytkligii 20 POB/Enfekte hiicre

bulunmustur (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. E. coli 0157:H7 E13.3.2 fajinin gelisme egrisi
Gelisme egrisinden elde edilen sonuglara gore E. coli O157:H7 E12.2.1

fajinin latent siiresi 10 dakika, patlama biiyiikliigii 25 POB/Enfekte hiicre
bulunmustur (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. E. coli O157:H7 E12.2.1 fajinin gelisme egrisi
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Peng ve Yuan (2018) yaptiklar1 ¢alismada patojenik E. coli susunu inhibe
eden bir faj izole etmislerdir. Fajin 6zelliklerinin belirlenmesin bir agamasi olarak
ise fajin gelisme egrisi ¢ikarilmistir bu analiz sonucunda Vb_EcoS HSE2 fajinin

latent siiresi 30 dk patlama biiyiikliigii ise 10! PFU/Hiicre olarak bulunmustur.

4.6.2 S. Typhimurium fajlarinin gelisme egrisi

Gelisme egrisinden ¢ikan sonuglara gore S. Typhimurium Ssiit10.1.1 fajinin
latent donemi 10 dakika patlama biiyiikligi 180 POB/enfekte hiicre olarak
bulunmustur (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. S. Typhimurium Ssiit10.1.1 fajinin gelisme egrisi.

Gelisme egrisinden ¢ikan sonuglara gore S. Typhimurium Ssiit10.2.4 fajinin
latent donemi 15 dk, patlama biiyiikligi ise 37.5 POB/enfekte hiicre olarak
bulunmustur (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. S. Typhimurium Ssiit10.2.4 fajinin gelisme egrisi.

Gelisme egrisinden elde edilen sonuclara gore S. Typhimurium Ssiit]12.2.2
fajinin latent donem siiresi 15 dakika, patlama biiytlikligi ise 175 POB/enfekte
hiicre olarak bulunmustur (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. S. Typhimurium Ssiit12.2.2 fajinin gelisme egrisi.

Gelisme egrisinden elde edilen sonuglara gore S. Typhimurium Ssiit16.1.1

fajinin latent siiresi 20 dakika, patlama biytikligli 25 POB/Enfekte hiicre
bulunmustur (Sekil 4.16).

1[—4— Ssiit16.1.1]

35 T T T v T T T 1
0 20 40 60 80 100

ZLaman (dk)

Sekil 4.16. S. Typhimurium Ssiit16.1.1 fajinin gelisme egrisi

58



Shang vd. (2021) yaptiklar ¢aligmada topraktan izole edilen Salmonella
Vb _SalP TR2 fajim1 karakterize etmislerdir. Tek asamali gelisme egrisi analizi
sonucunda ise fajinin latent siiresi 15 dk, patlama biiyiikligii 211 PFU/hiicre
bulunmustur. Yapilan farkli bir ¢alismada ise Laure ve Ahn (2021) Salmonella faj:
PBST32’nin 6zelliklerini belirlemek i¢in fajin gelisme egrisi, adsorbiyon orani ve
litik aktivitesini belirlemislerdir. Tek asamali gelisme egrisi analizi sonucunda ise

fajin latent siiresi 20 dk, patlama biiytikligil ise 90 PFU/Hiicre olarak belirlenmistir.

4.7 Fajlarin TEM Goriintiileri

Izole edilen fajlarin morfolojik yapilari ve TEM gériintiileri Sekil 4.17,
Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’te; faj

yapilarinin boyutlar1 ise Cizelge 19°da verilmistir.

ICTV ciddi bir degisiklik yaparak Caudovirales sinifin1 kaldirmis ve bunun
yerine ikosahedral kapsidli ve cift sarmalli genomuna sahip tiim kuyruklu
bakteriyal ve arkeaal viriisleri gruplandirmak ig¢in Caudoviricetes sinifini
olusturmustur. Caudoviricetes sinifi artik dort takima atanan 14 aileyi igermektedir.
Bu takimlardan fgii, arkeleri enfekte eden virlisleri kapsamaktadir. Fakat
“podoviriis”, “miyoviriis” ve “sifoviriis” gibi tanimlayicilarin bilim tarihi i¢in
onemi bilindigi i¢in bu terimlerin, bakteriyofajlarin ayirt edici 6zelliklerini
betimlemek i¢in kullanimina yer verilmis fakat bu terimler taksonomik olarak bir
anlam ifade etmemektedir. Fakat yeni faj siniflamasina goére smiflandirma
yapilabilmek i¢in fajlarin sekans analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Bu tez
kapsaminda fajlarin sekans analizleri yapilmadigr i¢in taksonomik olarak
simifladirilmamis fakat morfolojilk 6zelliklerine bakilarak 6zellikleri ortaya
koyulmustur (Turner vd., 2022).

TEM sonuglarina bakildiginda E. coli O157H7 ve S. Typhimurium’a ait tiim
bakteriyofaj orneklerinin ikosahedral bir bas ve kisa/uzun kasilabilir/degil bir
kuyruga sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20,
Sekil 4.21, Sekil 4.22 ve Sekil 4.23). Olgiim sonuglarina goére E13.2.1 fajinin kafa
capt 59 nm kuyruk uzunlugu 91 nm, E13.2.1 fajinin kafa ¢apt 70 nm, kuyruk
uzunlugu 80 nm, E13.3.2 fajmnin kafa c¢ap1 87.5 nm, kuyruk uzunlugu 104 nm,
Ssiit10.1.1 fajinin kafa ¢apt 100 nm, kuyruk uzunlugu 108 nm, Ssiit10.2.4 fajinin
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kafa ¢ap1 83 nm, kuyruk uzunlugu 125 nm, Ssiit12.2.2 fajinin kafa ¢ap1 53 nm,
kuyruk uzunlugu 100 nm, Ssiit16.1.1 fajinin kafa ¢cap1 40 nm, kuyruk uzunlugu 100
nm olarak belirlenmistir (Cizelge 4.19)

Sekil 4.17. E. coli O157:H7 E13.2.1. fajlarinin TEM goriintiileri

Sekil 4.18. E. coli O157:H7 E13.3.2 fajlarinin TEM goriintiileri
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Sekil 4.19. E. coli O157:H7 E12.2.1 fajinin TEM goriintiisii

Sekil 4.20. S. Typhimurim Ssiit10.1.1 fajinin TEM goriintiisii
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p—— 50 nm

Sekil 4.22. S. Typhimurium Ssiit]12.2.2 fajinin TEM goriintiisii
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Sekil 4.23. S. Typhimurium Ssiit16.1.1 fajinin TEM goriintiisii

Cizelge 4.19. Fajlarin morfolojik 6zellikleri

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

E12.2.1 Siphoviridae 59 95

E13.2.1 Myoviridae 70 80

E13.3.2 Myoviridae 87.5 104
Ssiit10.1.1 Myoviridae 100 108
Ssiit10.2.4 Myoviridae 83 125
Ssiit12.2.2 Siphoviridae 53 100
Ssiitl6.1.1 Siphoviridae 40 100

Zhou vd. (2022) E. coli O157:H7’nin biyokontrolii i¢in kanalizasyon

orneklerinden izole ettikleri {i¢ fajin fenotip karaktarizasyonu sonuncunda ayirt

edici olarak Myoviridae oldugunu tespit etmislerdir. Baska bir ¢alismada

Askora vd. (2015), bir dizi entraemorjik ve enteropatojenik E. coli susuna karsi

etkili bir litik bakteriyofaj tamimlamistir. Izole edilen faji oZEl olarak

adlandirmiglardir. Fajin

Siphoviridae

familyasina

ait  oldugu elektron

mikroskobuyla dogrulanmis ve dort E. coli susuna etkili oldugu tespit edilmistir.
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Bagka bir ¢alismada ise Hussein vd. (2018) kanalizasyon suyundan izole ettikleri 6

Salmonella fajinin Myoviridae familyasindan oldugunu gostermistir.

4.8 Optimum MOI Degeri Sonuclari
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Sekil 4.24. MOI 0,01, MOI 0,1, MOI 1, MOI 10, MOI 100, MOI 1000
degerlerinde uygulanan S. Typhimurium faj kokteylinin S. Typhimurium iizerinde
24 saatlik stirecteki etkisi.

En ideal MOI degeri, 37°C’de 24 saatlik inkiibasyonun ardindan faj
kokteylinin bakteri sayisin1 diisiirme oranina gore belirlenmis ve 30 dk., 1, 3, 6, 9
ve 24 saatlik uygulamasi sonucunda, MOI 1000 degerindeki fajlarin giiclii bir etki
gosterdigi saptanmistir. Bu sebeple hindistan cevizi siitinde S. Typhimurium
miktarini azaltmak i¢in faj bazli biyokontrol uygulamasinda MOI 1000 degerinin

denenmesine karar verilmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.25. MOI 1, MOI 10, MOI 100, MOI 1000 degerlerinde uygulanan E. coli
0157:H7 faj kokteylinin E. coli O157:H7 tizerinde 24 saatlik siiregteki etkisi.

En ideal MOI degeri 37°C’de 24 saatlik inkiibasyonun ardindan, faj
kokteylinin bakteri sayisini diisiirme oranina goére belirlenmis ve 30 dk., 1, 3, 6, 9
ve 24 saatlik uygulamasi sonucunda, MOI 1000 degerindeki fajlarin gii¢lii bir etki
gosterdigi saptanmustir. Bu sebeple hindistan cevizi siitiinde E. coli O157:H7
miktarini azaltmak i¢in faj bazli biyokontrol uygulamasinda MOI 1000 degerinin

denenmesine karar verilmistir (Sekil 4.25).

4.9 Model Gida Ortaminda Faj Deneme Sonuclari

Model gida olarak segilen hindistan cevizi siitii ortamina ilave edilen faj
miksinin etkinliginin belirlenmesi amaciyla onelikle 10 mL siite hazirlanan bakteri
karigimidan ilave edilmis, ardindan daha dnceki asamada belirlenen optimum MOI
degeri saglanacak sekilde faj kokteyli ilave edilmistir. Kontrol grubunda ise
hindistan cevizi siitiine yalnizca bakteri ve yalmzca faj eklenmistir. Orneklerin oda

sicakliginda inkiibasyonu siiresince 0. ve 30. dk. ile 1, 3, 6, 9 ve 24. saatlerinde

65



alinan 6rneklerde canli bakteri sayilart uygun selektif besiyerlerine ekim yapilarak
kontrol edilmistir. Model gida deneme sonuglari Sekil 4.26 ve Sekil 4.27°de
verilmistir.

Model gida denemesinde Ssiit10.1.1, Ssiit10.2.4, Ssiit12.2.2 ve Ssiitl6.1.1
fajlarindan esit oranda karistirilip olusturulan faj kokteylinin hindistan cevizi siitii
tizerinde etkisine bakildiginda faj karistminin 0. dakikadan itibaren ortamdaki S.
Typhimurium’un  mikroorganizma  yiikiinde  azaltict  etki  gosterdigi
gozlemlenmistir. Faj karisiminin bakteri lizerinde etksine bakildiginda yaklasik

olarak 4 log diisiis oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.26. S. Typhimurium’um model gida ortaminda fajlarla engellenmesi.

Model gida denemesinde E13.2.1, E13.3.2 ve E12.2.1 fajlarindan esit oranda
karistirtlip olusturulan faj kokteylinin hindistan cevizi siitii iizerinde etkisine
bakildigunda faj karigiminin 1. saatten itibaren ortamdaki E. coli O157:H7’nin
mikroorganizma yiikiinde diisiis gdzlemlenmistir. Faj karisiminin bakteri itizerinde

etksine bakildiginda yaklasik olarak 4 log diisiis oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.27. E. coli O157:H7’nin model gida ortaminda fajlarla engellenmesi.

Phongtang vd. (2019) yilinda yaptikalr1 ¢alismada S. Typhimurium P22
fajinin siitte koruyucu etkisi arastirilmigtir. Yapilan model denemesi sonucunda faj
P22’nin siitlerin erken depolanmasi asamasinda 4. saat ve 3. giinde S.
Typhimurium’u 3 log azalttig1 tespit edilmistir.

El Dougdoug vd. (2020) yaptiklar1 ¢alismada, enfekte kan hiicrelerinden
izole edilen Salmonella vb_StyM,EN-1, vb_StyM,EN-2, vb StyS,EN-3 ve
vb_StyP,EN-4 fajlarindan bir faj kokteyli olusturarak igme suyu ve siit ortaminda
4°C’de ve 25°C’de oda sicakliginda S. Typhimurium gelisimi iizerine etkisini
incelemislerdir. Arastirmacilar elde ettikleri bulgulara gore faj kokteylinin 4°C’de
ve oda sicakliginda 24. saat sonunda bakteriyel yiikiin tamamen yok edildigini;
ayrica faj kokteylinin 25°C’de yagsiz siitte 5 log, yagh siitte ise 1 log diisiis
sagladigini belirlemislerdir.

Waturangi vd. (2021) yaptiklari ¢alismada enteropatojenik E. coli’yi enfekte
eden litik bakteriyofajlar1 karakterize edip marul, siit, tofu, tavuk eti ve karides
tizerinde inhibisyon denemesi yapmislardir. Gerg¢ek ornek denemesinde MOI 0,01

degerinde BL EPEC faj1 kullanilmis ve fajin marul ve siit 6rneginde 0,24 log diisiis
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sagladig1 fakat tavuk eti, marul ve karides iizerinde bakteriyel yiikii azaltmadig:
gorlilmiistiir. Literatirde yar alan bu c¢alismalar ve bizim model gida
denemelerinden elde ettigimiz sonuglar dikkate alindiginda, bakteriyofajlarin gida
patojenlerini engellemesi konusunda gida matriksinin ve ortam kosullariin

inhibisyon diizeyleri lizerinde 6nemli etkisinin oldugunu agik¢a géstermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda ¢ig siit 6rneklerinden, gida kaynakli patojen olan E. coli

0157:H7 ve S. Typhimurium’a 6zgii litik bakteriyofajlar izole edilmis ve bu fajlarin

karakterizasyonu saglanmistir. Caligma sonunda:

1.

Bolu ilinin farkli bolgelerinden toplanan 24 adet ¢ig siit 6rneginden 11 adeti S.
Typhimurium’a ve 7 adeti E. coli O157:H7’ye etkili toplamda 18 adet faj
izole edilmistir.

Bu fajlardan, zenginlestirmeler sonucunda yiiksek titreye sahip olan 8 adet S.
Typhimurium ve 5 adet E. coli O157:H7 olmak {izere toplamda 13 adet faj
secilmis ve restriksiyon profilleri belirlenmistir.

Restriksiyon profillerinin belirlenmesinde E. coli O157:H7 fajlar1 EcoRl,
EcoRV, BamHI, Hindlll, Pstl, Xbal, Scal; S. Typhimurium fajlar ise ECORV,
Xbal ve Scal enzimleri ile kesildiklerinde, diger enzimlere gére daha uygun
bant profilleri elde edilmistir.

Restriksiyon profilleri belirlenen bakteriyofajlar, olusturduklari fragmentlerin
biiyiikliiklerine gore 3 gruba ayrilmis ve bu 3 gruptan titresi 108 PFU/mL olan
3 farkli E. coli O157:H7 ve 4 farkli S. Typhimurium faji segilerek gelisme
egrileri, latent donem ve patlama biiyiikliikleri belirlenmistir.

E. coli O157:H7 ve S. Typhimurium fajlarinin optimum MOI degeri 1000
olarak belirlenmistir.

Model gida denemelerindeki sonuglara gore MOI:1000 degerinde hindistan
cevizi siiti ortamda E. coli O157:H7 ve S. Typhimurium patojenlerinin
tamamen inhibe edildigi tespit edilmistir.

Calismanin sonuglar1, E13.2.1, E13.3.2, E12.2.1 fajlarinin E. coli O157:H7;
Ssiit10.1.1, Ssiit10.2.4, Ssiit12.2.2 ve Ssiitl6.1.1 fajlarmin ise S.

Typhimurium suslarina spesifik oldugunu gostermistir.

Gida {iretim proesleri basta olmak {izere tiim gida zincirine gida

giivenliginin saglanmasi amaciyla faj terapi uygulamalarinin 6nemli bir potansiyele

sahip oldugu ve Oneminin her gecen giin daha iyi anlasildigi goriilmektedir.

Bununla birlikte bu konuda halen yapilmasi gereken ¢alismalar oldugu da agikga

goriilmektedir. Bu ¢alismalardan en 6nemlisi ulusal bir bakteriyofaj koleksiyonunn

olusturulmasidir. Bu amagcla giincel faj tanimlama ve yeni siniflandirma yontemleri
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uygulanarak izole edilen fajlarin tim genom dizilimlerinin ¢ikarilarak
simiflandirilmasi, potansiyel kullanim amagl segilen faj genomlarin toksik
genlerin varlig1 acgisindan degerlendirilmesi, sicaklik ve pH faktorlerinden
etkilenme durumlarinin arastirilmasi gerekmektedir. Bu ¢alismalar sonucunda elde
edilecek potansiyeli yiiksek fajlarin E. coli O157:H7 ve S. Typhimurium suslarina

kars1 faj terapi amagli kullanilabilecek bir iiriin gelistirilmesi miimkiin olabilecektir.
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