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oz

Gida kaynakli hastaliklar diinya capinda halk saghgi agisindan buyik bir sorun olarak varhigini
strdiirmektedir. Mikrobiyel kaynakli gida zehirlenmelerinin baginda ise patojenik Salmonella serotipleri
gelmektedir. Bu calismada dilimlenmis meyvelerde de rastlanan Sasmonella Typhimurium’un fajlar ile
inhibisyonu hedeflenmistir. Bunun i¢in atik su, ¢ig siit ve tavuk eti 6rneklerinden izole edilen Salnonella
Typhimurium fajlarinin EcwRV ve Xbal enzimleri ile RELP analizi yapilmis 9 fajdan 4’tintin genomik olarak
birbirinden farklt oldugu tespit edilmistir. Tek agamalt gelisme egrileri ¢tkarilan bu fajlarin latent dénemleri
kisa (5-15 dk), patlama buyuklikleri ise 25-111 PFU/hiicte araliginda bulunmustur. Fajlarin farklt cins
bakterilere karst litik etkisi incelenmis fakat Salnonella disindaki Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere
karst litik etkisi saptanmamustir. Fajlardan hazirlanan kokteyl ile kavunda S. Typhimurium sayisinda MOI
1000 ve 10000 degetlerinde 2 log KOB/g azalis; ananas 6rneklerinde ise MOI 10 ve 100 degetlerinde 1 log
KOB/g azalis tespit edilmistir. Hazitlanan faj kokteylinin gida endustrisinde Salnonella kontroli icin
kullanilabilecek stratejiler arasinda olabilecegi ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Bakteriyofaj, Biyokontrol, Faj terapi, Saimonella Typhimurium

BIOCONTROL OF SALMONELLA TYPHIMURIUM IN FRESH SLICED
FRUITS USING PHAGES

ABSTRACT

Foodborne diseases continue to be a major public health problem worldwide. Pathogenic Salmonella
serotypes atre the leading cause of microbial food poisoning. This study aimed to inhibit Sa/wonella
Typhimurium with phages as biological agents in fruits. RFLP analysis of Sa/monella Typhimurium
phages isolated from wastewater, raw milk and chicken meat samples was performed with EcwRV and
Xbal enzymes. The latent periods of these phages, whose single-stage growth curves were obtained,
were found to be short (5-15 minutes), and their burst size was found to be in the range of 25-111
PFU/cell. The lytic effect of phages against different types of bacteria was examined, but no lytic
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effect was detected against Gram-positive and Gram-negative bacteria other than Salmonella. With
the cocktail prepared from phages, the number of S. Typhimurium in melon decreased by 2 log
CFU/g at MOI 1000 and 10000; In pineapple samples, a 1 log CFU/g dectease was detected at MOI
10 and 100. It has been revealed that the prepared phage cocktail may be among the strategies that
can be used for Salmonella control in the food industry.

Keywords: Bacteriophage, Biocontrol, Phage therapy, Sa/nonella Typhimurium

GIRIS
Taze kesilmis, ¢ig meyve ve sebzelerin tiiketimi ile
iliskili belgelenmis enfeksiyonlarin sayist son
yillarda artmaktadir. Escherichia coli O157:H7,
Salmonella, L. monocytogenes, Shigella, Aeromonas
hydrophila ve Yersinia enterocolitica dahil olmak tizere
cesitli patojen bakteri ve parazit titleri, gida
kaynakli  hastalik  salginlarindan  sorumlu
tutulmaktadir. Ozellikle kontamine domates,
karpuz, taze lahana, havug, salatalik, rezene ve
marul Griinlerinin tiketimi insanlarda salmonelloz
ve listeriosis salginlari ile bagdastiridmistir
(Shashidhar vd., 2007). Salmonella, Dinya Saglik
Orgiitii verilerine gére gida kaynakli enfeksiyon ve
salginlara neden olan patojenler siralamasinda ilk
sirada yer almaktadir. Bu bakteri kiiresel capta
ishalli hastaliklarin 4 temel nedeninden biridir.
Salmonellanin yaklagik 2659 serotipi tanimlanmis
olmakla birlikte, insan enfeksiyonlarinin ¢oguna
neden olan iki serotip S. Typhimurium ve S.
Enteritidis’dir (Halkman, 2019; WHO, 2023).
CGogu enfeksiyon vakasinin, gidalarin hazirlanmasi
sirasinda  olusan kontaminasyon yoluyla veya
kiimes hayvanlari, sigir eti, stit, meyve ve sebzeler
dahil olmak tizere ¢ig veya az pismis gidalarin
tiketiminden meydana geldigi bilinmektedir
(Shang vd., 2021; Khan ve Rahman, 2022).

Gunumizde gida  kaynaklh  patojenlerin
kontaminasyonunu o6nlemek ve kontrol altina
almak icin gida endistrisinde siklikla kimyasal
koruyucular ve tiziksel yontemler
kullanilmaktadir. Ancak bu  yontemler insan
sagligina ve cevreye zarar verebilmekte, gida
kalitesinin bozulmasina neden olabilmektedir
(Sun vd., 2022). Son 30 yilda, 6zellikle de son on
yilda, diinya ¢apinda c¢oklu ilaca direncli bakteriler
hizla artis gbstermis, yeni antibakteriyel ajanlarin
gelistirilmesi  ve  Uretilmesinde  bir  disus
gozlemlenmistir  (Principi  vd., 2019). Ayrica,
kimyasal koruyucularin  kullaniminin  ortadan
kaldirlmasina yonelik artan tiketici talebi de,

dogal antimikrobiyel ihtiyacini da arttirmistir
(Makalatia vd., 2021).

Bakterileri enfekte eden virlisler olarak bilinen
bakteriyofajlar umut verici antimikrobiyel ajanlar
olarak goriilmektedir. Biyosferde tahmini faj
sayisinin -~ 103" oldugu  distintlmektedir. Bu
nedenle, dinyada en ¢ok bulunan organizmalar
olarak kabul edilmekteditler (Chevallereau vd.,
2022). Fajlar, antibiyotiklerle karsilastirildiginda
bol miktarda izolasyon kaynagina, yiksek
Ozgullige, guvenlige ve iyi bir bakteriyostatik
etkiye sahiptir, bu nedenle ilaca direngli bakterileri
kontrol etmek i¢in antibiyotiklere mitkemmel bir
alternatif olarak gorilmektedir (Li vd., 2021).
Guda trinlerinde biyokontrol i¢in kullamlan ¢ogu
litik faj, genellikle ¢evreden izole edilmekte ve
genetigi  degistirilmemektedir. Fajlarin  konak
Ozgulligl nedeniyle, gidada bulunan diger yararlt
mikroflora bozulmadan kalmaktadir. Fajlar cevre
dostu olarak kabul edilmekte ve tiketicilerin pek
cok talebine hitap etmektedir. Ayrica, fajlarin
gidanin organoleptik Szellikleri Uzerinde ¢ok az
etkisi ~ olabilmekte ya da  hi¢  etkisi
bulunmamaktadir (Wessels vd., 2021).

Son yillarda, Intralytix, Micreos Food Safety,
FINK TEC GmbH, Passport Food Safety
Solutions ve Phagelux gibi sirketler Listeria
monocytogenes, Escherichia coli ~ve Salmonella dahil
olmak tizere 6nde gelen gida kaynakli patojenlerin
bazilarini kontrol etmek ic¢in faj bazl Granleri
ticari kullanima sunmustur. Bu fajlar, Genel
Olarak Giivenli Olarak Kabul Edilen (GRAS)
statiisiine sahip ve Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA)
tarafindan onaylanmistir (Endersen ve Coffey,
2020). Bu urlnlerden biri olan SalmoFresh™’in
cam ve paslanmaz ¢elik ylizeylerde, taze
meyvelerde, biitin ve taze kesilmis salataliklarda,
tavuk ve hindi g6gsii pirzolalarinda patojenik
Salmonellayt etkili bir sekilde azaltabildigini
bildirmistir (Woolston vd., 2013; Sharma vd.,
2015; Zhang vd., 2019).
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Guniimiizde tiiketim aligkanliklar degismekte ve
tiketiciler bilinglenmektedir. Daha az veya hi¢
kimyasal icermeyen Urlinlere talebin artmast aynt
zamanda patojenlerle miicadelenin devamlihig
acisindan yeni alternatif teknolojilerin arastirilmast
mecburiyet kazanmaktadir. Bu kapsamda fajlar
hem tiiketici tercihlerini karsilayacak hem de
patojenlerle miicadele edebilecek  biyolojik
materyaller olarak  bu  calismanin
olmugtur. Bugiin firmalarin irettigi ve ticari olarak
satisa  sunulmus olan Urtnlere ilave olarak
alternatif Grtin gelistirilmesi calismanin hedefi
olmustur. Bu calismada taze dilimlenmis paketli
meyvelerde  Salmonella  riskinin  azaltilmasina
yonelik faj etkinliginin arastirilmistir. Bu amacla
marketlerde siklikla dilimlenerek satisa sunulan
ananas ve kavun hedef gdalar olarak
belitlenmistir. Boylelikle artis gosteren titketime
hazir gidalar tzerinde yenilik¢i yOntemlerin
arastirilmast ve patojenlerle miicadelede yeni yerli
triinlerin  gelistirilmesi icin 6nctl bir c¢alisma
yapilmistir.

konusu

MATERYAL VE YONTEM

Kullanilan Bakteri Kultiirleri ve Geligme
Kosullar1

Bu calismada kullanilan Salmonella Typhimurium
susu ve konakct skalasinin  beliflenmesi icin
kullantlan diger E. /i O157:H7 KUEN 1461,
Bacillus cereus ATCC 10876, Bacillus megatarium,
Micrococcns  lutens  (Ankara Universitesi, Gida
Mihendisligi Bélimi, Gida Mikrobiyolojisi
Kiltiir Koleksiyonu), Rbodococcus equi ATCC 6939,
Enterococcus  feacalis ATCC 51559, Staphylococcus
anrens ATCC 6538, Pseudomonas putida DSM 6125,
Psendomonas — aeruginosa  NCTC 12924,  Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Listeria inocua ATCC

33090 suslar, Bolu Abant Izzet Baysal
Universitesi ~ Miihendislik ~ Fakiiltesi ~ Gida
Mihendisligi  Bolimt Gida Mikrobiyolojisi

Kiiltiir Koleksiyonundan (BAIBU GMKK) temin
edilmistir. Ayrica MALDI-TOF ile cins diizeyinde
tanimlanmus yerel izolatlar olan Salmonella RT2-1,
Salmonella RT2-4, Salmonella RT2-5, Salmonella
RT2-6, Salmonella RT2-10, Salmonella RT3-6 suslart

lle  Salmonella Typhimurium ATCC 12023,
Salmonella  Enteritidis ATCC 12694  suslari
Hacettepe Universitesi, Gida Mithendisligi
Bolimi, Kultir  Koleksiyonundan — temin

edilmistir. Suglar -18°C’de %30 (a/h) gliserol (1:1)
karisimi icinde saklanmistir. Suglar, Tryptic Soy
Broth (TSB) icinde, 37°C’de 24 saat inkibe
edilerek aktiflestirilmistir.

Salmonella Typhimurium’a Etkili Fajlarin
Izole Edilmesi, Zenginlegtirilmesi ve
Titrelerinin Belirlenmesi

Faj izolasyonu icin 10 adet ¢ig siit, 3 adet su ve 5
adet tavuk eti olmak tlzere toplam 18 adet
izolasyon materyali kullandmistir.  Cig  siit
ornekleri Bolu ilinin 10 farkll kéyiinden temin
edilmistir. Su 6rneklerini ise, Bolu Abant Izzet
Baysal Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
kanalizasyonu, sehir attk suyu ve kanal suyu
olusturmaktadir. Yerel marketlerden satin alinmis
farklt markalara ait tavuk g6gus etleri de izolasyon
kaynaklart arasinda yer almistir. Cig siit 6rnekleri
icin 100 mL stute %107luk laktik asitten 6 mlL
eklenerek kazeinin ¢Okmesi icin  bir
beklenmis ve daha sonra kaba filtre kagidindan
stiziilmistir. Atk su 6rnekleri ise 8000 g’de 10
dakika santriftj edilmistir (Maal vd., 2015). Tavuk
ornekleri i¢in ise 5 ¢ numune, 5 mL %0.9 NaCl ile
kanstirilmis, ardindan 15000 g’de 5 dakika
boyunca santrifiijlenmistir (Cao vd., 2022). Elde
edilen stipernatantlar, %10 kloroform ilave
edilerek bakteri Uremesi engellenmistir (Acar
Soykut, 2007).

sure

Stipernetantlarda faj olup olmadigini kontrol
etmek icin ¢ift tabaka agar yontemi kullanilmustir.
Bunun icin, TS (Tryptic Soy) yumusak agar (%0.5
agar) icerisine 100 ul aktif Sa/monella Typhimurium
(ODgo:0.5) ve 10 mM CaCl, eklenmis,
kanstirilmis ve TSA tizerine homojen bir sekilde
yayilmustir. Daha sonra, bu Petri kutular tizerinde
belirli bélgelere, elde edilen slpernatantlardan
10’ar uL damlatilmis ve 37°C’de 24 saat inkibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda plak olusumunun
(liziz) goruldugi bolgelerde faj varligr saptanan
ornekler 2X TSB ile ti¢ defa zenginlestirilmistir
(Byun vd., 2022). Bu cift kuvvet besiyeri ile
zenginlestirmeler sonrast muhtemel faj lizatlar
yeniden cift tabaka agar yontemi ile damlatilarak
plak olusumu gézlemlenmistir.

titrelerinin
hacimlerde

Izolasyonu  gerceklestirilen  fajlar
yukseltilmesi icin kucuk
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zenginlestirilmeye devam edilmistir. 10 mM
CaCly, 10 pL. Salmonella Typhimurium ve 100 pL
faj oOrnegi 1.5 mL’lik mikrosantrijiij tiplne
eklendikten sonra faj adsorpsiyonun
gerceklesmesi i¢in oda sicakliginda 10-15 dakika
bekletilmistir. Daha sonra 1 mL TSB besiyeri
eklenmis ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan sonra, 13000 g’de 15
dakika santrifiij sonucu elde edilen stpernatant
steril bir mikrosantrifiij tiipiine aktarlmis ve
tzerine %10 kloroform ilave edilip hafifce
vortekslenerek + 4°Cde muhafaza edilmistir
(Acar Soykut, 2007; Lee vd., 2017).

Titreleri  yiikseltilen fajlarin, titrelerinin
belitlenmesi icin ¢ift plaka agar yOntemi
kullantlmustir. Logaritmik fazda olan Salmonella
Typhimurium, 10 mM CaCl,, 3 mL yumusak agar
ile karstirilarak ve Onceden hazirlanmis ince
tabaka TSA bulunan Petri kutularina yayidmistur.
Petri kutusunda isaretlenmis noktalara, fizyolojik
tuzlu su (FIS) c¢ozeltisi ile 109 ya kadar
seyreltilmis  faj dilisyonlarindan  10’ar  pl.
damlatilmis ve 37°C’ de bir gece inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyon — sonunda  isaretli
noktalardaki faj plaklari sayilmistir (Acar Soykut,
2007; Lee vd., 2017; Shang vd., 2021).

Salmonella Typhimurium Fajlarindan DNA
Izolasyonu

DNA izolasyonu icin, yiiksek titreye sahip faj
suspansiyonlart 33000 g’de 90  dakika
santrifijlenmis ve stipernatant uzaklastirilmigtir.
Elde edilen peletlerden, DNA’larinin izolasyonu
icin Viral DNA/RNA izolasyon kiti (Thermo
Scientific  GeneJET Viral DNA and RNA
Purification Kit) kullanidmistir. DNA izolasyonu,
Viral DNA/RNA izolasyon kitinin protokoliine
gore yapilmistir. zole edilen genomik DNA'larin
kalitesi, nanodrop ile 260 ve 280 nm’de ABS
Olctimleri yapilarak belirlenmistir. Jel igin %0.8lik
agaroz (Merck) ve 1X Tris-acetate-EDTA (TAE;
Thermo Scientific 50X TAE Buffer) tampon
kullantlmistir. Agaroz tamamen ¢6ziinene kadar
¢ozelti mikrodalga firinda kaynatilmig, sogumaya
birakilmistir. Jele son konsantrasyonu 1 pl./mL
olacak sekilde etidyum bromir eklenmis ve jel
yataginda katilasmaya birakilmistir. Katilasan jel
elektroforez  tankina  yerlestirilmistir  ve

kuyucuklara 5 pL. faj DNA-yikleme boyast (6X
DNA Loading Dye; Thermo Scientific) karigimi
yiklenmis ve 60 V/cm'lik bir dielektrik kuvvette
yaklastk 45 dakika yuratilmastir (Acar Soykut,
2007).

Restriksiyon Parga Uzunluk
Polimorfizmi/RFLP Enzim Kesimi

Faj genomlart RFLP analizi icin, EwRV ve Xbal
(Thermo Fisher Scientific, MA, ABD) ile kesime
alinmistir (Mhone vd., 2022). Kesim kosullar,
imalatg talimatlarina gore diizenlenmistir. % 0.8-
1’lik agaroz jele yiiklenen DNA fragmentleri jel
gorintileme cihazi ile géruntilenmistir.

Konakgi Skalasinin Belirlenmesi

Fajlarin  etkili oldugu cins veya tlrlerin
belirlenmesi, ¢ift tabaka agar ydntemine gdre
yapilmistir. Bu amagla 100 pl. bakteri kiltird
yumusak agar ile kanstirtlarak Petri kutusuna
yaylmistir. Bir stire sonra isaretli bolgelere titreleri
yaklastk 108 PFU/mL olan her bir fajdan
damlatilmustir (Guang-Han vd., 2016).

Tek Asamali Gelisme Egrisi ve Adsotpsiyon
Oram

Tek asamali gelisme egrisinin belirlenmesi igin
logaritmik  fazda bulunan konak¢t bakteri
kiltirinden 900 pl. alinarak tizerine titresi 1x108
PFU/mL olan fajdan 100 pL eklenmistir. Faj-
bakteri karistmi 37°C’de 10-15 dakika inkiibe
edilmistir. Siire sonunda adsorbe olmayan fajlar
uzaklastirmak icin 12500 g’de 10 dk santrifij
islemi yapimis ve stpernatant uzaklastirilmistir.
Peletler, TSB besiyerinde ¢6ziildikten sonra faj ve
bakteri karisimi 37°C’de inkiibasyona birakilmus
ve inktbasyonun 0. dakikasindan itibaren ilk
yarim saatte her 5 dakikada bir, 70. dakikaya kadar
ise her 20-30 dakikada bir 6rnek alinarak cift
tabaka agar yontemi ile faj sayisi belirlenmistir. Faj
titrelerinin sabit kaldig1 siire latent d6nem olarak
tespit edilmistir. Artarak sabit kalan faj sayisinin
latent dénemdeki faj sayisina oranlanmasiyla faj
patlama buytkligi olarak belitlenmistir (Acar
Soykut, 2007; Peng ve Yuan, 2018).

Fajlarin adsorpsiyon hizlarinin belirlenmesi igin
Kropinski vd. (2009)nin  kullandigt y6ntem
kullanllmistir.  Log fazindaki kaltirler, 106
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KOB/mL. olacak sekilde seyreltilmistir. Konaket
kiltir ve faj MOI 0.1 olacak sekilde karistirilmus
ve 10 dakika boyunca 37°C'de inkiibe edilmigtir.
Inkiibasyon sirasinda 1 dakikalik araliklarla 50 L
karisimdan alinarak buz akist icerisinde bekleyen
950 ul. CASO icerisine eklenmistir. Seri
dilisyonlar yapilarak stpernatandaki konakctya
absorbe olmamis fajlarin titreleri belirlenmistir.
Asgagidaki esitlik kullanilarak fajlarin adsorpsiyon
hiz sabiti (k) degerleri belirlenmistir.

k=[(2.3/ Bx0]X[log (Po/P)]
Adsorpsiyon orant: [(Po—P) /Pg)] X100

Esitlikte verilen k, adsorpsiyon hiz sabiti; B,
bakteri konsantrasyonu; Po, baglangic faj titresini;
P, son faj titresini; t, faj titresi Po’dan Pye
distinceye kadar gegen zamant temsil etmektedir.

Gida Denemesi

Kavun ve ananas 6rnekleri Bolu ilinde bulunan
yerel bir slpermarketten sattn alinmistir.
Orneklerin  kabuk kisimlart  %75lik  alkolle
sterilize edildikten sonra, yine steril bir bicak
yardimtyla kabuklar uzaklastirilmistir. Kabuklart
uzaklastirilan 6rneklerin yenilebilir kistmlarindan
10 g agirliginda parcalar kesilmis ve steril Petri
kutularina yetlestirilmistir. Daha sonra ST1, ST2,
ST3, ST5 kodlu fajlardan olugan faj siispansiyonu
farklt MOI degerlerinde (10, 100, 1000 ve 10000)
Salmonella  Typhimurium (108 KOB/mL) ile
karistirlarak  faj-bakteri karisimi hazirlanmustir.
Kontrol gruplarina faj karigimi yerine TSB
besiyeri koyulmustur. Bakteri faj karigimlar
hazirlandiktan sonra kavun ve ananas pargalar
tzerine 1’er ml. bu karisimdan eklenmis ve bir
Drigalski spatiilit yardimiyla yayilmustir. Daha
sonra Ornekler 37°C'de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda her numune,
90 mlL FTIS iceren stomacher torbalarina
aktarilmis ve 2 dakika boyunca homojenize
edilmistir. Sert diliisyonlar yapilarak XIL.D (Xylose
Lysine Deoxycholate) agarda yayma kaltir
yontemiyle ekim yapilimus, 37 °C'de 24 saat inktbe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda bakteri sayilart
belirlenmis  ve  fajlarin  etkinligi  ortaya
konulmustur (Byun vd., 2022).

SONUC VE TARTISMA

Gunimuzde marketlerde taze ve dilimlenmis
tiketime hazir meyvelerin satisina daha fazla
rastlanmaktadir.  Bu  drinler gerek  kendi
kabuklarinin  tasidigt mikrobiyel yik gerekse
kesimde kullanilan bicaklar nedeniyle kontamine
olmaktadir. Dolayistyla bu urtnlerde
karsilagilabilecek  patojenik  bir  Salmonella
serotipinin engellenmesi icin antimikrobiyel ajan
olarak fajlarin kullanimi tercih edilmis ve bu
calisma gerceklestirilmistir.

Faj Izolasyonu

Salmonella hala dinya c¢apinda salginlara neden
olan ve insan  saghgim  tehdit eden
mikroorganizmalarin basinda gelmektedir. Gida
givenligine yonelik yenilik¢i yaklasimlar fajlarin
biyokontrol ajanlart olarak kullanilabilirligini
arastirmaktadir.

Bu calismada 18 farkli ¢ig siit (10), atik su (3) ve
tavuk eti (5) Orneklerinden S. Typhimurium’a
etkili fajlarin izolasyonu belirtilen ¢ift tabaka agar
yontemi ile tespit edilmistir. 1zole edilen faj
kodlart ve izolasyon materyalleri Cizelge 1’de
verilmistir.

Cizelge 1. Kullanilan Salmonella fajlart
Table 1. Salmonella phages used

Faj Kodu / Izolasyon Kaynag: /

Phage Code Isolation Source
ST1 Cig Stut Raw milk
ST2 Cig Stt Raw milk
ST3 Atk Su Waste water
ST4 Tavuk Eti Chicken meat
ST5 Cig Sut Raw milk
ST6 Cig Sut Raw milk
ST7 Cig Stt Raw milk
ST8 Cig Sut Raw milk
ST9 Cig Sut Raw milk

Cizelge 1’de yer alan fajlar izolasyondan sonra
zenginlestirme  islemine tabi tutulmus ve
titrelerinin yitkselmesi saglanmistir (Sekil 1).



Salmonella Typhimurium’un fajlarla biyokontroli

Sekil 1. Faj plaklart
Figure 1. Phage plagues

Konaker bakteri olarak §. Typhimurium susu
kullanilarak toplanan 18 adet 6rnekten 9 adet fajin
izolasyonu saglanmistir.  Yapilan ¢alismalara
bakiddiginda, Abdelsattar vd. (2021), benzer
olarak  Salmonelldya  etkili faj ZCSE6’nin
izolasyonunu ¢ig siitten saglamistir. Cig siit
disinda  Salmonella’ya etkili fajlarin - izolasyonu
agitlikll  olarak kimesler ve bunlarla iligkili
materyallerden saglanmistir  (Wongsuntornpoj
vd., 2014). Ayrica arastirmacilar tavuk ve domuz
diskist  (Huang vd., 2018a), tavuk atik
kanalizasyonu (Bao vd., 2011), toprak (Shang vd.,
2021), tath su (Guo vd., 2021), atk su
kanalizasyonu ve aritma tesisi (Huang vd., 2018b)

gibi farkli ortamlardan ve materyallerden
Salmonellaya  etkili  fajlarin izolasyonunu
gerceklestirmislerdir.

Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi ile
Fajlarin Siniflandiriimasi

Taze dilimlenmis meyvelerde fajlarin etkinligini
kontrol etmek tizere izole edilen fajlardan farkl
RFLP sablonuna sahip olanlardan bir faj kokteyli
olusturulmustur. Bu amacgla Oncelikle  faj
genomlart, EwRV ve Xbal enzimleri ile kesime
tabii tutulmustur. Enzim kesimi sonucu reaksiyon
karigimt jele yiiklenmis ve DNA fragmentleri
goriintilenmigtir. Faj DNA’larinin ilgili enzim ile

kesim sonucu elde edilen jel gérunttleri Sekil 2 ve
Sekil 3’te verilmistir.

EwRV ile yapilan kesim sonugclarina bakildiginda
1., 2. 3. ve 5. kuyucuklarda farkli fragmentlerin
olustugu tespit edilmistir (Farklilk g6steren
fragmentler sekil tzerinde kirmizi ok ile
gosterilmistir). Elde edilen kesim profiline gére 2.
kuyucukta bulunan yaklagik 4268 bp’lik fragment
buyiikliginin diger kuyucuktakilerden az oldugu,
3.  kuyucuktaki yaklastk 1375-1584 bp’lik
fragmentlerin 1. ve 2. kuyucuktakilerden farkh
oldugu, 5. kuyucukta ise diger genomlarda olusan
ilk bantlarin olugsmadigr gortlmustir (Sekil 2).
Olusan fragmentlerin toplamina gore ise genom
buytklikleri yaklasik olarak ST1 66005 bp, ST2
60911 bp, ST 3 63910 bp ve ST5 23980 bp
buytkligiine sahip bulunmustur.

Xbal enzimi ile yapilan kesime bakildiginda 1, 2 ve
3. kuyucuklarin ilk DNA bantlarinda yogunluk
tespit edilmistir. Yaklasik 3000 bp’lik fragmentin
1. kuyucukta olmadigt ve diger kuyucuklardaki
fragment  buyukliginden  farkli  oldugu
gorilmistir. Yine 1, 2 ve 3. kuyucuklardaki
kesim profiline bakildiginda kesim enziminin 3.
kuyucukta bulunan 6rnekte daha fazla fragment
(vaklastk 1584 bp’lik ve daha kii¢ik fragmentler)
olusturdugu anlagilmistir. Xbal enzimi ile yapilan
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kesim sonucunda olugan fragment buytikltiklerine
gore ise ST1 69566 bp, ST2 74970 bp ve ST3
75474 bp buyikligline sahip bulunmustur. Her
iki  kesim sonucunda elde edilen genom
buyuklukleri birbirine yakin bulunmustur. Sonug

olarak farklilik gOsteren faj genomlari kesim
profillerine gbre gruplandirilmis ve gruplar
DNA’larin  bulundugu kuyucuk sirasina gore
Cizelge 2’de verilmistir.

Sekil 2. EcwRYV ile kesim sonucu (DNA’larin kuyucuklardaki yiiklenme sirast: M: Marker, 1: ST1, 2: ST2,
3: ST 3, 4: ST4, 5: ST5, 6: ST6, 7: ST7, 8: ST8, 9: ST9)
Figure 2. DNAs subjected to restriction digestion with enzymes EcoRV” (The loading order of DNA in the wells: M:
Marker, 1: ST1, 2: §12, 3: ST 3, 4: $T14, 5: ST5, 6: $16, 7: §T17, §: ST8, 9: §19)

-

bp M 1

3 4

3 6 7 89

Sekil 3. Xbal enzimi ile kesilen DNA’lar (DNA’larin kuyucuklardaki yiiklenme sirasi: M: Marker, 1:
ST1, 2: ST2, 3: ST 3, 4: ST4, 5: ST5, 6: ST6, 7: ST7, 8: ST8, 9: ST9)
Figure 3. DNAs subjected to restriction digestion with enzymes Xbal (The loading order of DNA in the wells: M:
Marker, 1: ST1, 2: §12, 3: ST 3, 4: ST14, 5: ST5, 6: $16, 7: ST17, 8: ST8, 9: §T19)
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Cizelge 2. Restriksiyon enzim kesimi sonucuna gore farkl faj gruplar
Table 2. Different phage groups according to the results of restriction engyme digestion

E¢RV enzim kesimine Gruplarin yaklasik Xbal enzim kesimine gére Gruplarin yaklasik
gore gruplar / genom buyuklikleri / gruplar genom buytklukleri /
Groups according to EcoRT” Approximate genome / Groups according to Xbal Approximate genome sizes
restriction digestion siges of the groups restriction digestion of the groups
Grup 1:1 66005 bp Grup 1: 1 69566 bp
Grup 2: 2 60911 bp Grup2:2,3,4,6,7,8,9 67004-86927 bp
Grup3:3,4,6,7,8,9 50766-73265 bp Grup 3: 5 -
Grup 4: 5 23980 bp

EcwRV ve Xbal enzim kesimlerine gére ise kesim
sonuglart farklilik gbsteren ST1, ST2, ST3, ST5
fajlar, faj kokteyli olusturmak Uzere secilmistir.
Huang vd., (2018b) Salmonellaya etkili fajlarin
RFLP analizi icin EwRIl, EwRV ve Hindlll
enzimlerini  kullanmuglardir.  Faj LPST70un
DNA'st E«RI ve ¢alismamizdaki gibi EcwRV ile
kesilebilitken, Hindlll tarafindan kesilememistit.
LPST10" un genom boyutunun, fragment
buytkliklerine  gére  47.66 kb  olarak
hesaplanmustir. Calismamiza benzer olarak Kim
vd. (2012) Salmonella faji olan SS3e’nin genomik
dizi analizi sonucunda genom biytikligini 40793
bp; Li vd. (2020) ise BPSELC-1 Salmonella fajinin
genom buyiikligini 86996 bp olarak bulmustur.
Lopez-Cuevas  vd. (2011) caligmalarinda ise

Hindlll ve EcRV enzimleri ile yaptiklart kesimde
Hindlll enziminin sinith fragment olusturdugunu
ancak EwRV'in, dort faj Uzerinde birka¢ DNA
fragmenti  olusturdugunu  belirtmistir.  Bu
calismada ise ilgili enzim ile kesim sonucunda 14
ile 27 arasinda fragment olusumu ile
karsilasilmistir. Bu durum ayni konaketya etkili bu
fajlarin birbirinden farkli oldugunu géstermistir.

Konakgi1 Skalasinin Belirlenmesi

Fajlarin enzim kesimi sonuglarina gore farkli
olanlari secilmis ve bu fajlarin farkli konakeilara
karst littk aktivitelerinin varligt arastirilmugtir.
Kullanilan konake¢tlar ve damlatma sonuglart
Cizelge 3’te verilmistir.

Cizelge 3. Fajlarin konake1 araligt
Table 3. Host range of phages

Konakgt Bakteriler / Host Bactetia ST1 ST2 ST3 ST5
Salmonella Typhimurium, BAIBU GMKK + + + +
Salmonella Typhimurium ATCC 12023 + + + +
Salmonella Enteritidis ATCC 12694 + + + +
Salmonella RT2-1 + + + T
Salmonella RT2-4 + + + T
Salmonella RT2-5 + + + T
Salmonella RT2-6 + + + T
Salmonella RT2-10 + + + T
Salmonella RT3-6 + + + T

Escherichia coli O157:H7 KUEN 1461

Bacillus cereus ATCC 10876

Bacillus megatarinm, BAIBU GMKK

Micrococcus lutens

Rhodococcus equi ATCC 6939

Enterococcus feacalis ATCC 51559

Staphylococcus anrens ATCC 6538

Pseudomonas putida DSM 6125

Pseudomonas aernginosa NCTC 12924

Listeria monocytogenes ATCC 7644

Listeria inocua ATCC 33090

+: Fajlarin bakteriye litik etkisi gbzlemlenmistir. -: Fajlarin bakteriye karst litik etkisi gézlemlenmemistir.
+: The Iytic effect of phages on bacteria has been observed. -: No tic effect of phages against bacteria was observed.
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Cizelge 3’te de belirtildigi tzere fajlar Salmonella
spp. disindaki diger bakterilere karsi litik etki
gOstermemistir.  Ancak  fajlanin  ¢alismada
kullandan Sa/monella Enteritidis’e ve yerel izolat
olan  Salmonella  titlerine de etkili oldugu
gorilmustir (Sekil 4). Benzer olarak Carey-Smith
vd. (2000) izole ettikleri FGCSSal fajiun 3 farkl
Salmonella Typhimurium susuna ve ayni zamanda
iki farkli §. Enteritidis susuna etkili oldugunu

ancak S. Infantis, S. Menston, . Saintpaul
suslarina etkili olmadigini tespit etmistir. Bu
calismadan farklt olarak Bielke vd. (2007) izole
ettikleri Salmonella fajlaniun E. coli ve Klebsiella
oxytoca bakterilerini de enfekte ettigini tespit etmis
ve faj konak araliginin her zaman cinsle sinirl
olmadigint bildirmiglerdir.

Sekil 4. Fajlatin Salmonella Typhimurium ATCC 12023'e karg litik etkisi (1: ST1, 2: ST2, 3: ST3, 4:ST5)
Figure 4. Lytic effect of phages against Salmonella Typhimurinm ATCC 12023 (1: ST1, 2: §12, 3: T3, 4:5T5)

Tek Asamali Gelisme Egrisi ve Adsotpsiyon
Oram

Fajlarin patlama btyukliikleri, latent dénemlerinin
belirlenmesi, adsorpsiyon oranlarinin belirlenmesi
faj enfeksiyonun 6nemli parametreleridir. Fajlarin
tek agsamali gelisme egrileri ¢ikarilarak  bu
parametrelere ait sahip olduklart degetler tespit
edilebilmektedir. Fajlara ait gelisme egrileri Sekil
5’te vetilmistir.

Verilen gelisme egrilerine gbre fajlarin patlama
buytklikleri ve latent dénemleri hesaplanmistir.
Buna gore ST2 fajinin latent dénemi 15 dakika
diger fajlarin ise latent dénemleri 5 dakika olarak
bulunmustur. Patlama buyiklikleri ise ST1’in 25,

ST2nin 66; ST3un 100 ve ST5in ise 111
PFU/hiicre olarak bulunmustur.

Fajlara ait zamana karst faj titresini gosteren
adsorpsiyon grafikleri Sekil 6’da, bu fajlara ait
adsorpsiyon hiz sabitleri ve adsorpsiyon oranlari
Cizelge 4’te verilmistir.

Huang vd. (2018b) izole ettikleri LPST10 fajinin
latent dénemini 10 dk, patlama buyikligini ise
101 PFU/mL olarak belitlemistit. Bu degetler
calismamizda bulunan degerler ile benzerlik
gostermektedir. Yine benzer olarak Lu vd. (2020)
attk sudan izole ettikleri vB_SenS_SE1 kodlu
Salmonella fajinin  patlama buyukligini hicre
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basina 19 PFU olarak bulmustur. Petsong vd.
(2019) ise S. Enteritidis’e etkili faj karigiminin
patlama  buyikligina  97.7  PFU; .
Typhimurium’a etkili faj karmsiminin patlama
buyiikligini ise hiicre basina 173.7 PFU olarak
bulmustur. Fajlarin latent dénemlerini ise 15 ile 45
dakika araliginda bulmustur. Yan vd. (2020)’de
benzer olarak LPSEYT"in adsorpsiyon oranint 10
dakikada %95 olarak bulmustur. Patlama
buyukligiini ise hiicre bagina 133123 PFU olarak
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hesaplamistir. Sritha ve Bhat (2018) ise ®Stp1’in
adsorpsiyon oranint %97 olarak bulmustur. Yine
bu fajin latent siiresi 30 dakika ve patlama
buyukliguni 37 PFU /hicre olarak bulunmustur.
Latent dénemi kisa ve patlama buyikligi fazla
olan fajlar gidalarda biyokontrol amach kullanim
icin istenen o6zelliklerdir. Calismamizda secilen
fajlar kisa latent doneme sahip, genel olarak
yitksek patlama biytkligh gosteren ve yaklasik
%99 adsorpsiyon oranina sahip fajlardur.
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Sekil 5. Fajlarin gelisme egrisi
Figure 5. Growth curve of phages
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Sekil 6. Fajlarin adsorpsiyon grafikleri
Figure 6. Adsorption graphs of phages
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Cizelge 4. Fajlara ait adsorpsiyon hiz sabitleri ve oranlari
Table 4. Adsorption rate constants and ratios of phages

Adsorpsiyon Hiz Sabiti

Faj / Phage (mL/dk) / Fajlarin Adsorpsiyon Oranlart (%o)
Adsorption Rate Constant /| Adsorption Rates of Phages (%)

(mL] min)

ST3 6.9x108 99.9

ST2 6.9x108 99.9

ST1 4.88x108 99.25

ST5 19.06x10-# 99.7

S. Typhimurium Fajlarinin Gida Ortaminda
Etkinliginin Belirlenmesi

S. Typhimurium’un taze dilimlenmis meyvelerde
gelisiminin engellenmesi i¢in segilen ST1, ST2,
ST3 ve ST5 fajlarindan bir karisim hazirlanmustir.
Bu karisim ile dilimlenmis kavun ve ananas
érneklerinde MOIT 10, 100, 1000 ve 10000
degerlerinde denemeler yapilmustir  (Sekil 7).
Deneme  sonuglarna  gbére  kavunda  S.

(4

(-
"

. 2

p———

|

Typhimurium sayisinda MOI 1000 ve 10000
degerlerinde 2 log KOB/g azalis belirlenmistir.
Ananas  érneklerinde ise MOI 10 ve 100
degerlerinde 1 log KOB/g azalis tespit edilmistir.
Analiz sirasinda konaket bakterinin  baslangic
konsantrasyonunun disiik tutulmasi ile yapilacak
denemelerde daha iyi sonuglarin elde edilecegi
dustnilmektedir.

'g 4

Sekil 7. Analiz i¢in hazirlanan ananas ve kavun 6rnekleri
Figure 7. Pineapple and melon samples prepared for analysis

Guo vd. (2021), cesitli gida 6rnekleri ile yaptiklar
calismalarinda faj LPSTLL ile sttte Salmonella
sayisinda 2.8 log KOB/mL’lik bir azalis elde
etmislerdir. Islam vd. (2019) ise hem buzdolab:
hem de oda sicakhginda Salmonella’ya karst
LPSTLL, LPST94 ve LPST153 fajlart ile
hazirladiklart kokteylin etkinligini arastirmislardir.
Calismada her iki sicaklikta Salmonella sayisinda 3
log/KOB azalis saglanmustir. Huang vd. (2018b)
LPST10 fajt ile farkli gidalarda yaptiklar
denemelerde Salmonella sayisinda sttte 4 log

KOB/mL, sosiste sirastyla 4 ve 28 °C'de 1.8 log
KOB/6rnek ve 1.1 log KOB/6rnek ve marulda
MOI 100 degerinde 1.9 ile 2.7 log KOB/cm?
azalis elde etmislerdir. Thung vd. (2017), meyve
sularinda yaptiklari calismada 4°C'de 48 saatlik
inkiibasyonun ardindan S. Enteritidis sayisinda
yaklastk 2 log KOB/ml'lik bir azalis elde etmistit.
Yapilan calismalarda kullanilan serotipler, MOT
degerleri, sicaklik vb. analiz parametreleri
degisiklik g6stermektedir. Netice olarak elde
edilen inhibisyon degetleri calismamizda elde
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edilen degerler ile benzerlik gbstermektedir. Bu
sonuclar fajlarin biyokontrol amaclt
kullandabilirligini g6stermektedir.

Bu calismada gida kaynakli zehirlenmelerin
basinda gelen Salmonella serotiplerinden biri olan
Salmonella Typhimurium’un fajlarla inhibisyonu
hedeflenmistir. Bu amacgla ¢ig siit, atik su ve tavuk
eti 6rneklerinden izole edilen fajlarin izolasyonu
saglanmistir. 1zole edilen 9 fajin DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. DNA’larin EwRV ve Xbal
enzimleri ile kesimi saglanmus ve elde edilen kesim
profillerine goére farkli olan fajlarin  sec¢imi
saglanmustir. Fajlardan 4 tanesi farkli olarak
bulunmustur. Bunlar ST1, ST2, ST3, ST5 kodlu
fajlardir. Bu fajlarin gelisme egrileri ¢ikarilmis,
patlama buytklikleri ve latent dénemleri tespit
edilmigtir. Latent dénemleri kisa (5-15 dk.)
bulunan fajlarin patlama buyiklikleri cesitlilik
gOstermistir. Patlama buytklikleri 25 ile 111
PFU/hiicre arasinda degismektedir. Fajlarin farklt
cins bakterilere karst litik etkisi incelenmis fakat
analizde Salmonella spp. disinda kullanilan diger
bakterilere karst litik etkisi saptanmamistir.
Fajlardan hazirlanan kokteyl ile ananas ve kavun
gibi tliketime hazir dilimlenen meyvelerde .
Typhimurium’a karst littk etki incelenmistir.
Denemelerde MOI 10, 100, 1000 ve 10000
degerlerinde faj ve bakteri karisimi kullanilmustir.
Analiz sonucunda kavunda S. Typhimurium
saytsinda MOT 1000 ve 10000 degerlerinde 2 log
KOB/g azalis belirlenmistir. Ananas 6rneklerinde
ise MOI 10 ve 100 degetlerinde 1 log KOB/g
azalis tespit edilmistir. Kokteyle girecek faj
sayisindaki artis, bu fajlarin farkli antimikrobiyel
ajanlar ile kullanilmasi ve baslangic bakteri
yukiindeki degisimler elde edilecek sonuglart
olumlu y6nde degistirecektir. Elde edilen sonuglar
fajlatin  g1da endistrisinde biyokontrol amach
kullanilabilecegini g6stermektedi.

TESEKKUR
Bu galigma, TUBITAK-1002 programi, 1200250
numaralt proje ile gerceklestirilmistir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazatlarin, baska kisiler ve/veya kurumlar ile ¢cikar
catismast bulunmamaktadur.

YAZAR KATKILARI

Seyma Betil ENCU, Asli YILDIRIM ve Selin
AKBAS deneysel calismalari gerceklestirmistir.
Esra ACAR SOYKUT ve Ibrahim CAKIR
verilerin degetlendirilmesi, makalenin yazimi ve

kontrolii  agamalarina  katki  saglamuslardur.
Yazarlar makalenin  son  halini  okuyarak
onaylamuslardir.
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