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OZET

Pseudomonos aeruginosa diislik sicakliklarda tirettigi 1stya direncli enzimler nedeniyle
slit ve siit tiriinlerinde bozulmalara neden olmaktadir. Gida endiistrisinde bozulma ve kalite
kaybina neden olan mikroorganizmalarin eliminasyonunda bakteriyofajlar umut vaat eden
uygulamalar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu ¢aligmanin amaci atik sulardan izole edilen P.
aeruginosa’ya kars litik etkili bir fajin biyokontrol etkinliginin degerlendirmesidir. Calismada
iki farkl1 diizeyde deneysel olarak kontamine edilen UHT siitlerde iki farkli enfeksiyon ¢oklugu
degerindeki (MOI) bakteriyofaj uygulamasi sonrasinda P. aeruginosa’nin 4 °C’de 1, 3, 6 ve 24.
saatlerdeki sayis1 belirlenmistir. Analiz sonuglarina gore, her iki kontaminasyon diizeyinde de
P. aeruginosa sayisinin 1,30 log kob/ml degerinin altinda kaldig1 goriilmiis olup muhafazanin
24. saatinde elde edilen rediiksiyonun 4,24 log kob/ml’den yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Sonug olarak, ¢alisma kapsaminda elde edilen litik bakteriyofajin, siitte P. aeruginosanin
biyokontrolii amaciyla etkin olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.
Anahtar kelimeler: Siit, Bakteriyofaj, Pseudomonas aeruginosa, Bozulma, Biyokontrol

ABSTRACT

Pseudomonos aeruginosa causes spoilage in milk and dairy products due to the heat-resistant
enzymes that produced at low temperatures. Bacteriophages are promising applications in the
elimination of microorganisms that cause spoilage and quality loss in the food industry. The aim
of this study is to evaluate the biocontrol efficiency of a lytic phage isolated from wastewater
against P. aeruginosa in milk. In the study, the number of P. aeruginosa at 4 °C at 1, 3, 6
and 24 hours was determined after bacteriophage application with two different multiplicity
of infection (MOI) in UHT milk that was experimentally contaminated at two different levels.
According to the results of the analysis, it was observed that the number of P. aeruginosa
remained below than 1.30 log cfu/ml at both decontamination levels, and the reduction obtained
at the 24th hour of storage was found to be higher than 4.24 log cfu/ml. In conclusion, it was
determined that the lytic bacteriophage obtained within the scope of the study could be used
effectively for the biocontrol of P. aeruginosa in milk.

Keywords: Milk, Bacteriophage, Pseudomonas aeruginosa, Spoilage, Biocontrol
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Siit; karbonhidrat, vitamin, lipit
ve proteince zengin bir besin maddesidir
(Dash vd., 2022). Bunun yan1 sira pH’sinin
notre yakin olmasi, su tutma aktivitesinin
yiiksek olmasi ile birgok patojen ve siitte
bozulmaya neden olan mikroorganizmalar
icin uygun bir gelisme ortami saglamaktadir
(Nan vd., 2016; Do Nascimento vd., 2022).
Bu durum gida giivenligi ve kalitesinde
olumsuz sonuglarin olusmasina neden
olmaktadir. Gidalarda olusan mikrobiyal
ireme sonucunda hem halk sagligi
olumsuz etkilenmekte ve hem de ekonomik
kayiplar meydana gelmektedir. Temel besin
kaynaklarindan biri olan siitte mikrobiyal
bozulmay1 engellemek i¢in siit sogutulmali
ve sogukta muhafaza edilmelidir. Fakat uzun
stire sogukta muhafaza edilmesi durumunda
psikrotrof bakteriler baskin hale gelmektedir
(Samarzija vd., 2012).

Gidalarda ozellikle slitlin
bozulmasinin baslica nedenlerinden biri
psikrotrof  bakterilerdir. Bu  bakteriler
hayvansal kaynaklar veya ¢evresel etkenler
ile siite bulagabilmektedir (Dash vd., 2022;
Do Nascimento vd., 2022). Psikrotrof
bakterilerin basinda Gram negatif, sporsuz
ve aerob Ozellikte olan Pseudomonas tiirleri
gelmektedir. P. aeruginosa firsatgt bir
mikroorganizma olup gidalarda biyofilm
olusturabilmektedir. P. aeruginosa’yr diger
Pseudomonas tirlerinden ayiran en énemli
ozelliklerinden birisi anaerobik kosullarda
da varligini siirdiirebilmesidir (Siriken ve Oz,
2017). Pseudomonas tiirii bakteriler diisiik
sicakliklarda 1stya dayanikli proteolitik
ve lipolitik enzimler iiretmesi ile siitlerde
bozulmaya neden olmaktadir (Ercolini vd.,
2009). Siite uygulanan 1s1l islemden sonra
psikrotrof mikroorganizmalar canliliklarini
yitirse dahi enzimleri aktif halde
kalabilmektedir (Ribeiro Jinior vd., 2018).
Lipaz enzimi, orta zincirli yag asitlerinin
olusumu yoluyla siit yagini bozarak eksimis,
sabunlu ve ara sira aci tatlara neden
olmaktadir. Kazeini parcalayan proteaz
enzimi ise, UHT siit {irtinlerinde gri renge,
aci tatlara ve jellesmeye neden olmaktadir
(De Jonghe vd., 2011).

Siit ve siit Triinlerinde biiyiik
problemlere neden olan bu psikrotrof
bakterilerin iiremesinin ve gelismesinin
engellenmesi ya da tamamen muhafaza
asamasinda etkisiz hale getirilmesinde
one c¢ikan biyokontrol yoOntemlerinden
birisi bakteriyofaj uygulamasidir (Garcia-
Anaya vd., 2020; De Melo vd., 2018).

Bakteriyofajlar, siit ve bunlarin iiriinlerinde
bozulmalara ve insan saglig1 {izerine
olumsuz sonuclara neden olan bakterilere
yonelik antimikrobiyal etkisinden dolay1
kullanilabilmektedir. Bu baglamda mevcut
caligmada psikrotrof bir bakteri olan P.
aeruginosanin yeni izole edilen litik bir
bakteriyofaj ile yaglhi UHT siitte kontrol

ajan1  olarak etkinliginin arastirilmasi
amaclanmistir.
MATERYAL VE METOTLAR
Litik Bakteriyofaj Izolasyonu
Laboratuvara Ankara ve

Kirikkale’den 2022 yilinda aylik periyotlarla
getirilen mezbaha atik su ve kanalizasyon
ornekleri 13.000 x g’de 5 dk santrifiij edilerek
once 0,40 um ¢apli daha sonra 0,22 pm caph
milipor filtreden ge¢irilmis ve steril tiiplere
aktarilmistir. BOylece ornekler kontamine
olduklar1 partikiillerden ve bakterilerden
arindirilmistir.  Ardindan, 4 ml filtrat,
200 pl log fazdaki konak bakteri olan P.
aeruginosa ATCC 15442 ile 2 ml LB (Luria
Bertani) broth steril bir tiipte karistirilmis ve
37 °C’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir.
Zenginlestirilmis faj siispansiyonu tekrar
10.000 x g’de 5 dk santrifiij edilip 0,22 um
capli milipor filtreden gecirilerek faj stok
soliisyonu olusturulmustur (Zhao vd., 2019).

Fajlarin  varligi1 ¢ift katli agar
yontemi ile ortaya konulmustur. Bu amagla,
LB (Luria Bertani) agar’in (LB broth +
%]1,5 agar) tizerine tiiplerde 3-4 ml dokme
sicakligindaki LB softagar (LB broth+%0,75
agar) ikinci kat olarak dokiilmiistiir. Ikinci
kat1 dokmeden hemen 6nce 37 °C’de TSB
(Tyriptic Soy Broth)’de zenginlestirilmis log
fazdaki konak bakteri (P. aeruginosa PAOI)
kiiltirtinden 200 pl (10® kob/ml) ve faj
filtratindan 100 pl (~107 pob/ml) eklenmistir
(Yuan vd., 2015). Agarlarin oda sicakliginda
donmasim1 takiben, petriler 37 °C’de bir
gece inkubasyona kaldirilmistir. Ertesi giin,
agar lizerinde gozlenen plaklardan bir tanesi
steril bir pipet ucuyla alinip, log fazda konak
bakteri bulunan tiiplere aktarilip tekrar
zenginlestirilmis ve ardindan santrifiij
edilmistir. Bir 6rnek, temizplaklar elde etmek
amacityla bu prosediir son kullanilan bakteri
konak olarak kullanilacak sekilde tli¢ kez
tekrarlanmistir (Jun vd. 2015). Bakteriyofaj
izolatlarinin  littk etki spektrumlarinin
belirlenmesinde P. aeruginosa ATCC 15442,
P. aeruginosa ATCC 27853, P. aeruginosa
PAO1, P. aeruginosa Vim-2, P. aeruginosa
Imp-13 kullanilmagtir.
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Deney Dizaym
Calismada, 4 log ve 6 log olmak
iizere iki farklh  MOI  (Enfeksiyon

coklugu - Multiplicity of infection) grubu
olusturulmustur. Bu MOUI’ler segilirken
siitlerin  diisiik ve yiiksek diizeyde P.
aeruginosa ile kontamine olma durumlari
gbéz Online alinmistir (3 log kob/ml ve 5
log kob/ml). Kontrol gruplari i¢in 900 ul
UHT vyagh siite P. aeruginosa PAO1 susu
ilave edilmistir. Fajli gruplar iginse 100
ul bakteriye ek olarak atik sulardan elde
edilmis litik etki spektrumu yiiksek bulunan
P. aeruginosa spesifik PAer.5-1 kodlu fajdan
100 ul eklenmistir (10° pob/ml). Siitler
4 °C’de muhafaza edilerek 1, 3, 6 ve 24.
saatlerde Pseudomonas Agar Base’e (OXOID
CM559) seri diliisyonlara hazirlanarak ekim
yapilmistir (Tablo 1). Petrilerin 18-24 saat
30 °C inkiibasyonunun ardindan sayimlar
gergeklestirilmistir.

Tablo 1. UHT siit modeli deney dizayni.

Faj Kontrol

grubu grubu
Gruplara katilan faj miktar 10° )
(pob/ml)
P. aeruginosa
kontaminasyon diizeyi 10° | 10°] 10° | 10°
(kob/g)
10° pob/ml faj i¢in sekillenen 10 10t - | -
enfeksiyon ¢oklugu (MOI)
Analiz zamanlar1 0. 1.3.6.,ve24

saatler

BULGULAR

Kontrol gruplarinda 4 °C’de log
4 ve log 6da 24 saat sonunda bakteri
sayilarinin sirastyla 5 log kob/ml ve 3 log
kob/ml’de sabit kaldig1 tespit edilmistir. Faj
grubunda ise 4 °C’de bakteri sayilarinin 1.
saatten itibaren her iki MOI degerinde de
tespit smirmin (1,30 log kob/ml) altinda
kaldig1 gozlenmistir. Buzdolabi sicakliginda
baslangig, 1, 3, 6 ve 24. saatteki bakteri
sayilar1 Tablo 2’de gosterilmistir.
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Calisma sonuglarina gore baslangig
kontaminasyonu 3,53 log kob/ml olan
UHT siitte bakteriyofaj uygulamasinin
4 °Cde ilk 1 saatte 2,54 log kob/ml’den
fazla bir rediiksiyon olusturdugu ve P.
aeruginosa sayisinin 24 saat siiresince
tespit sinirinin altinda kaldig1 gézlenmistir.
Baslangi¢c kontaminasyonu 5,43 log kob/
ml olan bakteriyofaj uygulanmis grupta
ise ilk saatten itibaren 24 saatlik 4 °C’deki
muhafaza siiresince P. aeruginosa sayisinin
tespit sinirinin altinda kaldigi belirlenmistir.
Deney bulgularina gére muhafazanin 24.
saatinde bakteri sayisindaki rediiksiyonun
4,24 log kob/ml’den yiiksek oldugu tespit
edilmistir.

TARTISMA

Psikrotrof bakteri olan P. aeruginosa
suglar1, siit ve siit iriinlerinde Kkalite
kaybina ve bozulmaya neden olan baglica
etkenlerden birisidir. Gidalarda 6zellikle
siit ve siit iiriinlerinde bozulmalara neden
olan mikroorganizmalarin eliminasyonunda
kullanilan bakteriyofajlarin sahip olduklar1
avantajlar sayesinde bakteriyofajlar
biyokontrol uygulamalarinda 6nemli bir
alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
calisma kapsaminda atik su 6rneklerinden P.
aeruginosa’ya kars litik etkili bakteriyofaj
1zole edilmistir. [zole edilen bu bakteriyofajin
etkinligi 4 °C’de 24 saat siiresince muhafaza
edilen UHT siitte izlenmistir.

Bakteriyofaj biyokontrol
uygulamalarinda konake¢1r araligi  genis
olan bakteriyofajlar tercih edilse de,

konak araligi dar olan bakteriyofajlarin
uygulanmast  mikroorganizmalara karsi
spesifik  Ozellik  gdstermesi  nedeniyle
alternatif bir ¢6ziim olarak 6ne ¢ikmaktadir
(Loc-Carrillo ve Abedon, 2011). Siitte
uygulanan c¢esitli bakteriyofaj uygulamasi
caligmalar1  mevcuttur.  Staphylococcus
aureus’'un bazi suslar1 {rettigi 1s1ya
dayanikli enterotoksinlerden dolay1 gida
zehirlenmesine neden olmaktadir. Mastitisli
ineklerden izole edilen bu bakteriler UHT,

Tablo 2. Buzdolabi sicakliginda muhafaza edilen siitlerde bakteriyofaj uygulamasinin P. aeruginosa sayisi

uizerine etkisi.

Zaman Kontrol (log 4) Deney Grubu (log 4) Kontrol (log 6) Deney Grubu (log 6)
(log kob/ml) (log kob/ml) (log kob/ml) (log kob/ml)

Baslangig 5,43 - 3,53 -

1. saat 5,23 <1,30 3,84 <1,30

3. saat 5,44 <1,30 3,41 <1,30

6. saat 5,27 <1,30 3,47 <1,30

24, saat 5,54 <1,30 3,38 <1,30
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pastorize edilmis tam ve yarim yagh
stitlerle kontamine edilmis ve bakteriyofaj
uygulamasi ile 37 °C’de 8 saat inkubasyon
siiresinin sonunda pastdrize tam yagh
siitte bakteri sayisinda 3,6 log kob/ml’lik
azalma goriilmiis olup 4 °Cde 18 saat
muhafaza edildikten sonra 22 °Cde 24
saat inkubasyon edilen siitte 5 log birimlik
azalma gorilmistir (Garcia vd., 2009).
Listeria monocytogenes bulunan yumusak
ve kesilmis peynirlere faj uygulamasi
sonucunda bakteri sayisinda sirasiyla 0,8
ve 1,0 log birimlik azalmalar gortilmiistiir
(Garcia-Anaya vd., 2020).

Pseudomonas bakteriyofajlar1 ile
yapilan calisma sayisi oldukca sinirhdir.
Yapilan caligmalarda litik etkinligin hizla
basladig1 ve hedef bakteri sayisinin 6nemli
derecede azaltilabildigi gorlilmiistiir
(Do Nascimento vd., 2022; Tanaka vd.,
2018).Yapilan calismalarda bildirilen
Pseudomonas fajlar1 Pedoviridae,
Mpyoviridae,  Styloviridae,  Leviviridae,
Cysviridae ve Inoviridae olmak tizere alti
bakteriyofaj familyasindan gelmektedir ve
bunlar arasinda P. aeruginosa ile enfekte
bakteriyofajlar cogunlugu olusturmaktadir
(Hu vd., 2016).

Yapilan bir calismada, atik sulardan
izole edilen Pseudomonas’a etkili litik
bakteriyofaj kokteyliile muameleedilen UHT
siitlerde Pseudomonas bakteri sayisinda 2
log birimlik azalma goriilmiistiir. Ayrica,
4 °Cde 5 giin boyunca muhafaza edilmesi
sonucunda cig siitte bakteri sayisinda 1 log
birimlik azalma goriilmiistiir (Hu vd., 2016).

Tanaka vd (2018) tarafindan yapilan
bir ¢alismada, yagsiz ve tam yaglh siitlere
P. lactis susunun kontaminasyonuyla bu
siitlere faj uygulandiktan sonra siitler soguk
depolama kosullarinda muhafaza edilmistir.
Faj uygulanmayan siitlerde P. lactis sayisi
1x10'’a kadar ytikselmis olup faj ile muamele
edilen siitlerde bakteri sayisinin 1000 kat
azaldig1 goriilmiistiir. Bir baska calismada
¢ig siit P. fluorescens susu ile kontamine
edildikten sonra faj kokteyli ile muamele
edilip 4 °Cde 7 giinliik inkiibasyona tabi
tutulmus ve P. fluorescens sayisinda 3 log
kob/ml diizeyinde bir azalma goriilmiistiir
(Do Nascimento vd., 2022).

Bu c¢alismada atik sulardan izole
edilen P. aeruginosa bakteriyofajinin litik
aktivitesi iki farkli MOI degerinde UHT
siitte incelenmistir. Analiz sonuglarina gore
her iki MOI'de de P. aeruginosa sayist 1,30
log kob/ml degerinin altinda kalmistir. Elde
edilen en yiiksek rediiksiyon miktari ise 4,24

log kob/mI’den yiiksek bulunmustur.

SONUC
Psikrotrof ~ Gzellikte  olan  P.
aeruginosa, soguk muhafaza siiresince

siitlerde tireyerek saglik risklerinin yam
sira sahip oldugu 1stya direngli enzimlerle
UHT islemi sonrasinda dahi siitlerde
bozulmaya ve besin kayiplarina neden
olabilmektedir. Bu nedenle sagimi takiben
siitlerde P. aeruginosa’min kontrolii biiyiik
onem tasimaktadir. Bu calismada, litik
bakteriyofaj uygulamasi ile herhangi bir
kimyasal koruyucu kullanimina gerek
duyulmadan P. aeruginosa’nin siitte elimine
edilebildigi ve tremesinin kontrol altina
alinabildigi  belirlenmistir. ~ Dolayisiyla
calisma kapsaminda elde edilen litik
bakteriyofaj preparatinin P. aeruginosa’nin
kontrolii suretiyle siit ve siit lirlinlerde raf
Oomrii sliresince kalitenin muhafazasina,
kayiplarin onlenmesine ve halk sagliginin
korunmasina katki sunabilecegi goriilmiis
olup bu potansiyelin ortaya konabilmesi
icin daha kapsamli ¢alismalarin yapilmasi
gerektigi sonucuna varilmistir.

TESEKKUR
Bu c¢alisma birinci yazarin Yiiksek
Lisans tezinin bir kismini igermektedir.
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