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ONSOz

Salmonella infeksiyonlar1 tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de kanatli hayvan
yetistiriciliginin en énemli problemlerinden birisidir ve kanatli hayvanlarda, verim
diisiikliiklerine, onemli hastalik tablolarina ve Oliime neden olan zoonoz bir
infeksiyondur. Insanlarda gida kaynakli enfeksiyonlar arasinda oldukca dnemli olan
Salmonella infeksiyonlar1 igin kanatli hayvanlar, en 6nemli bulasma kaynagidir.
Insanlarda agirlikli olarak Salmonella Enteritidis ve Salmonella Typhimurium
serotiplerinin izole edilmesi, kanatlilarda da bu iki serotipe yogunlasilmasina neden
olmustur. Bununla beraber, 6zellikle Salmonella Infantis halen en yaygin dérdiincii
serotip olarak onemini korumaktadir. Tiirkiye’de ise yapilan gesitli calismalar da en

sik izolasyonu yapilan serotipin S. Infantis oldugu bildirilmistir.

Ozellikle Salmonella’larda artan antimikrobiyal direng, bu enfeksiyonun
Oonlenmesi ve kontrol edilmesinde alternatif tedavilere ilginin artmasma sebep
olmustur. Bakteriyofajlarin insanlarda tedavi amagla kullanimi uzun yillardan beri
bilinmektedir. Bakteriyofajlar bakterileri enfekte eden ve o6ldiiren viruslardir ve

konak spesifitelerinden dolayi, diger mikrobik popiilasyonlar: etkilemezler.

Bu tez calismasinda, Tiirkiye’de en ¢ok izole edilen kanatli Salmonella
serotipi olan S. Infantis’in bakteriyofajlar1 izole edildi ve bu fajlarin konak
spektrumu belirlendi. Ayrica ¢alismada izolasyonu yapilan ve konak araligi

belirlenen bu fajlarin etki, yasam ve saklama siireleri saptandi.

Doktora 6grenimin siiresince biiyiik destegini gordiigiin tez danismanim Dog.
Dr. H. Kaan MUSTAK ’a, egitimim ve tez asamasinda katkilarindan dolay: basta
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bagskan1 Prof. Dr. Hakan YARDIMCI olmak {izere,
degerli 6gretim Uyeleri Prof. Dr. Miijgan 1IZGUR, Prof. Dr. Mehmet AKAN, Prof.
Dr. Baris SAREYYUPOGLU na, her konuda yardimlarimi esirgemeyen Prof. Dr.
Aykut OZKUL’a ve Prof. Dr. I. Safa GURCAN’a, Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’ndaki calisma arkadaslarima ve babam Selahattin YAVRUCU, annem Sehri
YAVRUCU ve degerli esim Yasin TORUN’a tesekkiirlerimi borg bilirim.
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1. GIRIS

Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de kanatli hayvan yetistiriciliginin en dnemli
problemlerinden birisi Salmonella enfeksiyonlaridir (Aksakal, 2003). Salmonella
enfeksiyonlar1 kanatli hayvanlarda, verim diisiikliiklerine, 6nemli hastalik tablolarina
ve O0lume neden olan zoonoz bir enfeksiyondur. Ayrica insanlarda gida kaynakli
enfeksiyonlar arasina olduk¢a onemli olan Salmonella enfeksiyonlar: igin kanath
hayvanlar, en 6nemli bulasma kaynagidir. Bundan dolay1 bu bakterilerin tavuklardaki
varlig1 kanath yetistiriciliginden halk sagligina kadar bir¢cok alani ve sektorii direkt
etkilemektedir. Kanatli hayvanlarda Salmonella enfeksiyonlarinin kontrolii ve
hastalik nedenli kayiplarin 6nlenmesi igin etkili bir kontrol program: gerekmektedir.
Bu sebeple bu enfeksiyonlarin 6zellikle kanatli {iretiminde onlenmesi igin kontrol
programlari uygulanmaya baslanmistir. Salmonella kontrol programlarinin
baslatilmasi ile bu enfeksiyonlarin siirekli izlenmesi, teshiste ve kontrolde alternatif
uygulamalarinin gelistirilmesi 6nem kazanmistir (Akan, 2008; lzgur, 2002; Izgdr,
2006; Quin ve ark., 1999 ve Sengiil ve Tiirkyilmaz, 2007).

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan Salmonella’lar, Gram negatif, kisa
ve kuglk comaklar olup, bu familyanin genel Ozelliklerini tasirlar. Genellikle
laboratuvar besi yerlerinde kolaylikla iireyebilen bu bakteriler sporsuz, kapsulsiz,
Salmonella Pullorum ve Salmonella Gallinarum hari¢ hareketli (peritrik flagellaya
sahip), biyokimyasal aktiviteleri ylksek, H2S olusturabilen ve laktozu fermente
edemeyen bakterilerdir. Salmonella’lar genis tireme sicakliginda tireme kabiliyetinde

olup optimal iireme sicakliklart 35-37°C arasindadir (Izgir, 2002 ve lzgir, 2006).

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan Salmonella genusu igerisinde son
siniflandirmaya gore Salmonella enterica ve Salmonella bongori olmak tizere iki tir
bulunmaktadir. Salmonella enterica tiri iginde ise yedi alt tiir bulunmaktadir. Bu
gruplar S. enterica subsp. enterica (I), S. enterica subsp. salamae (Il), S. enterica
subsp. arizonae (llla), S. enterica subsp. diarizonae (lllIb), S. enterica subsp.
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houtenae (IV), S. enterica subsp. bongori (V), S. enterica subsp. indica (VI)’dir.
Kanatli hayvanlarda hastalik olusturan ve bunlardan izole edilen Salmonella’larin
birgogu S. enterica subsp. enterica (I) alt grubundadir ve bu alt grupta birgok serotip
bulunmaktadir. Salmonella genusu Uyeleri, sahip olduklar1 polisakkarit yapidaki ‘O’
somatik, protein yapidaki flagellar ‘H’ ve yiizeysel antijenlerinin farkliliklara gore
serotiplere ayrilmiglardir (lzgur, 2002 ve lzgur, 2006). Yayinlanan son raporda
Salmonella genusu igerisinde 2610 serotip oldugu bildirilmistir. Bu serotiplerin
2587’si S. enterica igerisinde 23’0 ise S. bongori igerinde yer almaktadir
(Guibourdenche ve ark., 2010).

Kanatlilarda infeksiyona neden olan Salmonella serotipleri konak spesifik ve
konak spesifik olmayanlar olmak tzere iki temel bolimde incelenir. Konak spesifik
serotipler, S. Paratyphi ve S. Typhi (insanlarda), S. Gallinarum/S. Pullorum (kanatl
hayvanlarda), S. Dublin (sigirlarda), S. Cholerasuis (domuzlarda), S. Abortusequi
(atlarda) ve S. Abortusovis (koyunlarda) serotipleridir. Konak spesifik olmayan
Salmonella serotipleri arasinda yer alanlara 6rnek olarak S. Infantis, S. Enteritidis, S.
Typhimurium, S. Virchow, S. Hadar, S. Agona, S. Thompson sayilabilir (Akan,
2008). Genellikle konak spesifik olmayan Salmonella serotipleri kanatlilarda Paratifo
enfeksiyonlarina neden olur ve paratifoid etkenler olarak bilinirler. Paratifo
enfeksiyonlart ¢ok sayida Salmonella serotipi tarafindan olusturulur ve Ulkeden
ulkeye bu serotiplerin dagilimi farklilik gosterebilmektedir. Kanatli iriinleri ile
bulasan insan Salmonellozis’in %70’e yakini bu paratifoid etkenlerden ileri
gelmektedir. Kanatli iiriinlerine Salmonella etkenlerinin bulagmasi, kesimhanelerde
kanath etlerine digski-karkas ve yumurtalara ise diski-kabuk seklinde olmaktadir.
Insanlara bulasmada ise en 6nemli rolii tavuk eti ve bulasik yumurta {istlenmektedir
(Akan, 2008 ve lzgir, 2002).

Dinya genelinde insanlarda Salmonellozise neden olan ve insan vakalarindan
izole edilen en yaygin serotipler S. Enteritidis ve S. Typhimurium olarak

bilinmektedir. Ancak son yillarda iilkelerde yiiriitiilen kontrol ve asilama pogramlari
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ile bu serotiplerin sikliginda azalma meydana geldigi ve basta S. Infantis olmak tzere
diger serotiplerin sikhigmin arttig: bildirilmistir. Ozellikle S. Infantis serotipi,
1970’lerden bu yana Finlandiya, Arjantin, Brezilya, Kanada, Macaristan, Japonya,
Avusturalya, Brezilya, Hollanda ve Rusya gibi diinyanin bir¢ok iilkesinde rapor
edilmis ve Macaristan ve Japonya’da ise broylerlerde en yaygin serotip oldugu
bildirilmistir (Miller ve ark., 2010).

European Food Safety Authority (EFSA)’nin son raporunda (EFSA, 2017),
gida kaynakli enfeksiyon vakalarinda Salmonellozis ikinci sirada yer almaktadir. Bu
raporda insanlarda en yaygm Salmonella serotipleri sirasiyla S. Enteritidis, S.
Typhimurium, monofazik S. Typhimurium ve S. Infantis olarak bildirilmis ve S.
Infantis dordlnci sirada yer almistir. EFSA’nin son raporunda, S. Infantis’in neden
oldugu insan vaka sayisinda Onceki yillara kiyasla azalma tespit edildigi
bildirilmesinde ragmen S. Infantis’in halen 6nemini korudugu bildirilmistir. Bununla
beraber raporda son 5 yilda tavuklarda en yaygin goriilen serotipin S. Infantis
(%33,6) oldugu ve bunu S. Enteritidis (%15,8) ve S. Mbandaka (%6,7)’nin izledigi
bildirilmistir. Ayrica S. Infatis’in ¢ogunlukla broyler ve hindi iiretim zincirlerinden
izole edildigi, yliksek diizeyde c¢oklu ilag direnci nedeniyle 6dnemli bir halk sagligi
sorunu teskil ettigi belirtilmistir (EFSA, 2017). Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda ise
tavuklardan izole edilen en yaygin serotipin S. Infantis oldugu bildirilmistir
(Bugdayct, 2007; Giilesen ve ark., 2015 ve Sahan ve ark., 2012).

Prokaryotlarin viruslart olarak da nitelendirilebilen bakteriyofajlar, bakterileri
infekte eden genellikle virus ozellikleri tasiyan ajanlardir. Mikrobiyal dengenin
diizenlenmesinde kilit rol oynayan fajlar, diinyada en yaygmn yasam formu olarak
kabul edilirler (Abedon, 2008 ve Kutter, 2001). Her faj partikili (virion olarak da
adlandirilir), genomun etrafin1 ¢evreleyen, protein veya lipoproteinden olusan ve
kapsid olarak adlandirilan bir kilifa sahiptir. Fajlar, kapsid igerisinde yer alan tek
cesit niikleik asit olmak tizere tek veya ¢ift iplikgikli DNA veya RNA tasir. Kuyruklu
veya kuyruksuz, polihedral kapsidli, flament6z veya pleomorfik yapida ve genellikle
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20 ile 200 nm aras1 biiyuklikte olabilirler (Abedon, 2008; Hyman ve Abedon, 2009a
ve Kutter, 2001).

Fajlar spesifik olarak infekte edebildikleri c¢esitli bakteriyel konaklara
sahiptirler. Konak tipleri, bakteri susu, tiirii veya cinsinden, sadece bir bakteriyel
serotipe kadar ¢ok cesitlilik gosterebilir. Her bakteri susu, yiizeyinde ¢ok fazla sayida
karakteristik protein, karbohidrat ve lipopolisakkarit molekiliine sahiptir. Bu
molekiillerin ¢ogu, fajlar i¢in reseptor rolii oynayabilir. Fajlarin bakteriyel konak
spektrumu, bu reseptorlere baglhidir (Ripp, 2010). Bu sebeple her bakteriyofaj igin
hedef hicre belirli bir bakteri grubudur (Kutter, 2001 ve Ripp, 2010).

Fajlarin konaklarinda iiremeleri ve enfeksiyon olusturmalart baslica dort
asamada gerceklesir. Bunlar sirasiyla adsorbsiyon, penetrasyon, latent donem ve son

olarak hicre lizisi ve disar1 ¢ikisidir (Arda, 2015).

e Adsorbsiyon: Konak bakterinin yilizeyindeki spesifik reseptorlere fajin
baglandig siireci tanimlar (Arda, 2015 ve Skurnik ve Strauch, 2006).

e Penetrasyon: Faj genomunun bakteri sitoplazmasina aktarildigi evredir.
Baglanmadan hemen sonra kuyruk kilifi kasilmaya baglar, bakteriyel hiicre
duvari biitiinliiglinlin bozulmasina yardimci olan faj enzimleri devreye girer
ve fajin kuyruk tlipii bakteriyel hiicre duvarindan hiicre membranina penetre
olur. Sonrasinda ise faj genomu, kuyruk tiiplinden gegerek bakteri

sitoplazmasina aktarilir (Hyman ve Abedon, 2009a).

e Latent DoOnem: Fajlarin genetik materyalinin bakteri sitoplazmasina
girmesinden olgun fajlarin olusumuna kadar gecen periyoda denir. Bu
periyot, eklips donemi ve olgunlasma donemi olmak tizere baslica iki ayri
asamadan meydana gelir. Eklips doneminde, faj genetik materyallerinin

sentezi ve replikasyonu ile bunlar i¢in gerekli ilk proteinler ve fajin bas,
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kuyruk gibi ¢esitli komponentlerinin sentezi tamamlanir. Olgunlasma donemi
ise montaj donemidir. Sentezlenen komponentler birlestirilerek olgun infektif

faj partikilleri meydana getirilir (Arda, 2015).

e Lizis ve disar1 ¢ikis: Olgun fajlarin, faj genomunda kodlanan spesifik litik
enzimleri vasitasiyla hiicre duvarim eriterek (lizis) disar1 ¢iktiklar1 evredir.
Bu evre, litik fajlar tarafindan meydana getirilen litik enfeksiyonlarda
goriiliir. Baz1 durumlarda bakterilerde lizis meydana gelmez. Olgun fajlar
hiicrede Uredikten sonra hiicre duvarindan disar1 ¢ikarlar ve bakteriler normal
yasamlarina devam ederler. Bu durum ise iliml1 (temprate) fajlar tarafindan
meydana getirilen non-litik enfeksiyon dongiilerinde goriilmektedir. Diger bir
durumda ise faj DNA’s1 bakteri genomu ile birlesir ve onun bir devami haline
gelir. Ihimlar fajlar tarafindan meydana gelen bu enfeksiyonlara ise lizojenik

veya latent enfeksiyon denir (Arda, 2015).

Fajlar, morfolojik ve diger karakterleri g6z Oniline alinarak bazi
siniflandirmalara tabi tutulmustur. Bunlardan Bradley siniflandirmasi, fajlar1 A, B, C,
D, E ve F olmak tizere 6 morfolojik tipe ayirmistir. Ackerman siniflandirmasinda ise
fajlar kuyruklu, kibik simetrili, flamentdz ve pleomorfik fajlar olmak zere dort
temel gruba ayrilir (Arda, 2015). Uluslararasi taksonomi komitesine gore (ICTV)
fajlar morfolojileri, nikleik asit tipi ve homolojileri ve serolojik 06zellikleri
bakimindan 13 familyaya ait 30 grup icerisinde gruplandirilirlar (Mattey ve Spencer,
2008). Tim bu siniflandirmalarin diginda fajlar, olusturduklari enfeksiyon tipleri,
yasam dongiileri ve liremeleri goz Oniine alinarak litik (prodiiktif) fajlar ve 1limh
(temprate) fajlar olmak Uzere iki kategoriye ayrilirlar (Hyman ve Abedon, 2009a).
Litik fajlar bakteriyel konaklarinda litik enfeksiyona neden olan fajlardir. Litik
enfeksiyon, faj genom replikasyonu, faj yapisal komponentlerinin iiretilmesi ve
bakteriyel hiicrenin lizisi sonucunda yeni fajlarin ayrilmasi ile sonuglanan ve faj
Ureme asamalarmin hepsini barindiran enfeksiyon tipidir (Hyman ve Abedon,
2009a). Tipik bir litik faj saatler igerisinde infekte ettigi bakteride 100-300 yeni faj
olusturur, bunlarda yeni jenerasyon bakterileri infekte eder ve oldiiriir (Mattey ve

Spencer, 2008). Ilimli (temprate) fajlar, bakteriyel konaklarinda non-litik ve lizojenik
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(latent) olmak Uzere iki tur enfeksiyona sebep olurlar. Bu tur fajlar konak bakteri
icine girdikten sonra faj DNA’s1 konak bakteri genomuna entegre olur ve onun bir
devami haline gelir. Bu durumdaki ilimli fajlara profaj denir (Arda, 2015 ve
Campbell, 2003). Bakteriyel genomun her replikasyonunda faj DNA’s1 da replike
olarak kardes hiicreye transfer edilir. Boyle bakterilerde lizojeni meydana gelir.
Profajlar konak hiicre metabolizmasindaki degisiklikler, ¢ogunlukla tamir
edilemeyen DNA hasar1 gibi baz1 6zel kosullar altinda iizerinde bulundugu
konak¢inin genomundan ayrilarak virulent form kazanabilirler (Arda, 2015 ve
Skurnik ve Strauch, 2006). Lizojeni meydana getiren 1limli fajlar, sik¢a rekombinant
DNA teknolojilerinde kullanilmaktadir (Campbell, 2003).

Bakteriyofajlarin mikrobiyoloji tarihindeki yeri neredeyse bakterilerin bilimsel
anlamda tanimlanmasi kadar eskidir. Bakteriyofaj fenomeni ile ilgili ilk bilgi 1896
yilinda Hindistan nehirlerinde Vibrio cholerae’ya karsi filtreden gegebilen bir
antibakteriyel aktivitenin saptanmasi ile elde edilmistir (Abedon, 2008). Daha sonra
bir Ingiliz bakteriyolog olan Tword’un 1915°de stafilokoklar ve bir Kanadal
mikrobiyolog olan d’Herelle’nin Fransa’da 1917°de basiller Dizanteri etkeni
tizerinde birbirinden bagimsiz yaptiklari aragtirmalarin sonunda, bakterilerin filtreleri
gecebilen bazi ajanlar tarafindan lize edilebildigi ortaya konulmus ve bu olgu yillarca
Tword-d’Herelle fenomeni olarak tamimlanmustir. Sonradan D’Herelle, bu lizis
olaymin mikroskopta goriillemeyen mikroorganizmalar tarafindan olusturuldugunu
bildirmis ve bu ajanlara, bakteri yiyen anlamina gelen “bakteriyofaj” adin1 vermistir
(Arda, 2015). Ayrica d’Herelle, fajlarin insan, hayvan ve bitki patojeni olan
bakterileri Oldiirme yetenegini gbzlemlemis ve terapdtik ajan  olarak
kullanilabilecegini one strmiistir (Mcauliffe ve ark., 2007). Bakteriyofajlarin
tedavide kullanimi da fazla gecikmemis ve kesfinden iki yil sonra d’Herelle
insanlarin Dizanteri tedavisinde basarili sonuglar almistir (Abedon, 2008 ve Carlton,
1999).

Yirminci ylzyilin baglarinda, antibiyotiklerin kesfinden once, bakteriyel

enfeksiyonlarin bakteriyofaj uygulamalar1 ile Onlenebilecegi ve/veya tedavi
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edilebilecegi one siiriilmiis ve bakteriyofajlarin bu potansiyeli, infeksiyoz hastaliklara
yaklasimda bilimsel ve bilimsel olamayan topluluklarin ilgisini ¢ekmistir
(Sulakvelidze ve ark., 2001 ve Sulakvelidze ve Kutter, 2005). Bakteriyofajlar,
antibiyotiklerin kesfine kadar daha ¢ok bir tedavi araci olarak goriilmiis ve bu amacla
cesitli enfeksiyonlarin tedavisinde ve dnlenmesinde kullanilmistir. Genellikle basarili
sonuglar elde edilmesine karsin, bakteriyofaj biyolojisi bilgilerinin yetersiz olmasi ve
bu sebeple dar konak araligi olan fajlarin se¢ilmesinden, faj preparatlarinin
standardizasyonun ve purifikasyon kriterlerinin eksikliginden ve saklanmalari
sirasindaki  aktivite kayiplarindan dolayr karsilagilan gesitli problemler ve
antibiyotiklerin kesfi faj calismalarini durma noktasina getirmistir (Sulakvelidze ve
ark., 2001 ve Summers, 2001). Antibiyotikler olduk¢a kullanish oldugundan Birlesik
Devletler ve Bati Avrupa’da faj tedavisi klinik caligmalar1 aktif bir sekilde
stirdiirilmemis fakat Dogu Avrupa ve eski Sovyetler Birliginde fajlardan
faydalanilmaya devam edilmistir (Sulakvelidze ve ark., 2001 ve Sulakvelidze ve
Kutter, 2005). Antibiyotiklerin kesfinden sonra faj bakteriyolojide daha ¢ok bir
tiplendirme araci olarak, molekiiler genetik alaninin gelismesinden sonra da
klonlama vektorii olarak kullanilmiglardir. Son zamanlarda hizlica artan sekilde
ortaya c¢ikan patojenik bakterilerin ¢oklu antibiyotik direngleri yeni tedavi
stratejilerini glindeme getirmesi nedeniyle batili bilim komitelerinin, endiistrisinin ve
halkin faj tedavisi ve faj c¢alismalarmma olan ilgisi yeniden canlandirmistir

(Sulakvelidze ve Kutter, 2005).

Kullanilan antimikrobiyal ajanlarin coguna kars1 direncli patojenik bakterilerin
ortaya ¢ikis1 ve ozellikle bu organizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin immun
sistemi baskilanmis hastalardaki artisi modern tip ig¢in ciddi bir problem
olusturmaktadir. Antibiyotiklere direncgli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavi maliyetlerinin yiiksekligi ve direncin bakteriler arasindaki hizli yayilimi,
antibiyotiklerin etkilerini sinirlamakta ve bazi olgularda da tamamen yetersiz
kilmaktadir. Gelisen bu direnclilik, 6zellikle de ¢coklu direnclilik yeni antibiyotiklerin
devreye girmesini zorunlu hale getirmektedir. Ancak antibiyotiklerin kesif hizi son

yillarda oldukca yavaslamistir. Bakterilerdeki diren¢ probleminin giderek onem
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kazanmasi ile Diinya Saghk Orguti (WHO) tarafindan da dile getirildigi gibi,
antibiyotikler diginda alternatif antibakteriyel tedavi yontemlerinin gelistirilmesi ve
kullanilmasini zorunlu hale getirmistir. Bu yeni yontemlerin gelistirilmesi modern tip
ve biyoteknolojinin en Oncelikli amaglarindan biri haline gelmektedir. Yeni tedavi
yontemleri arasinda da en onemli potansiyeli bakteriyofaj tedavisinin barmdirdigi
bir¢ok otorite tarafindan kabul edilmektedir. Bakteriyofaj tedavisinin giincelligini ve
nasil yiikselen bir trend oldugunu anlamak i¢in yillara gore yapilan ¢alismalar1 artan

sayisini incelemek yeterlidir (Durupinar, 2005 ve Sulakvelidze ve ark., 2001).

Salmonella fajlari, kanathi digkilar1 ve kanath giftlikleri ¢evresinden kolaylikla
izole edilebilirler. Bu nedenle terapotik olarak kullanildiklarinda besin
basamagindaki yeni bir biyolojik varlik olarak taninmazlar (Atterbury ve ark., 2007).
Bu sebeple fajlar, kanatli Salmonellozis’in 6nlenmesi, tedavi edilmesi ve
Salmonella’larin hizl teshisinde klasik yontemlere en énemli alternatiftir. Ozellikle
Salmonella’larda  antibiyotiklere karsi  gelisen direngle beraber kanath
Salmonellozis’inin dnlenmesi ve tedavi edilmesi i¢cin de faj tedavisi c¢aligsmalari
yapilmis ve giiniimiizde bu c¢alismalar hiz kazanmistir. Yapilan ¢aligmalarda
genellikle tedavide olumlu sonuglar alinmig fakat bu uygulamalar sonucunda tedavi
icin secilen fajlarin sadece birkaginin koruma sagladigi ve basarili koruma
saglanabilmesi icin yiiksek faj konsantrasyonuna ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir
(Duckworth ve Guling, 2002). Faj tedavisi ¢alismalarinda fajlarin verilis yolunun da
onemli oldugu bildirilmistir. Kanatlilarda Escherichia coli’nin sebep oldugu solunum
sistemi enfeksiyonlarinda da faj tedavisinin etkinliginin incelendigi bir ¢alismada
fajlar kanathilara igme suyu ile verilmis ve tedavi basarisiz bulunmustur. Fakat diger
bir c¢alismada ise broilerlere fajlarin intramuskiiler enjeksiyon ile verilmesi
mortaliteyi %53’den %17’ye indirmistir (O’flaherty ve ark., 2009). Yapilan
aragtirmalarin birgogunda fajlarin etki, yasam ve saklama stireleri ile ilgili deneysel
caligmalar eksiklik olusturmaktadir. Salmonella’lar igin spesifik, %95’in lizerinde
Salmonella serotipini lize etme yetenegine sahip ve buna karsin sadece %0,3

Salmonella olmayan tiirleri lize eden ‘bakteriyofaj Felix O1’’de genellikle



identifikasyon ve tiplendirmede kullanilmasina ragmen tedavi uygulamalarinda da

kullanilmaktadir (Borris, 2002).

Tiim bu bilgiler 1g1ginda bu tez ¢alismasinda, Tiirkiye’de en ¢ok izole edilen
kanatli Salmonella serotipi olan S. Infantis’in bakteriyofajlarinin izolasyonu ve bu
fajlarin konak spektrumunun belirlenmesi, ayrica ¢alismada izolasyonu yapilan ve
konak aralig1 belirlenen bu fajlarin etki, yasam ve saklama siirelerinin saptanmasi

hedeflendi.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Bakteri Suslan

Tez calismasinda kullanilan S. Infantis suslari Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonundan temin edildi.
Calismada, ribotiplendirme sonucu riboprint paternleri iki farkli kiimeyi temsil eden
kanatli orijinli 5’er adet, toplamda 10 adet S. Infantis izolati, izolasyon asamasinda
bakteriyofajlarin konak hedef hiicreleri olarak kullanildi. Calismada izole edilen
fajlarin litik spektrumlarini belirlemek amaciyla sahadan izole edilmis kanatli orijinli

rastgele secilmis 200 adet S. Infantis izolat1 kullanildu.

2.1.2. Kontrol Faj1

Kontrol amaciyla ¢alismanin tiim asamalarinda Giircistan ELIAVA Enstitlisii’'nden
temin edilen S. Enteritidis vB-GES-Se-K1 Tiflis Faji ve Kafkas Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan temin edilen S. Enteritidis 1-
Kars Faj1 kullanildi.
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2.1.3. Bakteriyofaj izolasyon Materyali

Bakteriyofaj izolasyonu ic¢in, Ankara ve Bolu illerinde yer alan kanath
isletmelerinden toplanan 50 adet digki-althik 6rnegi ve kanatli mezbahalarindan
toplanan 50 adet atik su 6rnegi olmak iizere toplam 100 6rnek kullanildi. Atik su
ornegi olarak, yliksek kapasiteli kanatli isletmeleri ve kesimhanelerine ait aritma
tesislerinden toplanan aritma suyu kullanildi. Alinan su 6rnekleri 500 ml miktarinda
steril siselere konularak 4-24 saat icinde, +4°C’de soguk zincirde laboratuvara

ulastirildi.

Toplanan tavuk diski-altlik 6rnekleri 1/10 oraninda Luria Bertani broth
(Neogen, USA, Katolog no: LAB173) ile sulandirilip homojenize edilerek, kiimes
atik sulari, kiimes cevresindeki su birikintileri ise direkt olarak bakteriyofaj

izolasyonunda kullanild.

2.1.4. Besiyerleri

2.1.4.1. Cift Kath (Double-Strength) Broth

Fajlarin izolasyonu, saflastirllmasi ve fiiretilmesinde besi yeri olarak gift katli
(double-strength) Luria Bertani broth (Neogen, USA, Katolog no: LB LAB173)
kullanildi. Besi yeri 40 g/L olacak sekilde hazirlanarak pH’s1 7,5’¢ ayarlandi ve
121°C’de 15 dk sterilize edildi. Besi yeri sicakligi 45-50°C’ye gelince igerisine 1 M
1 ml kalsiyum Klorir (CaCl>) soltsyonu eklendi (Twest ve Kropinski, 2009).
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2.1.4.2. Dip Agar

Fajlarin izolasyonu, saflastirilmasi ve Uretilmesi asamalarinda spot test ve agar-
overlay metodunda kati1 besi yeri olarak kullanildi. Besi yeri, Luria Bertani Broth 20
g/1000ml, Bakteriyolojik Agar (OXOID, England, Agar No.1 Katolog no: LP0011)
15 g/L olacak sekilde hazirlandi. pH’1 7,5’¢ ayarlandi ve 121°C’de 15 dk sterilize
edildi. Besi yeri sicakligi 45-50°C’ye gelince igerisine 1 M 1 ml CaCl, sollisyonu
eklendi (Twest ve Kropinski, 2009).

2.1.4.2. Top Agar

Fajlarin izolasyonu, saflastirilmasi ve iretilmesinde asamalarinda agar-overlay
metodunda yari kati besi yeri olarak kullanildi. Besi yeri Luria Bertani broth 20 g/L,
Bakteriyolojik Agar 3 g/L olacak sekilde hazirlandi. pH’1 7,5’¢ ayarlandi ve
121°C’de 15 dk sterilize edildi. Besi yeri sicakligi 45-50°C’ye gelince igerisine 1 M
1 ml CaCl; soliisyonu eklendi. Besi yeri 3’er ml olacak sekilde tiiplere dagitilarak
kullanild1 (Kropinski ve ark., 2009).

2.1.5. Solusyonlar

2.1.5.1. CaCl2 Solusyonu

Tez calismasinin tim asamalarinda kullanilan besi yerleri igerisine faj

adsorbsiyonunu arttirmasi igin 1 M CaCl. Soliisyonu eklenmistir. Soliisyon 100 ml
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distile suya 11,1 g CaCl, (Merck, Germany, Katolog no: 102382) eklenerek
hazirlandi ve 121°C’de 15 dk sterilize edildi (Raya ve Hebert 2009).

2.1.5.2. Jelatin Solisyonu

Saflastirilan fajlarin toplanmasi ve saklanmasinda kullanilan Saline-Magnesium
(SM) soliisyonu hazirlanmasinda kullanildi. Solisyon 100 ml distile suya 2 g jelatin
(Merck, Germany, Katolog no: 104078,) eklenerek %2’lik oranda hazirlandi
(Kropinski ve ark., 2009).

2.1.5.3. Tris-HCI Solusyonu

Saflastirilan fajlarin toplanmasi ve saklanmasinda kullanilan Saline-Magnesium
(SM) soliisyonu hazirlanmasinda 1 M Tris-HCI kullanildi. Soliisyon hazirlanirken,
90 ml distile suya 12,1 gr Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Merck, Germany,
Katalog no: 108382) eklendi ve pH 7,5’e ayarlandi ve final hacmi distile su ile 100
ml’ye tamamlandi. 121°C’de 15 dk sterilize edildi (Raya ve Hebert 2009).

2.1.5.4. Saline-Magnesium (SM) Solisyonu

Saflagtirilan fajlarin toplanmasinda ve fajlarin saklanmasinda kullanildi. Soliisyon,
5,8 g NaCl (Merck, Germany, Katalog no: 106404), 2 g MgSO47H.O (Merck,
Germany, Katalog no: 105886) tartilarak 1 M Tris-HClI’den 50 ml, %?2’lik
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solusyonundan 5 ml eklendi ve hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanarak hazirlandu.

121°C’de 15 dk sterilize edildi ve soguduktan sonra +4°C’de sakland1 (Kropinski ve
ark., 2009).

2.1.5.5. MgSOs4 Soltisyonu

Salmonella Infantis, suslarindaki lizojenik fajlarin varligini saptamak igin kullanilan
mitojen bir madde olan mitomisin C (MC) (Sigma, St Louis, USA, Katalog no:
Mo063178), hazirlanmasinda kullanildi. Soliisyon 100 ml distile suya 12 g MgSO4
(Merck, Germany, Katalog no: 106067) eklenerek 0,1 M MgSOs hazirlandi.
121°C’de 15 dk sterilize edildi (Raya ve Hebert 2009).

2.1.5.6. Mitomisin C (MC)

Salmonella Infantis, suslarindaki lizojenik fajlarin varligini saptamak i¢in kullanilan
mitojen bir madde olan mitomisin C (MC) (Sigma, St Louis, USA, Katalog no:
Mo063178), 10’ar ml steril 0,1 M MgSO4 solisyonuna 5 ve 10 pg eklenip
cozdurulerek hazirland1 (Raya ve Hebert 2009).
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2.2. YONTEM

2.2.1. Faj izolasyonunda Kullanilacak S. Infantis Suslarinda Lizojenitenin

Saptanmasi

Faj izolasyon caligmalarinda kullanilan 10 adet S. Infantis, susundaki lizojenik
fajlarin varligin1 saptamak i¢in Raya ve Hebert (2009)’in bildirdikleri metot modifiye
edilerek kullanildi. Bu amagcla, mitojen bir madde olan mitomisin C (MC) (Sigma, St
Louis, USA, Katolog no: Mo063178) uyarimindan yararlanildi. Bunun igin,
lizojenitesi kontrol edilecek S. Infantis suslarinin tamami LB Broth besiyerlerinde
tiretilmis bir gecelik siv1 kiiltiirleri kullanildi. Kontrolii yapilacak suslarin bir gecelik
kiltlirlerinden 100 pl alimarak 10 ml LB broth’a ekildi ve 37°C’de inkiibasyona
birakildi. Suslarin baslangi¢ absorbanslar1 600 nm de 6l¢tildii. Yaklasik 30 dk sonra
her bir sus icin ayr1 ayri stok soliisyonlardan final konsantrasyonlari 0,5 ve 1,0 ug/ml
konsantrasyonda olacak sekilde MC besiyerine eklendi ve inkiibasyona birakildi. Her
bir sus i¢in de MC eklenmemis kontrol tiipii hazirland1. Her saat ayr1 ayr1 6-8 saat
boyunca optik yogunluk azalmasi gozlenene kadar absorbans oOlciildii. Optik
yogunluk azalmaya basladiktan sonra kiiltiirler 4000 rpm’de 12 dk santrifiij edilip,
stipernatantlar1 0,2 um por capl filtreden gegirildi ve spot test ile faj aktivitesi
yonunden kontrol edildi (Raya ve Hebert 2009). Spot test sonucu plak olusumu

g6zlenmeyen S. Infantis suslari faj izolasyonu ¢alismalarinda kullanildu.

2.2.2. Viriilent (Litik) Bakteriyofaj izolasyonu

Calismada, toplanan tavuk digki-althik ornekleri 1/10 oraninda LB Broth ile

sulandirilip homojenize edilerek, kiimes atik sulari, kiimes ¢evresindeki su
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birikintileri ise direkt olarak santrifij edildikten sonra 0,2 pm por capindaki
filtrelerden (Sartorius, Germany, Katalog no: SM16534K Minisart Filtre) gecirildi,
filtratlar ayrildi ve faj kaynagi olarak kullanildi. Filtratlardaki litik faj aktivitesini
belirlemek amaciyla, filtratlar ilk 6nce 10 ml ¢ift katli LB broth icerisine besi yeri ile
esit miktarda alind1 ve lizojenite saptanmayan S. Infantis susunun logaritmik fazdaki
kalturinden (4-6 saaatlik) 500 pl eklenerek 37°C’de 50 rpm’de ¢alisan etiiviin
icerisine yerlestirilmis bir ¢alkalayici iizerinde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonucunda besiyeri 7000 rpm’de 20 dk santriflij edildi ve slpernatant 0,2 um por
capli filtreden gegirildi. Bu islem fajlar1 ¢ogaltmak amaciyla 2 kez daha tekrarlandi.
Filtratlardaki litik aktivitenin belirlenmesi amaciyla spot test uygulandi. Kullanilan S.
Infantis susunun logaritmik fazdaki sivi kiiltiiriinden dip kat1 agara 100 pl koyularak
yayma ekim metodu ile ekildi ve zerine 10 pl faj filtrati damlatildi. Bir middet
agarm kurumast beklendikten sonra ekimi yapilmis agar 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda filtratin damlatildig1 yerlerdeki plak
olusumu (liremenin olmayisi) arandi. Litik faj aktivitesi goriilmeyen filtratlar atilds,
gorulen filtratlar ise saflastirilmak tizere ayrildi (Atterbury ve ark., 2007; Bao ve ark.,
2011; Carey-Smith ve ark., 2006; Kutter, 2009 ve Twest ve Kropinski, 2009).

2.2.3. Fajlarin Cogaltilmasi ve idamesi

Faj aktivitesi goriilen filtratlara saflastirma amaci ile agar-overlay yontemi
uyguland1. Bu amagla, faj varlig1 saptanan filtratlarin 10 diliisyona kadar LB broth
ile diliisyonlar1 hazirlandi. Taze 10°% cfu/ml yogunluktaki S. Infantis konak
stispansiyonu (100 pl) ve faj filtrat1 (100 ul) esit hacimde steril bir eppendorf tiipe
alind1 ve adsorbsiyonun gergeklesmesi icin oda 1sisinda 10 dk beklendi. Daha sonra
bu faj bakteri karistmi1 3 ml top agar igeren tiiplere eklendi ve iyice karistirildi ve
sonrasinda Dip agar playtlerinin tizerine dokiildii ve uygun kosullarda inkiibasyona
kaldirildi. Yaklasik 18-24 saat sonra faj plaklarinin olusumu gozlendi. Inkiibasyon

sonucu olusan tek bir plak steril enjektor ile kesilip steril bir eppendorf tiipe alind1 ve
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tiipe 3 ml LB broth eklenip iyice karigtirilarak fajlarin besiyerine gecisi saglandi.
Saflig1 saglamak icin yukaridaki islem U¢ kez tekrarlandi. Fajlar agarin {izerine
dokilen SM (Saline-Magnesium, faj tamponu) sollsyonu ile bir gece 37°C hafif
calkalama (50 rpm) sonrasinda toplandi. Toplanan siispansiyon 7000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilerek, ist sivi 0,2 pm membran filtreden gegirildi. Fajlarin
zenginlestirilmesi amaciyla saf halde izolasyonu yapilan fajlar izolasyonda
anlatildig1 gibi siv1 ortamda 108 cfu/ml yogunluktaki konak S. Infantis susu eklenerek
istenilen titre elde edilene kadar pasajlandi. Fajlar icerisine 1-2 damla kloroform
eklenerek -80°C’de saklandi. (Bao ve ark., 2011; Carey-Smith ve ark., 2006 ve
Kropinski ve ark., 2009).

2.2.4. Rutin Test Dilusyonunun Belirlenmesi

Rutin Test Dilisyonu (RTD)’nu belirlemek icin ise yine agar-overlay yontemi
kullanildi ve bunun igin 10°® cfu/ml yogunluktaki konak S. Infantis susundan 100 pl 3
ml top yar1 kat1 agar igerisine eklendi ve bu karisim onceden hazirlanmis dip kati
agar Uzerine dokildi. Agarin katilasmast igin bir siire beklendi. Bu sirada her bir faj
stogunun ayr1 ayri LB broth kullanilarak 102-10? arasinda 10 katli diliisyonlart
hazirlandi. Her bir diliisyon ayr1 ayr1 agar {lizerine isaretlenerek isaretli yere otomatik
pipet yardimi ile 10 pl damlatildi. Etiivde 37°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonrasinda
plak formasyonlar1 okundu ve stok faj siispansiyonundaki faj sayis1 mililitredeki plak
olusturan iinite (pfu/ml) cinsinden hesaplandi. RTD yogun (birlesen plaklar) lizisin

goriildiigii sulandirmanin bir 6ncesi olarak kabul edildi (Kropinski ve ark., 2009).
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2.2.5. Fajlarm Litik Spektrumlarmn ve Litik Profillerinin Belirlenmesi

Faj izolasyon calismalar ile elde edilen S. Infantis fajlarindan, RTD 1x10%iin
uzerinde olanlar ayrilarak segilen her bir fajin 200 adet S. Infantis susundaki litik
spektrumlar1 belirlendi. Bu amagla, logaritmik fazda olan S. Infantis suslar1 100 pl
dip agar Uzerine yayma ekim yontemi ile ekildi. Agarin kurumasi i¢in bir sire
beklendikten sonra rutin test dilisyonu 10%-10° pfu/ml olan fajlar, isaretlenmis
yerlere 10 pl damlatildi ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonucunda faj plaklarinin olusup olusmamasina gore fajlarin litik spektrumu
degerlendirildi (Bao ve ark., 2011; Carey-Smith ve ark., 2006; Kropinski ve ark.,
2009 ve Kutter, 2009). Faj izolasyon ¢alismalari ile elde edilen S. Infantis fajlarindan

RTD 1x10%iin altinda olanlar degerlendirmeye alinmadi.

izole edilen fajlarm 200 adet S. Infantis susunda litik spektrumlarmimn
belirlenmesi sonucunda fajlarin ayni ya da farkli suslar lize etme kabiliyetine gore
litik profilleri belirlendi. Bunun igin ilk 6nce suglar numaralandirildi ve her bir fajin
hangi S. Infantis susunu lize ettigi kaydedildi. Aymi suslar lize eden fajlar benzer
litik profilde kabul edildi. Litik profilleri en fazla lize edilen sus sayisina gore

numaralandirildi (Cortes ve ark., 2015).

2.2.6. Fajlarin Genotipik Karakterizasyonu

2.2.6.1. Faj DNA izolasyonu

Farkli litik profile sahip fajlar arasinda, yiiksek litik spektruma (%90 ve Ustu) sahip
fajlarin tamami1 DNA izolasyonu amaciyla kullanildi. Kontrol olarak S. Enteritidis
vB-GES-Se-K1 Tiflis Faji kullanildi. Faj DNA izolasyonu Norgen Faj DNA
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Izolasyon Kiti (Norgen Biotek, Kanada, Katalog no: 46800) kullanilarak Kit

protokoliine gore gergeklestirildi. Kit protokoliine gore asagidaki adimlar izlendi:

e Secilen ve titresi ayarlanmis (>1x108 pfu/ml) fajlardan 1 ml alinarak 2 ml’lik
ependorf tiiplere aklarildi.

e Konak bakteriye ait DNA kontaminasyonun onlenmesi amaciyla her bir faj
ornegine 10 pl DNaz 1 (Thermo Scientific, USA, Katolog no: 18047019)
solusyonu eklendi ve oda 1sisinda 15 dk inkube edildi.

e 75°C’de 5 dk inkiibasyon ile DNaz1 inaktivasyonu yapildi.

e 500 pl lizis B soliisyonu eklendi. Homojen bir karisim elde etmek icin 10 saniye
vorteks yapildi.

e 4 ul Proteinaz K solusyonu eklendi ve 10 saniye vortekslendi.

e 55°C’de 30 dk inkiibasyon ile enzim aktivasyonu yapildi.

e 65°C’de 15 dk inkiibe edildi ve inkiibasyon sirasinda tupu ters cevirerek lizat iki
veya U¢ kez karistirilda.

e Lizata 300 ul isopropanol eklendi ve vorteks yapildi.

e Hazirlanan lizattan, 650 pl alinip spin column tiipiine aktarildi. 6000 g’de 1 dk
santrifiij edildi. Koleksiyon tiipii atilarak yeni 2 ml’lik koleksiyon tipi
yerlestirildi.

e 400 pl etanol eklemesi tamamlanan wash buffer A soliisyonundan eklendi. 8000
g’de 1 dk santrifiij edildi. Koleksiyon tiipii atilarak yeni koleksiyon tiipii
yerlestirildi. Bu adim 3 kez tekrarlandu.

e Son tekrarin ardindan 12000 g’de 3 dk santrifiij edildi ve koleksiyon tlpu
atilarak, spin column yeni 1,7 m1’lik elution tlpiine yerlestirildi.

e 75 pul elution buffer B eklendi ve 2 dk oda 1sisinda inkubasyonun ardindan 8000
g’de 1 dk santrifiij edildi. Spin column atilarak 1,7 ml’lik elution tiipii icerisinde
saf DNA elde edildi.

Elde edilen DNA’lar NaNoDrop 1000 (Thermo Scientific, USA)
spektrofotometre kullanilarak 260 nm’deki absorbsiyon degerleri 6l¢iildii. 10 ng ve
Ustl konsantrasyona sahip DNA ornekleri segilerek ilk birkag giin -20°C’de,

sonrasinda kullanilana kadar -80°C’de saklandu.
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2.2.6.2. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA-PCR Analizi

Secilen Fajlarin, DNA izolasyonlarimin ardindan Rastgele Cogaltilmig Polimorfik
DNA (RAPD) PCR analizleri yapildi. Polimorfik DNA'nin rastgele ¢ogaltilmasi i¢in
RAPD PCR analizi Cortes ve ark. (2015) ile Gutierrez ve ark., (2011)’nin
bildirdikleri yontemler modifiye edilerek gerceklestirildi. Amplifikasyon amaciyla
Cortes ve ark. (2015) ile Gutierrez ve ark., (2011)’nin ¢aligmalarinda 6nerdikleri ve
en fazla RAPD paternini olusturan P1 (5’-CCGCAGCCAA-3’) primeri kullanildi.
RAPD-PCR analizi icin Cizelge 2.1 belirtilen PCR karisim oranlar ile Cizelge
2.2’de belirtilen PCR dongl kosullar1 kullanilarak amplifikasyonlar termal doéngu
cihazinda (Thermo Scientific, USA) gerceklestirildi.

Cizelge 2.1. RAPD-PCR igin kullanilan bilesenler, konsantrasyonlari ve hacimleri.

Bilesen Hacim
dH20 14,8 ul
PCR buffer 2,5ul
MgCl2 (25 mM) 3ul
dNTP (10 mM) 0,5 ul
primer (10 pmol) 1 ul
Taq DNA polimeraz 0,2 ul
Faj DNA 2ul

Cizelge 2.2. RAPD-PCR sicaklik ve dongii kosullari.

Sicakhik Sire Dongii sayisi
94°C 45 sn

30°C 120 sn 4

72°C 60 sn

94°C 5sn

36°C 30sn 26

72°C 30sn

75°C 10 dk
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Amplifikasyon sonunda olusan Urlinlerden 5 pl alinarak 2 pul 6xLoading Dye
soliisyonu ile karistirildi ve etidyum bromur (0,5 mg/ml) ile boyanmis %0,8’lik
agaroz jele yiklenerek 100 voltta 55 dakika elektroforez islemine tabi tutuldu.
Elektroforez sonuglar1 agar jel goriintiileme cihazinda (Syngene, USA), UV 1s1k
altinda degerlendirildi. En az bir polimorfik bant tanimlandiginda profiller farkl

kabul edildi (Gutierrez ve ark., 2011).

2.2.7. Faj-Bakteri Dinamikleri

Tez ¢alismasinda izolasyonu yapilan fajlardan, RTD 10iin iizerinde olup, en genis
litik spektruma sahip (%90 ve ustl), litik profilleri ve RAPD PCR paternleri
birbirinden farkli olan fajlar ve bu fajlarin konak S. Infantis susu segilerek buttin faj-

bakteri dinamiklerinin belirlenmesi ¢alismalarinda kullanildi.

2.2.7.1. Minimal Faj ve Minimal Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Bu amagcla, secilen fajlar ile S. Infantis susunun 107%-10% arasinda 10 kath
sulandirmalar1 LB broth kullanilarak hazirlandi. Her bir bakteri sulandirmasina bir
faj sulandirmasi olacak sekilde bir araya getirilerek 37°C’de inkiibe edildi. Kontrol
icin sadece bakteri ve sadece faj igeren siispansiyonlar hazirlandi. Saatlik zaman
periyotlarinda karigimlardan alinan orneklerden bakteri sayimi ve agar-overlay
yonteminde faj sayimlart yapildi. Bu sayimlara gore fajlarin replikasyonu i¢in gerekli
minimal bakteri sayist ve bakterinin infekte olmasi i¢in gerekli minimal faj sayisi

belirlendi (Hyman ve Abedon, 2009b ve Wiggins ve Alexander, 1985).
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2.2.7.2. Faj Adsorbsiyon Oraninin Belirlenmesi

Adsorbsiyon oranlarinin belirlenmesi amaciyla logaritmik fazdaki 900 ul S. Infantis
killturine RTD 1x10° olan fajdan 100 pl eklendi ve calkalanarak oda 1sisinda
inkubasyona birakildi. Bu kiiltiirlerden 0, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60’inc1 dakikalarda
ornekler alindi. Ornekler kloroform iceren SM soliisyonu ile 1:10 oraninda dille
edilip santrifiij edildi. Siipernatant toplandiktan sonra igindeki adsorbe olmamis faj
sayist agar-overlay metodu ile belirlendi. Faj adsorbsiyon orani zamana karsi
pfu’daki azalma orani olarak ifade edildi (Hyman ve Abedon, 2009b; Rahaman ve
ark., 2014 ve Sanders ve Klaenhammer, 1980).

2.2.7.3. Latent Surenin Belirlenmesi

Latent siire/cogalma oranmnin belirlenmesi amaciyla konak S. Infantis susunun
logaritmik fazdaki 900 pl kilturine RTD 1x10° olan fajdan 100 ul ilave edildi.
Kiiltiir adsorbsiyonun ger¢eklesmesi i¢in oda 1sisinda 15 dk bekletildikten sonra
adsorbe olmayan fajlarin uzaklastirilmasi i¢in 5500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve
stipernatant dokuldu. Tortu, soguk LB broth ile sulandirildiktan sonra 10 ml LB
broth’a aktarildi ve 37°C’de inkubasyona kaldirildi. Bu asamadan itibaren sifirinci
dakika dahil 30 dk ara ile kilturlerden alinan 6rneklerden agar-overlay yontemi ile
faj saymmi yapildi (Hyman ve Abedon, 2009b).

2.2.8. Deneysel Calismalar

Bu asamaya kadar biitiin 6zellikleri arastirilan faj ve fajin kendi konagi olan S.

Infantis susu tiim deneysel calismalarda test edildi.
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2.2.8.1. Faj Etkinliginin Saptanmasi

Salmonella Infantis fajlarinin konak bakteriler tizerindeki etkinligini belirlemek igin
calismalar yapildi. Bu amagla bir kanatli isletmesinden temin edilen, otoklavlanarak
steril edilen, strelizasyon sonras1 1SO 6579 yontemi (ISO 6579, 2002; WHO, 2010)
ile Salmonella spp. yoniinden negatif oldugu belirlenen ve laboratuvar kosullarinda
S. Infantis ile deneysel olarak inokiile edilmis 100 ml su, 90 g altlik ve 90 g yem
materyali kullanildi. Bu materyallere faj uygulanarak canli bakteri sayisi tizerindeki
etkisi ve etki slresi incelendi. Tim etkinlik denemelerinde bu asamaya kadar biitiin
Ozellikleri belirlenen faj ve bu fajin konagi olan S. Infantis susu kullanildi. Bu
asamadan sonra kullanilan fajlarin Uretilmesi, saflastirilmasi ve doze edilmesi
yukarida anlatildigr sekilde gergeklestirildi (Kropinski ve ark., 2009 ve Kutter,
2009).

2.2.8.1.1. Su Materyallerindeki Faj Etkinligi

Uygun kosullarda iiretilen ve canli bakteri sayis1 belirlenen 107 cfu/ml yogunluktaki
S. Infantis susundan 1’er ml alinarak bir siire bekletilmis (18-24 saat) 8’er ml igme
suyuna katildi. Bir saat sonra, 10° pfu/ml yogunluktaki fajdan 1 ml alinarak
stispansiyona eklendi ve 20-22°C’de inkiibasyona birakildi. Ayrica ayr1 ayr1 faj ve
bakteri uygulamasi yapilmayan su Ornekleri de kontrol olarak kullanildi.
Uygulamadan 30 dk, 1 saat, 12 saat ve 24 saat sonra su orneklerinde canli bakteri ve
faj sayimlar1 yapildi. Her bir saat uygulamasi i¢in ayni kosullarda ayr1 su materyali

kullanildi.
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2.2.8.1.2. Althk Materyallerindeki Faj Etkinligi

Uygun kosullarda iiretilen ve canli bakteri sayis1 belirlenen 10® cfu/ml yogunluktaki
S. Infantis susundan 1’er ml alinarak bir kanath isletmesinden temin edilen 10’ar gr
althik materyaline katildi. Bir saat sonra, 10° pfu/ml yogunluktaki fajdan almarak
althk materyaline pulverizasyonla 1 ml miktarinda puskdrtildi ve 20-22°C’de
inkiibasyona birakildi. Ayrica ayr1 ayr1 faj ve bakteri uygulamasi yapilmayan altlik
ornekleri de kontrol olarak kullanildi. Uygulamadan 1 saat, 12 saat ve 24 saat sonra
altlik 6rneklerinde canli bakteri ve faj sayimlari yapildi. Her bir saat uygulamasi i¢in

ayni kosullarda ayri1 altlik materyali kullanildi.

2.2.8.1.3. Yem Materyallerindeki Faj Etkinligi

Uygun kosullarda iiretilen ve canli bakteri sayis1 belirlenen 10° cfu/ml yogunluktaki
S. Infantis susundan 1’er ml alinarak bir kanatlh isletmesinden temin edilen 10’ar gr
yem materyaline katildi. Bir saat sonra, 10° pfu/ml yogunluktaki fajdan alarak yem
materyaline pulverizasyonla 1 ml miktarinda piskiirtildic ve 20-22°C’de
inkiibasyona birakildi. Ayrica ayr1 ayri faj ve bakteri uygulamasi yapilmayan yem
ornekleri de kontrol olarak kullanildi. Uygulamadan 1 saat, 12 saat ve 24 saat sonra
yem orneklerinde canli bakteri ve faj sayimlar1 yapildi. Her bir saat uygulamasi igin

ayni kosullarda ayr1 yem materyali kullanildi.
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2.2.8.2. Fajin Yasam Siiresinin Saptanmasi

Salmonella Infantis fajlarinin konak hiicre bulundurmayan bir ortamda infektivitesini
korudugu siireyi tespit etmek icin calismalar yapildi. Bu amagla bir kanath
isletmesinden temin edilen, otoklavlanarak steril edilen, strelizasyon sonrasi ISO
6579 yontemi (ISO 6579, 2002; WHO, 2010) ile Salmonella spp. yoniinden negatif
oldugu belirlenen 190 ml su, 210 gr altlik ve 210 gr yem materyali kullanildi. Bu
materyallere faj uygulanarak yasam siiresi incelendi. TUm etkinlik denemelerinde bu
asamaya kadar biitiin Ozellikleri belirlenen faj kullanildi. Bu asamadan sonra
kullanilan fajin {iretilmesi, saflastirilmasi ve doze edilmesi yukarida anlatildig

sekilde gergeklestirildi (Kropinski ve ark., 2009 ve Kutter, 2009).

2.2.8.2.1. Su Materyallerindeki Faj Yasam Siiresi

Uygun kosullarda iiretilen 10° pfu/ml yogunluktaki fajdan 1 ml alinarak bir stire
bekletilmis (18-24 saat) 9’ar ml igme suyuna eklendi ve 20-22°C inkibasyona
birakildi. Ayrica faj uygulamasi yapilmayan su materyali de kontrol olarak
kullanildi. Uygulama yapilan su materyallerinden 1 hafta siireyle her giin 6rnekler
alinarak faj aktivitetesinin korunup korunmadigr ve pfu sayisi1 agar-overlay yontemi
ile incelendi. Her bir saat uygulamasi i¢in ayni kosullarda ayr1 su materyali

kullanildi.

25



2.2.8.2.2. Althk Materyallerindeki Faj Yasam Siiresi

Uygun kosullarda iiretilen 10° pfu/ml yogunluktaki fajdan 1 ml alinarak 10’ar gr
althk materyaline pulverizasyonla piskiirtildii ve 20-22°C inkiibasyona birakildi.
Ayrica faj uygulamasi yapilmayan altlik materyali de kontrol olarak kullanild.
Uygulama yapilan altlik materyallerinden 1 hafta siireyle her giin 6rnekler alinarak
fajlarin aktivitelerini koruyup korumadiklar1 ve sayilar1 agar-overlay yontemi ile

incelendi. Her bir saat uygulamasi i¢in ayni kosullarda ayri altlilk materyali
kullanildi.

2.2.8.2.3. Yem Materyallerindeki Faj Yasam Siiresi

Uygun kosullarda iiretilen 10° pfu/ml yogunluktaki fajindan 1 ml almarak 10’ar g
yem materyaline pulverizasyonla puskurtildi ve 20-22°C inkiibasyona birakildi.
Ayrica faj uygulamasi yapilmayan yem materyali de kontrol olarak kullanildi.
Uygulama yapilan yem materyallerinden 1 hafta siireyle her giin 6rnekler alinarak
fajlarin aktivitelerini koruyup korumadiklari ve sayilari agar-overlay yontemi ile

incelendi. Her bir saat uygulamasi i¢in ayn1 kosullarda ayr1 yem materyali kullanildu.

2.2.8.3. Faj Saklama Siiresinin Saptanmasi

Salmonella Infantis fajlarinin saklanma ve kullanilabilirlik siiresini tespit etmek igin
calismalar yapildi. Bu amagla RTD 'nu 1x10° olan fajlar arasindan segilen fajlar SM
solisyonuna toplandiktan sonra 2’ser ml ependorf tiiplere alindi. Tiipler oda 1sisi,

+4°C, -20°C ve -80°C’de bekletildi. Bu preparatlardan gittikge artan zaman
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aralilarinda (ilk hafta her giin, ilk ay her hafta ve daha sonra aylik ve yillik
araliklarla) oOrnekler alinarak faj aktivitesi ve sayist agar-overlay yontemi ile
incelendi. Kullanilan fajlar yukarida belirtilen yontemlerle iiretildi, saflagtirildi ve
doze edildi. Her bir zaman uygulamasi i¢in ayni1 kosullarda ayr1 preparat kullanildi
(Kropinski ve ark., 2009 ve Kutter, 2009).

2.2.9. istatistiksel Analiz

Salmonella Infantis fajlarinin konak bakteriler iizerindeki etkinligini, 24 saat sonunda
kontrol olarak kullanilan, faj uygulamasi yapilmayan su, altlik ve yem 6rneklerindeki
canli S. Infantis sayisinin, fajlar ile muamele edilmis su, altlik ve yem orneklerindeki
canli S. Infantis sayisimin Kkarsilastirilmas: ile degerlendirildi. Go6zlemlenen
farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini belirlemek icin Ki-Kare
analizi kullanildi, p <0.05 anlamli kabul edildi (Field, 2009).
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3. BULGULAR

3.1. Faj izolasyonunda Kullanilacak S. Infantis Suslarinda Lizojenite Bulgular1

Calismada, izolasyon asamasinda bakteriyofajlarin konak hedef hiicreleri olarak
kullanilan ribotiplendirme sonucu riboprint paternleri iki farkli kiimeyi temsil eden
kanatl orijinli 5’er adet toplamda 10 adet S. Infantis izolatinin lizojenite ¢aligmalari

sonucunda bu suslarin hi¢birinde lizojenite saptanamadi.

3.2. Viriilent (Litik) Bakteriyofaj Izolasyonu Bulgular

Calismada bakteriyofaj izolasyonu i¢in kullanilan Ankara ve Bolu illerinde yer alan
kanath isletmelerinden ve kanatli mezbahalarindan toplanan 50 adet diski-altlik
orneginin 26 tanesinde spot test (Sekil 3.1) ile faj aktivitesi belirlendi ve agar-overlay
yontemi (Sekil 3.2) ile sadece 18 adet faj saf olarak izole edildi. Toplanan 50 adet
atik su 6rneginden ise 29 tanesinde spot test (Sekil 3.1) ile faj aktivitesi belirlendi ve
ancak agar-overlay ile (Sekil 3.2) 20 adet faj saf olarak izole edildi. Incelenen 100

materyalden toplam 38 adet S. Infantis faj1 izole edildi (Cizelge 3.1).

Sekil 3.1. Spot test ile belirlenen litik faj aktivitesi A) altlik materyalinde, B) atik su
materyalinde.
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Sekil 3.2. Agar-overlay yontemi ile goriilen faj plaklari.

Cizelge 3.1. Kaynagina gore izole edilen toplam faj sayist.

Faj Aktivitesi Faj izolasyonu
Incelenen 6rnek sayisi Spot test (%) Agar- Overlay (%)
Althik-Digki 50 26 (52) 18 (36)
Atik Su 50 29 (58) 20 (40)
Toplam 100 55 (55) 38 (38)

3.3. Rutin Test Diliisyonu Bulgulari

Tez calismasinda izolasyonu yapilan fajlarin titresini belirmek ve yiksek titreli
fajlar1 secebilmek ig¢in, izole edilen 38 S. Infantis fajinin rutin test diliisyonlar
incelendi. Incelenen 38 fajdan 17 fajm RTD’u 10%iin altinda bulundu. Pasaj
yapilarak konsantrasyonlari arttirilamayan bu 17 adet faj daha sonraki asamalarda
kullanilmadi. RTD degeri 10° ve iistiinde bulunan 21 fajim RTD degerleri Cizelge

3.2’de verilmistir.
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Gizelge 3.2. RTD degerleri 10° tizerinde olan S. Infantis fajlarmin listesi.

Faj Konak Bakteri Kaynak RTD

SF-Inl S. Infantis Diski-altlik 3x108
SF-1n3 S. Infantis Atik Su 2x10°
SF-1n4 S. Infantis Diski-altlik 3x10°
SF-In7 S. Infantis Diski-althik 2x10°
SF-1n8 S. Infantis Diski-althik 4x10°
SF-In10 S. Infantis Digki-altlik 3x10°
SF-In12 S. Infantis Atik Su 2x10°
SF-1n16 S. Infantis Atik Su 2x107
SF-In18 S. Infantis Diski-althik 3x10°
SF-1n20 S. Infantis Atik Su 2x10°
SF-1n21 S. Infantis Atik Su 4x107
SF-1n22 S. Infantis Atik Su 2x106
SF-1n24 S. Infantis Atik Su 3x10°
SF-1n26 S. Infantis Atik Su 3x108
SF-1n27 S. Infantis Atik Su 2x10°
SF-1n28 S. Infantis Digki-altlik 3x108
SF- In31 S. Infantis Diski-althk 2x108
SF-1n33 S. Infantis Diski-altlik 3x10°
SF- In35 S. Infantis Atik Su 3x10°
SF- In37 S. Infantis Atik Su 2x107
SF- In38 S. Infantis Atik Su 2x107

3.4. Fajlarin Litik Spektrumlarmin ve Litik Profillerinin Belirlenmesi Bulgular

Faj izolasyon g¢aligmalari ile elde edilen 38 adet S. Infantis fajindan RTD 1x10%iin
Uzerinde olan 21 faj ayirilarak, her bir fajin 200 adet S. Infantis, susundaki litik
spektrumlar1 ve profilleri belirlendi (Sekil 3.3). Bu 21 fajin numaralandirilan ayni ya
da farkli suglar lize etme kabiliyetine gore 17 farkli litik profil tespit edildi. Litik

spektrumlarma gore ise SF-In22 fajinin en dar (%69,5), SF-In7 fajinin ise en genis
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(%94,5) spektruma sahip oldugu belirlendi. Test edilen biitiin fajlarin litik

spektrumlari ve profilleri Cizelge 3.3’de gosterilmistir.

Sekil 3.3. S. Infantis fajlarinin litik spektrumunun ve profillerinin belirlenmesinde kullanilan
spot test sonuglart.

Cizelge 3.3. 21 adet S. Infantis fajimin kaynak, litik spektrumu ve litik profil verileri.

Litik Etki Goriilen Sus Sayis1

Faj Kaynak incelenen Sus Sayisi Litik Profil (%)
SF-Inl Diski-altlik 200 adet S. Infantis 8 177 (88,5)
SF-In3 Atk Su 200 adet S. Infantis 13 169 (84,5)
SF-In4 Digki-altlik 200 adet S. Infantis 15 153 (76,5)
SF-In7 Diski-althik 200 adet S. Infantis 1 189 (94,5)
SF-Ing  Diskialthk ~ 2008detS.Infantis 7 178 (89)
SF-In10  Diski-altlik 200 adet S. Infantis 12 172 (86)
SF-In12 Atk Su 200 adet $. Infantis 10 175 (87,5)
SF-In16 Atk Su 200 adet S. Infantis 14 167 (83,5)
SF-In18  Diski-altlik 200 adet S. Infantis 5 182 (91)
SF-In20 Atk Su 200 adet . Infantis 2 188 (94)
SF-In21 Atk Su 200 adet $. Infantis 9 176 (88)
SF-In22 Atk Su 200 adet . Infantis 17 139 (69,5)
SF-In24 Atk Su 200 adet $. Infantis 10 175 (87,5)
SF-In26 Atk Su 200 adet S. Infantis 11 172 (86)
SF-In27 Atk Su 200 adet S. Infantis 16 149 (74,5)
SF-In28  Diski-altlik 200 adet S. Infantis 12 172 (86)
SF-1n31  Diski-altlik 200 adet S. Infantis 6 179 (89,5)
SF-In33  Diski-althk 200 adet S. Infantis 7 178 (89)
SF-In35 Atk Su 200 adet S. Infantis 4 184 (92)
SF-1n37 Atk Su 200 adet S. Infantis 3 186 (93)
SE- In38 Atik Su 200 adet S. Infantis 11 172 (86)
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3.5. RAPD-PCR Analizi Bulgulari

Tez calismasinda izolasyonlar1 yapilan fajlarin, kaynaklari, RTD wverileri, litik
spektrum ve profil verileri degerlendirildi. Buna gore, litik profilleri farkli fajlar
icinden litik spektrumlar1 genis (%90 ve tizeri) oldugu belirlenen toplamda 5 adet S.
Infantis faji (SF-In7, SF-In18, SF-In20, SF-In35, SF-In37) RAPD-PCR ile molekiiler

tiplendirme amaciyla secildi.

RAPD-PCR analizinde en az bir polimorfik bantin gériilmesi ile fajlar farkli
olarak degerlendirildi. Litik spektrumlart %90 ve {lizeri olan S. Infantis fajlarin
tamamiin (n: 5) RAPD-PCR analizi sonucunda SF-In35, SF-In37 fajlarmin benzer
band sayisina sahip olup benzer pattern yapisinda oldugu, SF-In7, SF-In18, SF-In20
fajlariin ise birbirinden ve SF-In35, SF-In37 fajlarindan farkli oldugu belirlendi. Bu
sonuclara gore 5 adet S. Infantis faji arasindan, homoloji diizeyleri birbirinden farkli
olup en yiksek litik spektruma sahip (SF-In7, %94,5; SF-In20, %94 ) olan SF-In7,
SF-In20 fajlar1 faj-bakteri dinamikleri ve deneysel ¢alismalarda kullanilmak {izere

secildi.

3.6. Faj-Bakteri Dinamikleri Bulgular

[k asamada bakteriyofaj uygulamalarinda kullanilabilecek fajlarin se¢iminden sonra,
uygulama kosullarinda kullanilacak degerleri elde etmek i¢in faj-bakteri dinamikleri

incelendi. Bu calismalardan asagidaki bulgular saglandi.

32



3.6.1. Minimal Faj ve Minimal Bakteri Sayis1 Bulgulari

Minimal faj ve minimal bakteri sayisinin belirlenmesi i¢in deneysel ¢aligmalarda
kullanilmak tizere segilen SF-In7 ve SF-In20 fajlar1 ve bu fajlarin konak bakterisi
olan 1 adet S. Infantis susu ile yapilan g¢alismalarin sonuglar1 Cizelge 3.4°de
gosterildi. Buna gore faj enfeksiyonu icin gerekli minimal S. Infantis sayilari
7.4x10% 8,2x10* cfu/ml ve minimal faj sayilar1 5,8x10% — 6,6x10° pfu/ml olarak

belirlendi.

Cizelge 3.4. S. Infantis faj enfeksiyonu igin gerekli minimal faj-bakteri sayilari.

- Minimal
Faj tipi Konak sus sayis1
Faj sayisi (pfu/ml) Bakteri sayist (cfu/ml)
SF-In7 1 5.8x10* 8.2x104
SF-1n20 1 6.6x10* 7.4x10*%

3.6.2. Faj Adsorbsiyon Oram Bulgular

Salmonella-faj enfeksiyonunda fajin konak bakteriye baglanmasi igin gerekli siireyi
gosteren adsorbsiyon oranlari belirlenmesi i¢in segilen SF-In7 ve SF-In20 fajlar1 ve
bu fajlarin konak bakterisi olan 1 adet S. Infantis susu yapilan ¢aligmalarin sonuglari
Cizelge 3.5de gosterildi. Toplam 2 adet S. Infantis fajinin 10-60 dakikalar arasindaki
adsorbsiyon oranlart birbirine yakin bulundu ve 6nemli bir fark olmadigi gorildi
(Sekil 3.4.). Bu sonuglara gore, 2 fajin ortalama %95’inin 20 dk icinde konak
hlcreye adsorbe oldugu belirlendi.
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Cizelge 3.5. S. Infantis fajlarinin zamana bagli adsorbsiyon oranlart.

Zamanda (10-60 dak) adsorbsiyon oram (%)

Faj tipi LELET) 10 20 30 40 50 60
sayis1

SF-In7 1 70 9 97 97 o7 97

SF-In20 1 75 95 9 o7 97 o7

FAJLARIN ADSORBSIYON ORANI(%)

e -~

80
70
60
50
40
30
20
10

ADSORBSIYON ORANI (%)

0 10 20 30 40 50 60
ZAMAN (DK)
=== SF-In7 == SF-In20

Sekil 3.4. S. Infantis fajlarinin zamana (dakika) bagli adsorbsiyon egrileri.

3.6.3. Latent Sure Bulgular:

Calismada, secilen SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin aktivasyona gegebilmesi igin
gereken latent siireler incelendiginde, bu iki fajin konak S. Infantis susu icin latent

stirelerin sirasiyla 57 dk ve 65 dk oldugu belirlendi.
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3.7. Deneysel Calisma Bulgular:

3.7.1. Fajlarin Etkinliginin Saptanmasi Bulgulari

Calismada belirtilen kriterlere gore secilen ve faj enfeksiyonu icin parametreleri
belirlenen SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin kendi konag1 olan S. Infantis susu Uzerindeki
etkileri ve etki sreleri incelendi. Her bir test edilen materyal igin farkli zamanlarda
yapilan Olgiimlerin de verileri olmasma ragmen, bir ornekliligi saglamak igin

grafiklerde 1, 12 ve 24’tincii saat 6l¢iimleri degerlendirmeye alindi.

3.7.1.1. Fajlarin Su Materyallerindeki Etkinligi Bulgular

Tez galismasinda deneysel olarak S. Infantis susu inokule edilen su materyalinde
yapilan ¢alismalarin sonuglar1 Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da gosterildi. Bu sonuglara gére
105 cfu/ml S. Infantis iceren su materyaline 10° pfu/ml yogunluktaki faj
eklendiginde, ilk saat canli bakteri sayisinda herhangi bir degisimin goriilmedigi,
12’nci saatte bakteri sayisinda kontrole gore yaklasik 3 logio cfu/ml azalma
goriildiigii, 24 saatte ise fajlarin canli bakteri sayisimi ml’de 400-800 cfu/ml
(p<0,001)’e kadar distirebildigi goriildii. Sonu¢ olarak secilen iki fajin su
materyalinde Salmonella sayisin1 24 saatte yaklasik olarak 4 logio cfu/ml (p<0,001)
azalttigi belirlendi. SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin konak bakteri (zerinde etkileri

arasinda sayisal farklilik oldugu, ancak etkinin paralel seyrettigi bulundu.
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Fajlarin Su Materyallerindeki Etkinligi
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Sekil 3.5. Deneysel yolla S. Infantis inokule edilen sularda SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin
zaman igindeki (saat) etki egrileri.

Faj sayimlari incelendiginde ise ilk saate faj titresinde 4 logio pfu/ml olarak
belirgin bir azalma gorildi, 12°nci saatte ise faj sayisinda (pfu/ml) 3 logio pfu/ml
artma gorildi. 24 saatte ise sayisal artma goriilmesine karsin logaritmik olarak
saymin sabit kaldigi ya da 1 logio pfu/ml arttigi belirlendi. SF-In7 ve SF-In20

fajlarinin titre verileri arasinda farklilik oldugu, ancak etkinin paralel seyrettigi

bulundu.
Fajlarin Su Materyallerindeki Titreleri
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Sekil 3.6. Deneysel yolla S. Infantis inokule edilen sularda SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin
zaman i¢indeki (saat) titre egrileri.
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3.7.1.2 Fajlarin Althk Materyallerindeki Etkinligi Bulgular:

Tez calismasinda deneysel olarak S. Infantis susu inokule edilen altlik materyalinde
yapilan ¢alismalarin sonuglart Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de gosterildi. Bu sonuclara gore,
10° cfu/ml S. Infantis iceren althik materyaline 10° pfu/ml yogunluktaki faj
eklendiginde, ilk saat canli bakteri sayisinda herhangi bir degisimin goriillmedigi, 12.
saatte bakteri sayisinda kontrole gore yaklasik 1 logio cfu/ml azalma gorildigi, 24
saatte ise bu saymin 1,2x10*-8x10% cfu/ml (p<0,001) oldugu belirlendi. SF-In7 ve
SF-In20 fajlarinin konak bakteri iizerinde etkileri arasinda sayisal farklilik oldugu,

ancak etkinin paralel seyrettigi bulundu.

Fajlarin Althk Materyallerindeki Etkinligi
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Sekil 3.7. Deneysel yolla S. Infantis inokule edilen altlikta SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin
zaman ig¢indeki (saat) etki egrileri.

Faj sayimlari incelendiginde ise ilk saat faj titresinde 3 logio azalma goruldi,
12. saatte ise faj sayisinda (pfu/ml) 2 logio artma gorildi. 24 saatte ise 0,5 logio
pfu/ml arttig1 belirlendi. SF-In7 ve SF-In20 fajlarimin titre verileri arasinda farklilik

oldugu, ancak etkinin paralel seyrettigi bulundu.
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Fajlarin Althk Materyallerindeki Titreleri
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Sekil 3.8. Deneysel yolla S. Infantis inokule edilen altlikta SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin
zaman i¢indeki (saat) titre egrileri.

3.7.1.3. Fajlarin Yem Materyallerindeki Etkinligi Bulgular:

Tez calismasinda deneysel olarak S. Infantis susu inokule edilen yem materyalinde
yapilan g¢alismalarin sonuglart Sekil 3.9 ve Sekil 3.10°da gosterildi. Bu sonuclara
gore 10° cfu/ml S. Infantis iceren yem materyaline 10° pfu/ml yogunluktaki faj
eklendiginde, canli bakteri sayisinda altlik ve sudaki gibi ilk saate herhangi bir
degisim gorllmedi. 12°nci saatte bakteri sayisinda kontrole gore yaklasik 2 logio
cfu/ml azalma goriildiigii, 24 saatte ise bu saymnmn 3x103-2,1x10° cfu/ml (p<0,001)
oldugu belirlendi. SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin konak bakteri iizerinde etkileri

arasinda sayisal farklilik oldugu, ancak etkinin paralel seyrettigi bulundu.
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Fajlarin Yem Materyallerindeki Etkinligi
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Sekil 3.9. Deneysel yolla S. Infantis inokule edilen yemde SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin
zaman i¢indeki (saat) etki egrileri.

Faj saymmlar1 incelendiginde ise altlikta alinan sonuglara benzer sonuclar
alindi. Ilk saate faj titresinde 3 logio pfu/ml azalma goriildii, 12°nci saatte ise faj
sayisinda (pfu/ml) 1 logio artma goruldu. 24 saatte ise 1 logio pfu/ml arttigi
belirlendi. SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin titre verileri arasinda farklilik oldugu, ancak

etkinin paralel seyrettigi bulundu.

Fajlarin Yem Materyallerindeki Titreleri
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Sekil 3.10. Deneysel yolla S. Infantis inokule edilen yemde SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin
zaman i¢indeki (saat) titre egrileri.
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3.7.2. Fajlarin Yasam Siiresinin Saptanmasi Bulgulari

Calismada belirtilen Kriterlere gore secilen ve faj enfeksiyonu igin parametreleri
belirlenen SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin konak hicre bulundurmayan bir ortamda

yasam sureleri arastirildi.

3.7.2.1. Fajlarin Su Materyallerindeki Yasam Siiresi Bulgular

Tez galismasinda secilen SF-In7 ve SF-In20 fajlar1 ile konak hiicre bulundurmayan
su materyalinde yapilan ¢alismalarin sonuglart Sekil 3.11°de gdsterildi. Bu sonuglara
gore su materyaline 10° pfu/ml yogunluktaki faj eklendiginde, birinci, ikinci, tgtincl
ve dordiincii giin faj titresinin degismedigi (108 pfu/ml), besinci giin faj titresinin 1
logio azaldigi, altinc1 gln faj titresinin degismedigi, yedinci gunde ise 1 logio daha
azalma goriildiigi tespit edildi. Faj titresinin yedinci giin sonunda baslangig titresine
oranla toplamda 2 logio azaldig1 bu azalmaya ragmen fajlarin yasamaya devam ettigi
tespit edildi. Bununla birlikte su materyalinde yasamaya devam eden fajlardan
devam eden (¢ hafta siireyle de her hafta tekrar sayim yapildi ve dérdinci hafta
sonunda faj titresi elde edilemedi. SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin titre verileri arasinda

sayisal farklilik oldugu, ancak etkinin paralel seyrettigi bulundu.
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Fajlarin Su Materyallerindeki Yasam Siiresi
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Sekil 3.11. SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin su materyalinde zaman igindeki (giin) titre egrileri.

3.7.2.2. Fajlarm Althk Materyallerindeki Yasam Siiresi Bulgular:

Tez ¢alismasinda secilen SF-In7 ve SF-In20 fajlar1 ile konak hiicre bulundurmayan
althk materyalinde yapilan c¢alismalarin sonuglar1 Sekil 3.12°de gosterildi. Bu
sonuclara gore altlik materyaline pulverizasyonla 10° pfu/ml yogunluktaki faj
eklendiginde, birinci ve ikinci gin faj titresinin degismedigi (10° pfu/ml), tigiinci
giin titrenin 1 logwo azaldigi belirlendi. Faj titresinin dordiinct giin 1 logio daha
azaldigi, besinci giin degismedigi, altinc1 ve yedinci giinde ise toplamda 1,5 logio
daha azalma goriildiigii tespit edildi. Faj titresinin yedinci gun sonunda baslangi¢
titresine oranla toplamda 3,5 logio azaldigi bu azalmaya ragmen fajlarin yasamaya
devam ettigi belirlendi. Altlik materyalinde iki hafta siireyle de her hafta tekrar sayim
yapildi. Ancak ticlincii hafta sonunda faj titresi elde edilemedi. SF-In7 ve SF-In20
fajlarmin titre verileri arasinda sayisal farklilik oldugu, ancak etkinin paralel

seyrettigi bulundu.
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Fajlarin Althk Materyallerindeki Yasam Siiresi
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Sekil 3.12. SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin altlik materyalinde zaman icindeki (giin) titre
egrileri.

3.7.2.3. Fajlarin Yem Materyallerindeki Yasam Siiresi Bulgular

Tez calismasinda secilen SF-In7 ve SF-In20 fajlar1 ile konak hiicre bulundurmayan
yem materyalinde yapilan c¢alismalarin sonuglari Sekil 3.13’de gosterildi. Bu
sonuclara gére yem materyaline pulverizasyonla 10° pfu/ml yogunluktaki faj
eklendiginde, birinci, ikinci ve (glincii giin faj titresinin degismedigi (10° pfu/ml),
dorduncl ve besinci gun titrenin 1’er logio azaldigi, altinct ve yedinci giinde ise
toplamda 1,5 logio daha azalma goriildiigii tespit edildi. Faj titresinin yedinci giin
sonunda baglangic titresine oranla toplamda 3,5 logio azaldigi bu azalmaya ragmen
fajlarin yasamaya devam ettigi tespit edildi. Yem materyalinde yasamaya devam
eden fajlardan devam eden ug hafta streyle de her hafta tekrar sayim yapildi. Ancak
ucuncl hafta sonunda faj titresi elde edilemedi. SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin titre

verileri arasinda sayisal farklilik oldugu, ancak etkinin paralel seyrettigi bulundu.
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Fajlarin Yem Materyallerindeki Yasam Siiresi
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Sekil 3.13. SF-In7 ve SF-In20 fajlarimin yem materyalinde zaman icindeki (gin) titre
egrileri.

3.7.3. Fajlarin Saklama Siiresinin Saptanmasi Bulgulari

Calismada belirtilen kriterlere gore segilen ve faj enfeksiyonu igin parametreleri
belirlenen SF-In7 ve SF-In20 fajlarin saklanma ve kullanilabilirlik siiresi tespit
edildi. Tez calismasinin bu asamasina 2014 yilinin Temmuz ayinda baslandi ve
Olcimler bu tarihe gore ayarlanip son 6l¢iim 2018 Temmuz ayinda yapildi. SF-In7 ve
SF-In20 fajlarinin titre verileri arasinda sayisal farklilik oldugu, ancak etkinin paralel

seyrettigi bulundu.

Segilen SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin oda 1sisinda (20-22°C) zaman igindeki
faj titre sonuglar1 Sekil 3.14°de gosterildi. Fajlarin titre tespit ¢aligmalarinda, ilk hafta
her giin yapilan titre ve aktivite dl¢limlerinde herhangi bir degisiklik goriilmedi. Bu
sebeple yapilan 6lgtimler grafiklerde degerlendirilmeye alinmadi. Bu sonuglara gore
fajlarin ilk iki hafta faj titrelerinde herhangi bir degisim goriilmedi. Faj titresinin
Uclincu hafta sonunda yapilan sayimlarda 2 logio, dordincu hafta sonunda yapilan

sayimlarda ise tekrar 2 logio azaldigi, besinci haftada ise faj titresinin logaritmik
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azaligini siirdiigii ve toplamda 3 logio azaldig: tespit edildi. Son olarak altinci hafta

sonunda yapilan dl¢iimlerde ise faj titresi elde edilemedi.

Fajlarin Oda Isisinda Saklama Siiresi
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Sekil 3.14. SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin oda 1s1sinda zaman i¢indeki (hafta) titre egrileri.

Secilen SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin +4°C’de zaman igindeki faj titre
sonuglart Sekil 3.15°de gosterildi. Fajlarin titre tespit ¢alismalarinda, ilk hafta her
giin ve ilk bir ay her hafta yapilan titre ve aktivite Ol¢limlerinde herhangi bir
degisiklik goriilmedi. Bu sebeple yapilan oOl¢iimler grafiklerde degerlendirilmeye
alinmadi. Bu sonuclara gore fajlarin ilk iki ay faj titrelerinde herhangi bir degisim
gorilmedi. Faj titresinin ¢lncl ay yapilan sayimlarda 2 logio azaldigi, dordiinci,
besinci ve altinc1 ayda ise faj titresinin logaritmik azaligini siirdiigii ve toplamda 4
logio azaldig: tespit edildi. Titrenin yapilan sayimlarda yedinci ve sekizinci ayda ise
toplam 2 logio azaldigr goriildii. Son olarak dokuzuncu ayda yapilan 6lgimlerde ise
faj titresi elde edilemedi.
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Fajlarin +4°C’de Saklama Suresi
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Sekil 3.15. SF-In7 ve SF-In20 fajlariin +4°C’de zaman i¢indeki (ay) titre egrileri.

Segilen SF-In7 ve SF-In20 fajlarmin -20°C’de zaman icindeki faj titre
sonuglar1 Sekil 3.16’da gosterildi. Fajlarin titre tespit ¢alismalarinda, ilk hafta her
giin ve ilk bir ay her hafta yapilan titre ve aktivite dlcimlerinde herhangi bir
degisiklik goriilmedi. Bu sebeple yapilan 6l¢iimler grafiklerde degerlendirilmeye
alinmadi. Bu sonuglara gore fajlarin ilk yil aylik dlgtimler yapildi ve onbirinci ve
onikinci aylarda yapilan olgtimlerde faj titrelerinde toplam 2 logio azalma tespit
edildi. Fajlarin ikinci yil ii¢ ayda bir yapilan titre 6l¢imlerinde toplamda 2 logio daha
azalma goriildi. Devam eden tigiincii yil alt1 ayda bir yapilan 6lgtimlerde, ilk alt1 ay
faj titresinin 2 logio azaldig: ikinci alt1 ayda ise 1 logio daha azaldig: belirlendi. Son
olarak dordincl yilin sonunda 1 logio azalma ile faj titresinin baglangica oranla

toplamda 8 logio azaldig: fakat yasamaya devam ettigi belirlendi.
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Fajlarin - 20°C’de Saklama Suresi
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Sekil 3.16. SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin -20°C’de zaman igindeki (ay) titre egrileri.

Segilen SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin -80°C’de zaman i¢indeki faj aktivitesi ve
titre sonuglar1 Sekil 3.17°de gosterildi. Fajlarin titre tespit ¢alismalarinda, ilk hafta
her giin ve ilk bir ay her hafta yapilan titre ve aktivite Slgiimlerinde herhangi bir
degisiklik goriilmedi. Bu sebeple yapilan Olciimler grafiklerde degerlendirilmeye
alinmadi. Bu sonuglara gore fajlarin ilk y1l aylik 6lgiimler yapildi ve faj titrelerinde
herhangi bir degisim goriilmedi. Faj titre dl¢iimlerinde ikinci yil li¢ ayda bir yapilan
Olglimlerde toplamda 2 logio azalma gorildi. Devam eden figiincii yil alt1 ayda bir
yapilan 6l¢iimlerde, ilk alt1 ay faj titresinin 2 logio azaldigi ikinci alt1 ayda ise 1 logio
daha azaldig1 belirlendi. Son olarak dordunci yilin sonunda 1 logio azalma ile faj

titresinin baslangica oranla toplamda 6 logio daha azaldig:i fakat yasamaya devam

ettigi belirlendi.
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Fajlarin - 80°C’de Saklama Suresi
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Sekil 3.17. SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin -80°C’de zaman igindeki (ay) titre egrileri.

47



4. TARTISMA

Salmonella tim dinyada oldukca yaygin, kanatli hayvanlarda 6nemli ekonomik
kayiplara yol acan, zoonotik, insanlarda 6nemli gida kaynakli enfeksiyonlara sebep
olabilen bir patojendir (Akan, 2008 ve Shi ve ark., 2015). Insanlarda Salmonella’nin
neden oldugu enfeksiyonlardaki artis, bu patojenin Onemini gin gectikce
arttirmaktadir. Bu nedenle Salmonella enfeksiyonlarini hayvansal iiretim asamasinda
onlemek veya kontrol altina almak i¢in kontrol programlar: uygulanmaktadir (Akan,
2008). Ozellikle Salmonella’nin kanatli hayvanlara bulasmasinda, temel olarak yem,
su, kontamine kiimes altlig1, diger hayvanlar ve cevresel kaynaklarin rolii vardir.
(Boynukara ve Aydin, 1990; Garber ve ark., 2003 ve Grimiont ve Weill, 2007).
EFSA’nin 2016 yili raporunda, S. Infantis’in insanlarda halen en yaygin dordiincii
serotip olarak 6nemini korudugu bildirilmistir (EFSA, 2017). Tiirkiye’de ise yapilan
cesitli calismalar da kanatlilarda en sik izolasyonu yapilan serotipin S. Infantis
oldugu bildirilmistir (Bugdayci, 2007; Giiliisen ve ark., 2015 ve Sahan ve ark.,
2012).

Ozellikle Salmonella’larda artan antimikrobiyal direng, bu enfeksiyonun
onlenmesi ve kontrol edilmesinde alternatif tedavilere ilginin artmasina sebep
olmustur. Bakteriyofajlarin insanlarda tedavi amaciyla kullanimi uzun yillardan beri
bilinmektedir (Cox ve ark., 2011). Bakteriyofajlar bakterileri enfekte eden ve dldiren
viruslardir, spesifik bakterileri hedef alirlar, konak ozgiilliginden dolayi, diger
mikrobik populasyonlar etkilenmez (Borie ve ark, 2008). Tim bu bilgiler 1s18inda bu
tez ¢alismasinda S. Infantis i¢in dekontaminasyon ajani olarak litik bakteriyofajlarin
izole edilmesi ve bu fajlarn bulagsma kaynagi olan su, yem ve altlik materyallerinde

deneysel ¢alismalarla etki, yasam ve saklama siirelerinin belirlenmesi amaglandi.
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Faj izolasyon caligmalarinda litik fajlar1 izole etmek icin konak olarak
kullanilan bakteri suslarinin lizojeniteye sahip olup olmamasi énemli bir Kkriterdir.
Clnku izole edilen bakteriyofajin, lizojenik formdan litik forma ge¢ip gegmedigi
bilinemedeginden biyokontrol amagh kullanimlarda tekrar lizojenik forma gecmesi
problem teskil edebilir (Raya ve Hebert, 2009). Yapilan g¢alismalarda
Salmonella’larin lizojenik fajlar1 barindirdigi (Mocuta ve ark., 2017 ve Shin ve ark.,
2012) bazi galismalarda da barindirmadigi bildirilmektedir. Sillankorva ve ark.
(2009)’nin calismalarinda kanathilarda faj tedavisi uygulamasi i¢in S. Enteritidis
bakteriyofajlarinin izolasyonu yapilmis ve izolasyonda kullanilan 25 adet S.
Enteritidis susunun tamaminin lizojenitesi kontrol edilmistir. Calismada kontrol
edilen suslarin higbirinde lizojenite belirlenememistir. Benzer olarak bu tez
caligmasinda da izolasyon asamasinda bakteriyofajlarin konak hedef hiicreleri olarak
kullanilan kanatli orijinli 10 adet S. Infantis izolatinin higbirinde lizojenite
saptanamadi. Bu sebeple lizojenite kontrolii yapilan tiim suslar faj izolasyonunda

konak hiicre olarak kullanildi.

Salmonella fajlarinin izolasyonunda, havuzlanmis digki-altlik materyalleri ve
kanalizasyon suyu zengin bir kaynak olarak en sik kullanilan materyallerdir (Akhtar
ve ark., 2014; Huang ve ark., 2018; Ibrahim ve ark., 1969 ve O’Flynn ve ark., 2006).
Bu sebeple bu tez calismasinda diski-althk ve atik su Ornekleri faj izolasyon
materyali olarak belirlendi. Cesitli ¢alismalarda, kullanilan materyallerden
Salmonella faj izolasyon oranlari incelediginde ise farkli veriler mevcuttur. Bardina
ve ark. (2012)’nin S. Typhimurium’u konak hiicre olarak kullandiklar1 ¢alismada
toplam 189 diski orneginden 55 adet Salmonella faji (%29,1), Cortes ve ark.
(2015)’nin S. Typhimurium ve S. Enteritidis’i konak hiicre olarak kullandiklar
caligmalarinda 191 adet diski materyalinden 55 adet Salmonella faj1 (%28,8), Borrie
ve ark. (2008), S. Enteritidis’i konak hiicre olarak kullandiklar1 ¢alismalarinda ise 57
adet atik su materyalinden toplam 8 litik Salmonella (%14,03) faji izole edilmistir.
Bu c¢aligmalarin higbirinde S. Infantis faji arastiritlmamistir. Salmonella Infantis’in
konak hiicre olarak kullanildig1 bu tez ¢alismasinda ise incelenen 50 atik su ve 50
altlik-diski materyalinden toplam 38 adet S. Infantis (%38) faji saf olarak agar
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overley yontemi ile izole edildi. Genel izolasyon oranlari karsilastirildiginda bu oran
Bardina ver ark. (2012), Cortes ve ark. (2015) ve Borrie ve ark. (2008)’nin
caligmalarindan farkli olarak daha ytiksektir. Bu farkliligin, ¢alismalarda kullanilan
konak hiicre serotipinden kaynaklandigi, Tiirkiye’de en yaygin serotip olan S.
Infantis’in bu tez ¢alismasinda konak olarak segilmesinin, faj izolasyon sansini ve

oranini artirdig1 diisiiniildi.

Bununla beraber, bu tez c¢alismasinda kullanilan materyalden izolasyon
miktar1 incelendiginde digki-altlik 6rneklerine (%47,36) kiyasla atik su 6rneklerinden
(%52,63) daha fazla oranda faj izole edildi. Huang ve ark. (2018), calismalarinda
benzer olarak kanalizasyon orneklerinden 15 adet (%42,85) farkli Salmonella fajin
izole etmis fakat izole edilen fajlarin gesitligi ile ilgili bir veri verilmemistir. Bununla
beraber materyallerden izole edilen fajlarin ¢esitliligi incelendiginde bu tez
calismasinda diski-altlik 6rneklerinden 7 farkli litik profilde faj, atik su 6rneklerinden
ise 10 farkli litik profilde faj izolasyonu yapildi. Ozetle bu iki materyalden izole
edilen fajlarin toplam 17 farkli litik profile sahip oldugu belirlendi. Ayrica yine bu
iki materyal grubundan tamamen birbirinden farkli litik spektruma sahip 21 fajin
belirlenmesi kullanilan iki materyalin birbirinden ustiinliigiinin olmadigimi ve faj
cesitliligini arttirmak i¢in iki materyalinde izolasyon igin kullanilmasi gerektigini

gosterdi.

Fajlarin, faj tedavisi ve biyokontrol ajani olarak kullanilmalar1 i¢in yuksek
titreli olmalar1 gerekmektedir. Bu sebeple izolasyonu yapilan fajlar tedavi
calismalarinda kullanilmadan 6nce RTD’lari belirlenmelidir. Bu tez g¢alismasinda
izole edilen 38 S. Infantis fajmin RTD’lar1 incelendi ve 17 fajin RTD, 10*{in altinda
bulundu. Pasaj yapilarak konsantrasyonlar: arttirilamayan bu 17 adet faj daha sonraki
asamalarda kullanilmadi. Bilimsel literatur incelendiginde izolasyonu yapilan fajlarin
RTD verileri ¢alismalarda verilmediginden karsilastirma yapilamamistir. Tez
caligmasinda izole edilen 17 fajin titrelerinin arttirilamamasinin sebebi, kullanilan

konak suslarin fajin kendi konag1 olmamasina baglanmstir.
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Fajlarin biyokontrol ajani olarak kullanilabilmeleri ve etkili olabilmeleri i¢in
diger bir kriter de genis litik spektruma sahip olmasidir. Bu sebeple izolasyonu
yapilan fajlarin etkili olduklar1 bakteri spektrumu incelenip farklilik agisindan litik
profilleri belirlenmelidir. Bir¢cok c¢alismada izolasyonu yapilan fajlarin litik
spektrumlar1 belirlenmis kullanilacak fajlar en genis spektruma sahip olmasina gore
secilmistir (Atterbury ve ark., 2007; Bao ve ark., 2011; Huang ve ark., 2018; Rivera
ve ark., 2018 ve Quiroz ve ark., 2016). Bu tez ¢calismasinda RTD 1x10%iin {izerinde
olan 21 S. Infantis fajinin her birinin 200 adet S. Infantis, susundaki litik spektrumlari
belirlenerek en genis spektruma sahip (%90 ve {istii) fajlar secilmistir. Ancak tez
caligmasinda se¢im yapilirken tek kriter litik spektrumlarinin genisligi olmamus,
bunun yaninda fajlarin birinden farkli olmasini saglamak icin litik profiller
cikarilarak litik profilleri birbirinden farkli fajlar secilmistir. Atterbury ve ark.
(2007)’nin ¢aligmalarinda da benzer olarak faj secimi yapilirken litik spektrumlara ek
olarak litik profillere bakilmistir. Ayni1 ¢alismada toplam 232 Salmonella faji izole
edilmis ve herbir fajin farkli serotiplerden olusan 70 Salmonella susunda litik
spektrum verileri degerlendirilerek 232 fajdan 80 farkli (%34,4) litik profil
bulunmustur. Cortes ve ark. (2015) ¢alismalarinda 55 adet Salmonella fajinin farkl
serotiplerden olusan 67 Salmonella susunda litik spektrumlarini belirleyerek 39
(%70) farkl lizis profili elde edilmistir. Bu tez ¢alismasinda ise litik spektrumuna
bakilan 21 fajdan 17 farkli (%80) litik profil tespit edildi. Bu oran Atterbury ve ark.
(2007) ile Cortes ve ark. (2015)’nin ¢alismalarinda bulduklar1 orandan fazladir. Tez
caligmasinda tek bir Salmonella serotipine (S. Infantis) ait fajlarin ¢aligilmasi ve fazla
sayida (200 adet) S. Infantis susu {izerinde litik spektrum ve profil belirlenmesi faj
cesitliligini arttirmistir. Sonucta tez calismasinda litik spektrumu en genis ve litik
profilleri birbirinden farkli fajlar segilerek, fenotipik tiplendirmeye ek olarak

genotipik tiplendirmeye tabi tutulmustur.

Bakteriyofajlarin litik spektrumlar1 arasindaki farklar kiiciik oldugunda, faj
izolatlarmin ayni olmadigindan emin olmak i¢in daha fazla karakterizasyon
gereklidir. Bu sebeple fajlar fenotipik tiplendirmeye ek olarak genotipik olarak da
tiplendirilir (Atterbury ve ark., 2007). Molekuler yontemlerden RAPD-PCR teknigi
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fajlarin genotipik olarak tiplendirilmesinde ucuz, kolay ve daha kisa bir yontem
olmasi ve fajlar1 %100 tiplendirebilmesi sebebiyle kullanilmaktadir (Cortes ve ark.,
2015 ve Gutierrez ve ark., 2011). Bu sebeple, bu tez ¢alismasinda da RAPD-PCR
yontemi, litik profilleri farkli fajlar iginden litik spektrumlari genis (%90 ve lizeri)
oldugu belirlenen toplamda 5 adet S. Infantis fajinin (SF-In7, SF-In18, SF-In20, SF-
In35, SF-In37) genotipik olarak tiplendirmesi amaciyla kullanildi. RAPD-PCR
yonteminde farkli primerler kullanilmis ve bu primerlerin aymrim gigleri
karsilastirilmistir (Cortes ve ark., 2015 ve Gutierrez ve ark., 2011). Cortes ve ark.
(2015)’nin ¢alismalarinda RAPD-PCR’da kullanilan 3 farkli primerden (P1, P2 ve
OPL5), P1 primerinin 34 farkli PCR paterni ile en yiiksek ayrim kapasitesine sahip
oldugu bildirilmistir. Bu sebeple bu tez c¢alismasinda hem yiksek ayririm
kapasitesine sahip olmasindan dolayr P1 primeri kullanildi. Cortes ve ark. (2015)
caligmalarinda 55 adet Salmonella fajinin RAPD-PCR’1 sonucu 40 farkli profil
(%70,73 farklilik) elde etmisler ve c¢ikardiklari litik profillerle kiyasladiklarinda
RAPD-PCR profilleri ile litik profillerin birbiri ile uyumlu oldugunu bildirmislerdir.
Ancak bu tez ¢alismasinda incelenen litik profilleri farkli 5 S. Infantis fajindan 4
farklt (%80 farklilik) RAPD profili elde edildi ve iki fajin (SF-In35, SF-In37)
tamamen benzer band sayisina sahip oldugu belirlendi. Yapilan c¢alismalarda
(Fiorentin ve ark., 2004) litik profil ve RAPD band profili uyumsuzlugunun farkli
primerler denenerek ortadan kalkabilecegi bildirildiginden, litik profillerinin farkli
olup RAPD band profillerinin ayni olmast durumunun farkli primerler
kullanildiginda ortadan kalkabilecegi diistintildii. Tez ¢alismasinda bu sonuglara gore
5 adet S. Infantis faji arasindan, homoloji diizeyleri birbirinden farkli oldugu
belirlenen ve en yiksek litik spektruma sahip (SF-In7, %94,5; SF-In20, %94) olan
SF-In7, SF-In20 fajlar1 faj-bakteri dinamikleri ve deneysel ¢alismalarda kullanilmak

uzere segildi.

Faj-bakteri dinamikleri denildiginde, faj enfeksiyonu igin gerekli minimum
bakteri ve faj sayilari, fajin konagina adsorbe olma orani, farkli latent donem siireleri
gibi parametrelerin arastirilmasi gereklidir (Soykut ve Tunail, 2009). Bilimsel

literatiir incelendiginde sadece S. Infantis fajlarinin faj parametreleri ile ilgili
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caligmalara rastlanamamakla birlikte farkli bakteri fajlari ve farkli serotipe ait
Salmonella fajlar1 iizerinde caligmalar mevcuttur. Wiggins ve Alexander (1985)
yaptiklar1 ¢alismada farkli fajlarin (Staphylococcus aureus 80a faj1, Bacillus subtilis
SPBcl faji, Escherichia coli T4 faji) cogalmasi i¢in minimum bakteriyel
yogunlugunu arastirmiglardir. Bu ¢alismada, faj yogunlugunun ortalama 10 ile 10°
arasinda, konak¢i yogunlugunun ise yaklasik 10* cfu/ml esiginin altinda oldugu
ortamlarda herhangi bir etki gosteremedikleri belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda ise
secilen SF-In7 ve SF-In20 fajlar1 ve bu fajlarin konak bakterisi olan 1 adet S. Infantis
susu ile yapilan calismalar sonucunda faj enfeksiyonu igin gerekli minimal S. Infantis
sayilar1 7,4x10% 8,2x10* cfu/ml ve minimal faj sayilar1 5,8x10%-6,6x10° pfu/ml
olarak belirlendi. Bu bulgularin Wiggins ve Alexander (1985)’in galismalarinda

buldugu sonuglarla birebir uyumlu oldugu anlasildi.

Bakteriyofaj enfeksiyonunun ilk basamagi, bir duyarl konak hiicre tlizerine faj
partikiillerinin baglanmasi olarak tanimlanan adsorpsiyon surecidir. Ylksek bir
adsorpsiyon oranina sahip olan fajlar genellikle optimal lizis siireleri daha kisa
oldugundan, faj enfeksiyonu sirasinda bakteriye daha hizli etki ederler (Shao ve
Wang, 2008). Bu sebeple calismalarda yiksek adsorbsiyon oranmna sahip fajlar
kullanilmaktadir. Salmonella serotiplerine ait fajlarin adsorbsiyon o6zelliklerini
aragtiran yeterince c¢alisma bulunmamaktadir. Rahaman ve ark. (2014)’nin
caligmalarinda kiimes hayvanlarindan izole edilen Salmonella fajinin (SAL-PG),
konak bakteri S. Gallinarum {izerindeki faj adsorpsiyon ¢alismalar1 ile SAL-PG
fajinin %95'inin, 15 dk icinde konak bakteriye adsorbe olabildigini belirtmiglerdir.
Bu tez calismasinda segilen SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin adsorbsiyon oranlari
incelendi ve 2 adet S. Infantis fajinin, ortalama %95’inin 20 dk iginde konak hiicreye
adsorbe oldugu belirlendi. Tez c¢aligmasinda Rahaman ve ark. (2014)’nin
caligmalarinda Dbelirledigi oranla birebir uyumlu oldugu fakat farkli olarak
adsorbsiyon siiresinin 20 dk olmasimin, Olglmlerin 10 dkda bir yapilmasindan
kaynaklandigi kanisina varildi. Tez calismasinda segilen iki adet fajin yiiksek
adsorbsiyon oranmna sahip olmasi biyokontrol ajani olarak kullanilabilecegini

diistindiirdi.
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Faj latent periyodu, fajlarin konak hiicreye baglanmasindan lizise kadar gegen
donemdir. Faj-bakteri enfeksiyonunda daha hizli faj adsorbsiyonu ve daha kisa latent
periyot, konak popiilasyonlarin kontroliinii daha hizli kilmaktadir. Bununla beraber,
yapilan caligmalarda bazen fajlarin daha uzun latent periyotlarinin, kisa periyoda
nazaran daha fazla faj partikull de Uretebilicegi bildirilmistir (Abedon ve ark., 2001).
Ayrica yapilan ¢alismalarda farkli bakteri fajlar1 i¢in farkli latent periyot sureleri
mevcuttur. Wiggins ve Alexander (1985)’in ¢alismalarinda S. aureus faji 80c i¢in
40-90 dk, B. subtilis’in faj1 SPP cl i¢in 45-60 dk, E coli’nin bakteriyofaji T4 i¢in 25-
30 dk latent periyod sireleri belirlemislerdir. Mirzaei ve Nilsson (2015) yaptiklar1 bir
calismada, faj tedavisi i¢in kullanilma potansiyeli olan virulent 6 adet E. coli fajinin
latent periyotlarinin 17-47 dk arasinda oldugunu bildirmislerdir. Salmonella fajlar
icinde benzer sekilde farkli latent periyot siireleri mevcuttur. Mahmoud ve ark.
(2018)’nin ¢aligmalarinda, 3 adet Salmonella fajnin latent periyotlarini 35 dk, 40 dk
ve 60 dk olarak belirtilmistir. Bu tez ¢alismasinda ise secilen SF-In7 ve SF-In20
fajlarinin, konak S. Infantis susu i¢in latent siirelerinin sirasiyla 57 dk ve 65 dk
oldugu belirlendi. Yapilan ¢alismalarla (Mirzaei ve Nilsson, 2015 ve Wiggins ve
Alexander, 1985) karsilastirildiginda bu tez c¢alismasinda test edilen fajlarin latent
periyot sirelerinin daha uzun oldugu belirlendi. Ancak bu tez ¢alismasi sonuglarinin
Salmonella fajlari ile yapilan Mahmoud ve ark (2018)’nin caligmasindaki latent
periyod sureleri ile benzerlik gostermesi Salmonella fajlarinin daha uzun latent

periyod siirelerine sahip olabilecegini diisiindiirdii.

Bakteriyofaj caligsmalari, kanath iiretiminden baslayarak kiimes uygulamalari
(yem, altlik, su, yiizey gibi materyaller), hayvanlarda kolonizasyonu dnlemek veya
azaltmak igin hayvan uygulamalari, ya da gida uygulamalarini1 kapsayabilmektedir.
Literatirde Salmonella fajlar1 ile, Salmonella kolonizasyonunun tavuklarda
azaltilmasi (Atterbury ve ark., 2007; Bardina ve ark., 2012 ve Borie ve ark., 2008)
Uzerine ve insanlara Salmonella gecisini azalmak amaciyla gida maddelerinde ve
gida hazirlama bolgelerin de Salmonella kontaminasyonunun o6nlenmesi ve
azaltilmasi (izerine birgok ¢alisma mevcuttur (Duc ve ark., 2018; Grant ve ark., 2017;

Huang ve ark., 2018; Spricigo ve ark., 2013; Thung ve ark., 2017 ve Woolston ve ark
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2013). Ancak bulagsma kaynagi olan su, altlik ve yem materyallerinde in vitro olarak
S. Infantis fajlarimin etkinliginin arastirildigi ¢alismalar bulunmamaktadir. Bu tez
calismasinda ise izolasyonu ve parametreleri belirlenen genis konak araligi olan SF-
In7 ve SF-In20 fajlarinin, deneysel olarak S. Infantis inokiile edilen su, altlik ve yem
numunelerinde Salmonella kontaminasyonunu azaltmadaki etkinlikleri literattirde ilk
kez arastirildi. Bu tez ¢alismasinda segilen iki fajin, 24 saatte, su materyalinde canli
bakteri sayisini yaklasik olarak 4 logio cfu/ml (p<0,001) azalttigi, altlik materyalinde
ise canli bakteri sayisin1 yaklasik olarak 2-3 logio cfu/ml (p<0,001) azalttigi, yem
materyalinde ise canli bakteri sayisimi yaklasik olarak 3 logio cfu/ml (p<0,001)
azalttig1 belirlendi. Tiim materyallerde ilk bir saatte sonug¢ alinamazken, bakteri
sayisinin azalmasinda en iyi etkinlik ilk 12 saatte tespit edilmis, ancak en iyi sonuglar
24’tnct saatin sonunda belirlenmistir. Faj etkinlik bulgulart materyal agisindan
degerlendirildiginde ayni kosullarda olmalarina ragmen (sabit bakteri sayisi, faj
sayist, sicaklik, vb.) canli S. Infantis sayisindaki en fazla azalmanin [4 logio cfu/ml
(p<0,001)] diger materyallere oranla su materyalinde gergeklestigi goriildii. Bunun
sebebinin, su materyalinin bakteriyofajlarin en ¢ok izole edildigi dogal ortami
olmasi, diger materyallere kiyasla suda inhibe edici bir¢ok faktoriin bulunmamasi ve
fajlarin sivi ortamlarda konak hiicre reseptorleri ile bulusmasinin daha kolay
olacagindan, bakterileri infekte etme sanslarinin fazla olmasi ile agiklanabilecegi

diistiniildii.

Literattirdeki birgok calisma (Atterbury ve ark., 2007; Borie ve ark., 2008;
Bardina ve ark., 2012, Duc ve ark., 2018; Grant ve ark., 2017; Huang ve ark., 2018;
Spricigo ve ark., 2013 ve Thung ve ark., 2017) dikkatle incelendiginde fajlarla
yapilan ¢alismalarda alinan en temel sonug, serotip spesifik faj kullanilsa dahi 24 saat
sonra ortamdaki Salmonella’larin tamamen giderilememesidir. Bu tez ¢alismasinda
da benzer olarak tim materyallerde 24’iincii saatin sonunda, canli bakteri sayisinda
yaklasik 2-4 logio cfu/ml (p<0,001) azalma belirlenmesine ragmen S. Infantis’lerin
tamamen giderilemedigi belirlendi. Bunun en énemli nedeninin, faj-bakteri temasinin
ilerleyen saatlerinde faj direncinin geligsmesi olabilecegi kanisina varildi. Faj direnci

onemli bir sorun teskil etse de fajlarin tiim materyallerde bakterilerin sayisint 6nemli
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diizeyde azaltmasi, bakteri dekontaminasyonu icin S. Infantis fajlarinin kullanim

potansiyelinin oldugu kanisina varildi.

Yapilan bir c¢aligmada fajlar Ozellikle bakteriyel enfeksiyondan 6nce
materyallere uygulandiginda hem enfeksiyonu hem de bakteriyel kontaminasyonu
belirli 6lciide engelledikleri bildirilmistir (Bardina ve ark., 2012). Bu sebeple fajlarin
konak hiicre bulundurmayan ortamlarda, konak bakteri ile karsilasana kadar ne kadar
canli kalabildikleri 6nemlidir. Fajlarin in vitro yasam siiresini belirlemek i¢in ¢esitli
caligmalar yapilmistir, fakat bu ¢alismalarin biiyiik ¢cogunlugu balik patojenlerinin
fajlar1 iizerinedir. Balik patojenlerinin fajlarinin  yasam siiresini  belirleyen
calismalarda (Madsen ve ark., 2013; Nakai ve ark., 1999 ve Pereira ve ark., 2011)
farkl1 bakterilere ait fajlara iliskin farkli yasam siireleri mevcuttur. Bu acidan
bakildiginda fajlarin yasam siirelerinin konak bakteriye, kullanilan faja ve i¢inde
bulundugu materyele gore degisiklik gosterdigi soylenebilir. Bu tez ¢alismasinda
secilen SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin konak hiicre bulundurmayan su, yem ve altlik
materyallerinde yasam siiresi tespit edildi. Bilimsel literatiir taramalarinda S. Infantis
icin su, althk ve yem materyallerinde yapilan faj yasam siiresi caligsmalarina
rastlanamamistir. Bu sebeple bu calisma bir ilk olma 06zelligi tasimaktadir. Bu tez
calismasinda, fajlarin tiim materyallerde titrelerindeki azalmaya ragmen bir hafta
stire canli kaldigr tespit edildi. Bu bir hafta icerisinde titre bazinda baslangica oranla
su materyalinde 2 logio, altlik ve yem materyalinde ise 3,5 logio azalma belirlendi.
Yasam siireleri degerlendirildiginde ise fajlar su materyalinde 4 hafta, altlik ve yem
materyallerinde ise 3 hafta canliligin1 korudu. Bu tez ¢alismasinda, faj yasam siiresi
bulgular1 materyal acisindan degerlendirildiginde ayni kosullarda olmalarina ragmen
en uzun faj yasam siiresi su materyalinde gergeklestigi gortildi. Bu durumun diger
materyallerle (althk, yem) kiyaslandiginda su materyalinde kurumanin
olmamasindan, diger materyallerde ise kuruma meydana geldigi i¢in ylizey
geriliminin artmas1 ve buna bagli olarak faj titrelerinde diisiis meydana gelmesinden
kaynaklandig diigiiniildii. Sonug olarak tez g¢alismasinda secilen iki adet fajin konak
hiicre bulundurmayan tiim materyallerde uzun yasam siiresine sahip olmasi

dekontaminasyonda kullanilabilecegini disiindiirdii.
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Faj caligmalarinda, fajlarin stogunu korumak, siiresiz olarak muhafaza etmek
ve orijinal fajin 6zelliklerini (titre, genetik vb.) korumak ¢ok 6nemlidir (Fortier ve
Moineau, 2009). Ozellikle fajlarin biyokontrol ajami olarak ya da tedavi amagh
kullanimlarinda, fajlari muhafaza etmek ve siirekliligi saglamak icin saklanma
stresinin bilinmesi gereklidir. Bu tez calismasinda secilen SF-In7 ve SF-In20
fajlarinin oda 1s1s1, +4 °C, -20°C ve -80°C’de saklanma ve kullanilabilirlik stiresi
literatiirde ilk defa arastirildi. Fajlarin saklama siirelerine iliskin ¢esitli ¢alismalar
(Bourdin ve ark., 2014; Madsen ve ark., 2013; Ngangbam ve Devi, 2012; Warren ve
Hatch, 1969 ve Zierdt, 1988) yapilmistir. Fakat ¢aligmalarda fajlarin oda 1sisinda
saklama suresi ile ilgili verilere rastlanamamistir. Bu tez calismasinda segilen
fajlarin, oda 1sinda (20-22°C) 6 hafta siireyle canliligin1 korudugu fakat titrelerinin
logaritmik olarak diizenli bir sekilde azaldigi tespit edildi. Kosullar diisiiniildiiglinde
(oda 1s1s1, konak hiicre bulunmamasi, fajlarin viriis 6zellikleri tasimasi, vb. gibi) bu
siirenin faj caligmalarinda fajlar1 transfer etmek ve saklamak i¢in uygun bir siire
oldugu diisiiniildii. Warren ve Hatch (1969)’in T3 kolifajinin 72 giin boyunca 4°C ve
-20°C’de saklandiginda saklama siresini ve stabilitesini inceledikleri ¢calismalarinda,
T3 kolifajinin -20°C'de dondurularak tutuldugunda nispeten stabil olmasina ragmen,
4°C'de 72 giin boyunca saklandiginda, titresinde 2 logio kayip oldugunu
bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda +4°C’de, ilk 2 ay fajlarin titrelerinde herhangi
bir degisim gorilmedi bununla beraber fajlar, titreleri logaritmik olarak azalarak 9 ay
stire ile canliliklarin1 korudu. -20°C’de, ilk 10 ay fajlarin titrelerinde herhangi bir
degisim goriilmedi ve toplamda 4 yil sonunda 8 logio azalarak hala yagsamaya devam
etti. Bu bulgular Warren ve Hatch (1969) c¢alismalarina benzer olarak fajlarin
donduruldugunda daha stabil oldugu ve daha uzun siire yasadigini gosterdi. Ayrica
literatiir taramalarinda rastlanan Salmonella fajlar1 {izerine tek c¢alisma olan
Ngangbam ve Devi (2012)’nin ¢alismalarinda da Salmonella fajlar1 4°C ve -20°C’de
2 hafta gibi kisa siire saklandiginda titrelerinin degismeden kaldig1 belirlenmistir. Bu
bulgular, tez c¢alismasindaki bulgularla birebir uyum gostermektedir. Bu tez
caligmasinda, secilen fajlar -80°C’de saklandiklarinda ise ilk yil fajlarin titrelerinde
herhangi bir degisim goriilmedi ve toplamda 4 y1l sonunda 6 logio azaldig: fakat hala
yasamaya devam ettigi belirlendi. Ackermann ve ark. (2004), Brucella, Vibrio ve

Aeromonas fajlarinin  -80°C’de sivi nitrojenle tutuldugunda 5 yila kadar
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yasayabilecegini ve 5 yilda bir ¢ogaltilmas1 gerektigini bildirmislerdir. Bu acgidan
bakildiginda tez caligmasinda -80°C’de fajlarn dordiincii y1l sonundaki 6lglimlerde
hala yasamaya devam ectmesi bu fajlarin  Ackermann ve ark. (2004)’nin
caligmalarinda bildirdikleri verilere benzer olarak 5 yila kadar yasabilecegini
diistindurdl. Sonug olarak tez ¢alismasinda kullanilan bu iki fajin saklama siirelerinin
dekontaminasyon ve biyokontrol ajani olarak kullanimlarinda transfer ve saklanma

icin yeterli oldugu kanisina varildi.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’de en ¢ok izole edilen kanatli Salmonella serotipi olan
S. Infantis’in bakteriyofajlarinin izolasyonu yapildi ve bu fajlarin 200 adet S. Infantis
susu tizerinde konak spektrumu belirlendi. Ayrica ¢alismada izolasyonu yapilan ve
konak aralig1 belirlenen bu fajlardan secilen, RTD’lar1 yiiksek (1x10° pfu/ml) , litik
spektrumlar1 genis olan (%90 {istii), birbirinden farkli iki adet S. Infantis fajinin (SF-
In7, SF-In20) su, altlik ve yem numunelerinde etki ve yasam sureleri ile ayrica bu

fajlarin saklama sureleri arastirildi.

Calismada incelenen 50°si digki-altlik ve 50°si atik su olmak iizere 100
materyalden toplam 38 adet S. Infantis faj1 izole edildi ve %38’lik yiiksek bir oranla
Salmonella fajlarinin birgok ¢evresel 6rnekten izolasyonun yapilabilecegi sonucuna
ulagildi. Caligmada genotipik olarak birbirinden farkli olan ve faj-bakteri dinamikleri
belirlenen SF-In7 ve SF-In20 fajlarmin 20 dk da %95 ile ylksek bir adsorbsiyon
orani ve sirastyla 57 dakika ve 65 dakika latent donem siiresine sahip olmasiyla
konak bakterisini hizli ve etkili bir sekilde infekte edebilecegi anlasildi. Deneysel
calismalarda SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin 24 saatte canli S. Infantis sayisini su
materyalinde 4 logio cfu/ml (p<0,001), altlik ve yem materyalinde 2-3 logio cfu/ml
(p<0,001) azaltmasiyla tam olarak giderilemese bile Ozellikle S. Infantis
kontaminasyonunu azaltmada biyokontrol ajani olarak kullanilabilecegi ve bdylece
capraz bulagmalarin azaltilabilecegi sonucuna ulagilmistir. Calismada SF-In7 ve SF-
In20 fajlarinin konak hiicre bulundurmayan su materyalinde 4 hafta, altlik ve yem
materyallerinde ise 3 hafta canliligini korumasiyla S. Infantis kontaminasyonunu
onlemek amaciyla kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Tez ¢alismasinda SF-In7
ve SF-In20 fajlarinin oda 1sinda (20-22°C) 6 hafta, +4 °C’de 9 ay, -20°C ve -80°C’de
ise 4 yildan fazla canliliklarin1 korumalari sebebiyle saha, kimes, kesimhane gibi

ortamlarda uygulanmadan 6nce uzun siire kolaylikla saklanabilecegi bununla beraber
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Ozellikle ticari olarak faj {iretimi esnasinda da uzun yillar faj preparatlarinin

kaybedilmeden korunabilecegi sonucu ¢ikarilmstir.

Bu sonuglar dogrultusunda g¢alismada kullanilan fajlarin konak S. Infantis
suslarini tam olarak ortadan kaldiramamasinin sebebinin faj direnci kapsaminda daha
ileri ¢aligmalarla arastirilmasi gerektigi diisiiniildii. Ayrica fajlarin 6zlellikle genomik
olarak tiim genom sekanslama ile daha ayrintili incelemesi yapilmasi ve birbirinden
farkl1 fajlarin bir arada (kokteyl) kullanilmasi ile ¢apraz etki gosterip bakterilerdeki
faj direncini azaltip azaltmadiginin belirlenmesi gerektigi anlasildi. Bununla birlikte
bakteriyofaj uygulamasinin kesimhaneye giden kanatli hayvanlarin Salmonella
yiikiinii ve dolayisiyla ¢apraz bulasmalar1 azaltmada kullanilmasi i¢in ayrica saha

denemelerinin de yapilmasi onerildi.
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OZET

Tavuk Diskilar1 ve Cevresel Orneklerden Salmonella Infantis Fajlarinin izolasyonu ve

Karakterizasyonu

Bu tez caligmasinda, Tiirkiye’de en ¢ok izole edilen kanatli Salmonella serotipi olan
S. Infantis’in bakteriyofajlarinin izolasyonu ve bu fajlarin konak spektrumunun belirlenmesi
ayrica bu fajlarin su yem ve althik materyallerindeki etki, yasam siireleri ve saklama
stirelerinin saptanmasi hedeflendi.

Caligmada, Ankara ve Bolu illerinde yer alan kanath igletmelerinden ve kanath
mezbahalarindan toplanan 50 adet digki-altlik ve 50 adet atik su Orneginden agar overlay
metodu ile 38 adet S. Infantis faji izole edildi. Bu fajlarin, Rutin Test Diliisyonlar1 ve 200
adet S. Infantis susunda litik spektrumlari ve litik profilleri agar-overlay ve spot test
metodlar: kullanilarak belirlenendi ve ayrica genotipik karakterizasyon amaciyla RAPD-
PCR metodu uygulandi.

Caligmalar sonucunda tiim veriler analiz edildi. Bu analiz sonucunda, litik profilleri
ve RAPD homoloji diizeyleri birbirinden farkli olup en yiiksek litik spektruma sahip (SF-In7,
%94,5; SF-In20, %94) olan fajlarinin faj-bakteri dinamikleri calismalari yapildi. Bu fajlarin
adsorbsiyon oran1 20 dk da %95 ve latent donelerim sirasiyla 57 dk ve 65 dk olarak
belirlendi. Deneysel ¢alismalarda SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin 24 saatte canli S. Infantis
sayisin1 su materyalinde 4 logio cfu/ml (p<0,001), altlik ve yem materyalinde 2-3 l0gio
cfu/ml (p<0,001), azalttig1, konak hiicre bulundurmayan su materyalinde 4 hafta, altlik ve
yem materyallerinde ise 3 hafta yasadigi tespit edildi. Ayrica ¢alismada, SF-In7 ve SF-In20
fajlarinin oda 1sinda (20-22°C) 6 hafta, +4 °C’de 9 ay, -20°C ve -80°C’de ise 4 yildan fazla
canliliklarini koruduklari belirlendi.

Calisma sonucunda, SF-In7 ve SF-In20 fajlarmm S. Infantis kontaminasyonunu
azaltmada biyokontrol ajani olarak kullanilabilecegi, genis saklama isis1 ve uzun yagsam
sresi sebebiyle saha, kiimes, kesimhane gibi ortamlarda uygulanmadan énce uzun sire
kolaylikla saklanabilecegi, bununla beraber Ozellikle ticari olarak faj iiretimi esnasinda da
uzun yillar faj preparatlarinin kaybedilmeden korunabilecegi sonucu ¢ikarilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyofaj, Biyokontrol, Kanatli, Salmonella Infantis.
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SUMMARY

Isolation and Characterization of Salmonella Infantis Phages from Poultry Faces and
Environmental Samples

In this study, isolation of bacteriophage of S. Infantis which is the most isolated
Salmonella serotype of Turkey in poultry, and detection of its host spectrum were aimed. It
was also aimed to determine the effect, lifespan and retention time of these phages on the
water, feed and substrate materials.

In the study, 38 S. infantis phages were isolated by the agar overlay method from 50
stool-underlays and 50 wastewater samples collected from poultry farm and slaughterhouses
in Ankara and Bolu provinces. These phages were determined using routine test dilutions
and lytic spectra and lytic profiles in 200 S. infantis strains using agar-overlay and spot test
methods and also the RAPD-PCR method for genotypic characterization.

As a result of the studies, all data were analyzed. As a result of this analysis, the
phage-bacterial dynamics of the phage, whose lytic profiles and RAPD homology levels
were different and with the highest lytic spectrum (SF-In7, 94.5%; SF-In20, 94%) were
studied. The adsorption rate of these phages was found to be 95% at 20 minutes. And latent
periods were determined as 57 minutes and 65 minutes, respectively. In experimental
studies, it was determined that the phages of SF-In7 and SF-In20 decreased the live S.
infantis number in 24 hours by 4 log:o cfu/ml (p<0,001), in water and 2-3 logio cfu/ml
(p<0,001), in substrate and feed materials. It was determined that these bacteriophages live
for 4 weeks in the water material with no host cells, and 3 weeks on the substrate and feed
materials without host cells. Furthermore, in the study, it was determined that the phages of
SF-In7 and SF-In20 survived for 6 weeks at room temperature (20-22 °C), 9 months at +4
°C, and 4 years at -20 °C and -80 °C.

As a result of the study, it was determined that SF-In7 and SF-In20 phages can be
used as biocontrol agents in reducing S. infantis contamination. Because these phages have a
wide storage temperature and a long lifespan, they can be easily stored for long periods of
time before being used in environments such as poultry or slaughterhouses. In addition, it
was concluded that phage preparations could be preserved without a loss for many years
during commercial phage production.

Keywords: Bacteriophage, Biocontrol, Poultry, Salmonella Infantis.
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