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Ozet: Bu calismada, Sultan ve Hiirmetci sazliklarindan spesifik gida patojenlerine kars1 litik bakteriyofajlarin izole edilmesi, fenotipik ve
biyolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesi amaglandi. Bu kapsamda, toplanan su drnekleri; Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
Typhimurium, Listeria monocytogenes ve Pseudomonas aeruginosa bakterilerine 6zgii litik fajlarin izolasyonu amaciyla zenginlestirildi. Faj
varlig1 spot test yontemiyle 6n degerlendirmeye tabi tutuldu ve pozitif sonug veren 6rnekler ¢ift tabaka agar yontemiyle saflastirildi. zole edilen
litik fajlarin optimal enfeksiyon ¢oklugu (MOI) degerleri, adsorpsiyon kinetikleri ve tek asamali biiylime egrileri ¢ift tabaka agar yontemiyle;
konak spektrumlar1 ile cevresel stabiliteleri ise spot test yontemiyle karakterize edildi. Calismada, L. monocytogenes harig¢ diger test
bakterilerine karsi ¢aplart 1-3 mm arasinda degisen toplam 40 litik faj izole edildi. Elde edilen fajlarm titreleri 10°-10%° pfu/mL arasinda bulundu,
tiim faj izolatlart 0.1-100 MOI seviyelerinde bakteriyel biiylimeyi inhibe etti ve 1 MOI diizeyinde en yiiksek ¢ogalma gozlendi. Fajlarn
adsorpsiyon siireleri 15-20 dakika, latent periyotlar1 15-25 dakika ve lizis siireleri 2030 dakika arasinda degisirken, patlama boyutlarinin 100—
120 pfu/cfu arasinda oldugu belirlendi. izole edilen fajlarin, pH 3.0-9.0 araliginda ve 50 °C’ye kadar olan sicakliklarda stabilitelerini
koruduklari gozlendi. Ayrica, izole edilen fajlarin 4°C'de alt1 ay boyunca aktivitelerini korudugu ve yalnizca hedef bakterilere kars1 litik etkinlik
gostererek yiiksek konak 6zgiilliigii sergiledigi tespit edildi. Sonug olarak, ¢aligmada sazliklardan izole edilen fajlar, genis litik spektrumlari,
yiiksek ozgiilliikleri ve gevresel kosullara kars1 gosterdikleri stabilite 6zellikleri ile biyokontrol ve terapdtik uygulamalarda kullanilabilecek
ajan adaylar1 olabilecekleri gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyofaj, litik aktivite, cevresel stabilite, konak spektrumu, gida kaynakli patojenler, Sultan ve Hiirmetgi Sazlig1

Phenotypic Characterization of Lytic Phages Targeting Specific Food Pathogens Isolated
from Sultan and Hiirmetci Marshes

Abstract: This study aimed to isolate lytic bacteriophages against specific foodborne pathogens from the Sultan and Hiirmet¢i marshes and to
evaluate their phenotypic and biological characteristics. For this purpose, water samples collected from the marshes were enriched for the
isolation of lytic phages specific to Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes, and
Pseudomonas aeruginosa. The presence of phages was assessed using the spot test, and positive samples were subsequently purified through
the double-layer agar method. The optimal multiplicity of infection (MOI) values, adsorption kinetics, and one-step growth curves of the isolated
lytic phages were characterized using the double-layer agar method, while their host range and environmental stability were evaluated using
the spot test method. A total of 40 lytic phages were isolated against all test bacteria except L. monocytogenes, producing plaques with diameters
ranging from 1 to 3 mm. The phage titers ranged between 10° and 10?° pfu/mL, and all phage isolates inhibited bacterial growth at MOI levels
between 0.1 and 100, with the highest proliferation observed at an MOI of 1. The adsorption times of the phages ranged from 15 to 20 minutes,
latent periods from 15 to 25 minutes, and lysis durations from 20 to 30 minutes, while their burst sizes were determined to be between 100 and
120 pfu/cfu. The isolated phages remained stable across a pH range of 3.0 to 9.0 and at temperatures up to 50 °C. Additionally, the phages
retained their activity after six months of storage at 4°C and exhibited lytic activity exclusively against their target bacteria, demonstrating high
host specificity. In conclusion, it was shown that phages isolated from reeds in the study could be candidate agents that can be used in biocontrol
and therapeutic applications with their broad lytic spectrum, high specificity and stability against environmental conditions.

Keywords: Bacteriophage, lytic activity, environmental stability, host range, foodborne pathogens, Sultan and Hiirmet¢i Marshes

1. Giris ozellikle hastane ve diger klinik ortamlarda adaptif avantaj

Antibiyotiklerin klinik, veterinerlik, hayvancilik, tarim ve
gida isleme alanlarinda uzun siireli ve yaygimn kullanimi bu
ajanlarin etkinligini ciddi bicimde azaltmistir. Antibiyotik
diren¢ genlerinin varlig1 ve bu genlerin yatay gen transferi
yoluyla yayilabilme yetisi, patojen mikroorganizmalarin

kazanmasina neden olmustur (1). Yeni antibiyotiklerin
gelistirilmesine yonelik arastirmalarin neredeyse durma
noktasina gelmesi, c¢oklu ilag direngli (MDR) bakteri
suslarinin hizla yayginlagmasina neden olmakta; bu durum,
kiiresel diizeyde ciddi bir halk sagligi tehdidi olugturmaktadir.

X: nertas@erciyes.edu.tr


mailto:firas.o@uokerbala.edu.iq
https://doi.org/10.58833/bozokvetsci.1686329
http://orcid.org/0000-0002-4679-6548
http://orcid.org/0000-0002-4746-5492
http://orcid.org/0009-0000-8966-6105

Ertas-Onmazg ve ark.

Bozok Vet Sci (2025) 6, (1):26-34

Diinya Saglik Orgiiti  (DSO), antibiyotik  direngli
enfeksiyonlarm neden oldugu &liimlerin giderek arttigini ve
bu saymim 2050 yilina kadar yillik 10 milyona ulasarak
kanserden daha fazla 6liime yol agabilecegini dngdrmektedir
(2). Bu nedenle, DSO, arastirmacilar1 oncelikli antibiyotik
direngli enfeksiyonlart1 tedavi etmek i¢in yenilikgi
antibakteriyel yaklasimlar tasarlamay1r Onermistir (3).
Bakteriyofajlar, bakterileri spesifik olarak enfekte eden ve
onlart lizis yoluyla ortadan kaldiran dogal biyolojik
ajanlardir; bu yonleriyle gelencksel olarak bakteriyel
enfeksiyonlarin  tedavisinde kullanilmalari  Onerilmistir.
Ancak sonraki on yillarda antibiyotiklerin  kolay
erisilebilirligi ve biiylik dlgekte kullanimi, bakteriyofajlarin
tedavi amagl kullanimini1 golgede birakmistir. Modern tipta
antibiyotikler, enfeksiyon hastaliklarinin yonetiminde temel
bir ara¢ haline gelmistir; ancak mevcut anti-enfektif tedavi
seceneklerinin hizla azalmasi, kiiresel saglik agisindan ciddi
bir tehdit olusturmaktadir. Bu baglamda, bilim insanlar1 ve
klinisyenler bakteriyofaj uygulamalarindaki geligmeleri umut
verici ve alternatifler olarak
degerlendirmektedir (1,4). Konak 6zgiilliigi, kendi kendine
cogalabilme kapasitesi, diisiik toksisite ve mikrobiyotay1
etkilememe gibi oOzellikleri sayesinde faj terapisi,
antibiyotiklere karst umut vadeden bir alternatif tedavi
stratejisi olarak degerlendirilmektedir (5). Bakteriyofajlar;
bakterilerin tespiti, kontrolii ve eliminasyonu amaciyla,
tedavi, gida koruma, biyosanitasyon uygulamalari ile spesifik
sensorlerin tasarimi gibi cesitli yontem ve alanlarda etkili bir
sekilde kullanilabilmektedir (6,7). Bakteriyofajlar, cesitli
ekosistemlerde yaygin olarak bulunan ve yalnizca belirli
bakteri tiirlerini enfekte edebilen bakteriyel 6zgiilligii yliksek
virtislerdir (8,9). Konak hiicrede izledikleri replikasyon
stratejilerine  gore litkk ya da  lizojenik tipte
simiflandirilmaktadir. Litik fajlar, konak hiicrede hizh
¢ogalarak hiicre lizisine yol agarak yeni fajlarin g¢evreye
yayilmasint saglar. Lizojenik fajlar ise genomlarini konak
bakterinin DNA’sina entegre eder ve hiicre boliinmeleriyle
birlikte kalitsal olarak aktarilir (10). Litik fajlar, gida kaynakli
patojenlerin ¢ogalmasii etkin bigimde baskilayarak, gida
endiistrisinde ~ kontaminasyon  kaynakli  kayiplarin
azaltilmasinda 6nemli bir potansiyel sunmaktadir (11). Gida
kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonlarda en sik karsilasilan

uygulanabilir

bakteriler; Salmonella spp., Campylobacter spp., S. aureus,
E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Bacillus cereus,
Clostridium spp., Shigella spp., Yersinia enterocolitica,
Vibrio spp., Brucella spp. ve Aeromonas spp.’dir (12).
Bakteriler; insan, hayvan ve bitki konak¢ilariin yani sira
toprak, su ve atmosfer gibi ¢esitli gevresel habitatlarda yaygin
olarak bulunmaktadir. (13). Bakterilerin bu denli yayginligi,
onlar1 enfekte eden bakteriyofajlarin da ¢evresel ortamlarda
yiksek oranda bulunmasma neden olmaktadir. Nitekim
yapilan calismalar, bakteriyofajlarin  6zellikle
ortamlarda bakterilerden yaklagik 10 kat daha fazla sayida

sucul

bulundugunu gostermektedir (8,9,14). Fajlarin, her giin
okyanuslardaki bakterilerin = %20-40'm1 lize ettikleri
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diisiniildiiginde,  bakteri  seviyelerini  diizenleyerek
ekosistemlere 6nemli katkilarda bulunabilirler. Bu durum,
bakteriyofajlarin ¢evresel dinamiklerdeki rolii ve baskin
bakterilerin dongiistinii  etkileme kapasitesiyle tutarlidir
(15,16,17). Benzer sekilde, Kayseri il sinirlar igerisinde yer
alan Sultan Sazlig1 ve Hiirmetg¢i Sazligi, yalnizca biyolojik
cesitliligin korunmasi agisindan degil, ayn1 zamanda bolgesel
kirsal yasamla kurduklar giiclii etkilesimler bakimmdan da
O6nem tasiyan, dogal kaynak sular1 ve genis mera alanlariyla
karakterize edilen sulak alanlardir (18,19). Tatlisu
ekosistemlerinin 6nemli &rneklerini olusturan bu alanlar,
zengin mikrobiyal ¢esitlilikleriyle ekolojik agidan hassas
habitatlar sunmakta ve potansiyel bakteriyofaj-bakteri
etkilesimlerinin arastirilmasi agisindan dikkat ¢ekici birer
model olusturmaktadir. Bu nedenle, Kayseri il siirlar
icerisinde yer alan Sultan ve Hiirmetci sazliklarindan
toplanan su orneklerinde, gida kaynakli patojen bakterilere
kars1 litik etkili bakteriyofajlarin izolasyonu ve bu fajlarin
fenotipik ve biyolojik &zelliklerinin (litik etkinlik, 6zgiillik,
stabilite gibi) karakterize edilmesi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Ornekleme Noktalar:

Calisma kapsaminda, I¢ Anadolu’nun giiney kesimi ile Toros
Daglart’nin birbirine yaklastigi bir konumda, Orta Kizilirmak
Boliimi igerisinde yer alan Kayseri iline bagl iki 6nemli
sulak alanda ornekleme gergeklestirilmistir. Bu alanlardan
biri olan Sultan Sazlig1, yaklagik 1000 km?’lik yiizdlglimiine
sahip Develi Ovast’nin giineybatisinda, Develi, Yahyali ve
Yesilhisar il¢elerinin idari sinirlarinin kesigim noktasinda yer
almakta olup, yaklasik 243,57 km?*lik bir alana sahiptir.
Cografi olarak 38,33° kuzey enlemi ve 35,27° dogu boylami
koordinatlarinda konumlanmaktadir (19). ikinci érnekleme
alan1 olan Hirmetci Sazlhigi ise, Kayseri il merkezinin
yaklasik 13 km giineybatisinda, Hacilar ve incesu ilgeleri
sinirlari igerisinde yer almakta olup yaklasik 95,92 km?’lik bir
ylizol¢iimiine sahiptir. Alan, 1030-1270 metre arasinda
degisen rakimiyla dikkat ¢ekerken; sulak alan kism1 yaklagik
31 km? olarak bildirilmektedir. Cografi olarak 38,72° kuzey
enlemi ve 35,34° dogu boylami1 koordinatlarinda konumlanan
Hiirmetgi Sazligmin giineyinde Erciyes Dagi, giineybatisinda
ise Sultan Sazlig1 yer almaktadir (18).

Sekil 1. Calismada oOrneklemenin yapildigi Sultan ve

Hiirmetg¢i sazliklarinin konumu
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2.2. Cahiyma Kapsaminda Kullamlan Bakteri Kiiltiirleri

Caligmada, ziyaret edilen sazliklardan farkli gida kaynakli
patojenlere karst faj izolasyonu amaciyla, Erciyes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Veteriner Halk Saghigi
Anabilim Dali kiiltir koleksiyonunda bulunan S. aureus

ATCC 25923, S. Typhimurium ATCC 13311, L.
monocytogenes RSKK 472 ve P. aeruginosa ATCC 27853 ve
E. coli ATCC 25922 suslar1 kullanildi. Caligma kapsaminda
izole edilen her bir fajmm konak spektrumunu belirlemek
amaci ile Tablo 1°de belirtilen fenotipik 6zellikleri belirtilen
izolatlar kullanildi.

Tablo 1. Fajlarin konak spektrumunun belirlenmesinde kullanilan test mikroorganizmalar1 ve fenotipik 6zellikleri.

Test
Mikroorganizma
(n, izolasyon
kaynagi)

E. coli Faji S. aureus Faji P.

Faji

aeruginosa

S. Typhimirium Antibiyotik
Faji Direnci

Biyofilm
Olusumu

Konak

Bakteriler*

S. aureus ATCC

25923 v

S.  Typhimurium

ATCC 13311

E.  coli ATCC

25922 v

P. aeruginosa

ATCC 27853 v

Diger
Bakteriler**

E. coli (5, atik su) Vv V4 v
E. coli O157 (5,
gida) v v v
E coli (10, gida) Vv v v
E. faecalis (5, atik
su) v v v
E. faecalis (10,
gida) v v v
E. faecium (10,
gida) v v v
S.  aureus (10,
gida) v v v
MRSA (10, insan) V' v v
L. monocytogenes
(13, gida) v v v
Salmonella  spp.
(15, gida) v v v

v MDR +

v MDR +
v MDR +

v MDR +

v MDR +

v MDR +

v MDR +
v MDR

v MDR +

v MDR +

* Caligmada sadece faj izolasyonu amaciyla kullanilan konak bakteriler

** Fajlarin 6zgiillik ve konak spektrumunu belirlemek amaciyla kullanilan diger test bakterileri

2.3. Su Orneklerinin Toplanmasi

Arastirma kapsaminda Sultan Sazlig1 ve Hiirmet¢i Sazliginda
iki farkli zaman diliminde, yaklasik birer aylik araliklarla
yapilan ziyaretlerde su 6rneklemeleri gergeklestirilmistir. Her
ornekleme sirasinda, kiyiya yakin yilizeyden 100’er mL steril
numune kaplarma dogrudan manuel daldirma ydntemiyle
toplam 10 adet su Ornekleri toplandi. Numune alma
isleminden dnce siseler ¢aligma alanindaki suyla durulanmis,
ardindan her bir siseye Ornekleme zamani ve istasyon
bilgilerini igeren etiketler yapistirildi. Toplanan su 6rnekleri,
aym1 giin iginde laboratuvara  tagmarak
gergeklestirilene kadar 4 °C’de muhafaza edildi.

analizi

2.4. Su Orneklerinden Faj izolasyonu ve Saflagtirilmasi
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Calisma kapsaminda alinan su drneklerinin 20 mL’si, kaba
partikiilerini gidermek igin 4.000% rpm’de 10 dk santrifiij
(Gyrozen, Almanya) edildi. Daha sonra iistteki siv1 seri olarak
0,45 pm ve 0,22 pm goézenek boyutuna sahip membran
filtrelerden (Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD) siiziildii. Elde
edilen filtrat, 20 mL 2X Luria Bertani (LB; Merck, 110285,
Almanya) broth icine alindi ve her bir hedef bakteri tiirii
(Tablo 1) i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde, lizerine 1 mL 18 saat
LB broth’ta aktiflestirilmis konak bakteri kiiltiirii eklendi.
Daha sonra, konak bakterisi L. monocytogenes ve P.
aeruginosa olan siispansiyonlarn 30°C’de, digerleri ise
37°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan Ornekler 4.000
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatantlardaki hedef
fajlarin varlig1 spot test ile belirlendi. Bu amagla, konakg1
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bakteri kiiltiirlinden 100’er pL alnarak iginde 4' er mL LB
yumusak agar (%0,7 agar) iceren tiiplere ilave edilerek
karistirildi ve LB agar igeren petrilere dokiilerek homojen
olarak yayild1 ve petriler kurumaya birakildi. Daha sonra
katilagan agar lizerine, faj varligi kontrol edilecek olan
stipernatantlardan 10’ar pL damlatilarak daha 6nce belirtilen
sicakliklarda 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
petriler plak olusumu ac¢isindan incelendi. Fajlarin varlig
dogrulandiktan sonra, saflastirma ve zenginlestirme iglemleri
yapildi. Bu amagla, 1 mL filtrat, 2 mL bakteri kiiltiirii iceren
5 mL LB yumusak agarla karistirildi ve LB agar iizerine
yayilarak ¢ift tabaka yontemi ile her bir konak bakteri igin
belirtilen sicakliklarda bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresi sonunda berrak zon olusturan fajlar arasinda farkli
morfoloji gosteren bese kadar seffaf plak, steril bir filtre
ucuyla saflagtirma ic¢in alinarak 1 mL fizyolojik tuzlu su
icinde on kat seri diliisyonlar1 (107'-10"°) hazirlandi. Her bir
diliisyon, 1 mL kendi konak bakteri kiiltiirii (yaklasik 108
kob/mL) ve 3 mL LB yumusak agar ile karistirilarak LB agar
tizerine homojen bir sekilde yayildiktan sonra 24 saat
inkiibasyona birakildi. Bu iglem {i¢ kere tekrarlandi. Son
saflagtirmadan sonra, tek bir plak secildi ve konak bakteri
iceren LB broth’a aktarildi. 37°C’de 100 rpm’de 18 saat
calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kiiltiire 100
uL kloroform eklendikten 20 dakika inkiibe edildi ve
ardindan santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar 2 pm’lik
filtreden gecirildi ve elde edilen filtrat 4°C’de stok faj olarak
saklandu.

Stok fajlarin titreleri belirlemek igin saline magnezyum (SM)
tamponunda (5.8 g NaCl, 2 g MgSO4-7H20 ve 50 mL IM
Tris-HCI) 10 kat diliisyonlar hazirlandi. Bu diliisyonlardan
100 pL konak bakteri ile karistirildi. Karisgim, 37°C’de 15
dakika bekletildikten sonra 3 mL yumusak agara eklendi ve
LB agar iizerine yayildiktan sonra 37°C’de 18 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda olusan plaklar sayildi ve stok
fajlarin titreleri asagida belirtilen formiil kullanilarak plak
olusturan birim/mL (pfu/mL) olarak hesaplandi (20-22). Elde
edilen stok fajlar kullanilincaya kadar 4°C’de saklandi.

Titre (pob/mL) = plak sayist / seyrelteme faktorii x mL
cinsinden seyreltilmis bakteriyofaj hacmi

2.5. izole Edilen Fajlarin In Vitro Karakterizasyonu

2.5.1. Optimal infeksiyon Coklugu Degerinin
(Multiplicity of Infection Value; MOI) Belirlenmesi

Fajlarin ¢ogalma etkinligini belirlemek amaciyla farkli MOI
oranlarinda optimizasyon ¢aligmalar1 gerceklestirildi. Bu
amagla, faj siispansiyonlar1 ve log fazindaki bakteri kiiltiirleri
farkli MOI degerlerine (0.01, 0.01, 0.1, 1, 10 ve 100) gore
karigtirildi. Karigimlar 37°C’de 3,5 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda, serbest bakteriyofajlarin
uzaklagtirilmas1 amaciyla siispansiyonlar 1000 x g'de 5
dakika santrifiij edildi ve iist stvi 0.22 um membran filtreden
gecirilerek steril tliplere alindi. Elde edilen filtratlardan ¢ift
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tabaka agar yontemi kullanilarak faj titreleri (pfu/mL)
belirlendi. Farkli MOI seviyelerinde elde edilen faj titreleri
karsilastirildi ve en yiiksek faj cogalmasiin gézlendigi MOI
degeri, optimal MOI olarak kabul edildi (23, 24).

2.5.2. Adsorpsiyon Hizlarimin Belirlenmesi

Her bir faj slispansiyonuna belirlenen optimal MOI” ye gore
bakteri kiiltlirleri ilave edildikten sonra fajlarin konak
bakterilerine adsorbe olmasi i¢in 37°C* de 100 rpm’de 15
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda karisim 3000xg’de
15 dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi ve pelet
5 mL LB broth ile siispanse edildikten sonra 37°C* de 100
rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun 2, 4 ve 6. saatlerinde
stispansiyondan 100’er pL alinarak ¢ift tabaka agar yontemi
ile titreleri belirlendi (20, 25).

2.5.3. Tek Asamali Gelisim Egrilerinin (One Step Growth
Curve) Belirlenmesi

Her bir konak bakteri kiiltiirii (10® kob/mL) ve optimal
MOTI’deki (MOI=1) faj siispansiyonlari esit oranda (her biri 5
mL) karistirildi ve 37°C” de 100 rpm’de 15 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda faj-bakteri siispansiyonu
3000xg’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra pelet 5 mL LB
broth ile siispanse edilerek ve 37°C’ de 100 rpm’de 1 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresince, ilk 30 dakika
boyunca her 5 dakikada bir ve sonraki 30 dakika boyunca her
10 dakikada bir siispansiyondan 100’er pL 6rnek alinarak,
cift tabaka agar yontemiyle faj titreleri belirlendi (25).

2.5.4. Konak Spektrumlarinin Belirlenmesi

Izole edilen fajlarin konak bakterileri hari¢ gesitli
kaynaklardan izole edilen 30 farkl: izolatlarda (Tablo 1) litik
etkinlikleri spot ekim yontemi ile belirlendi. Bu amag ile, -
20°C’de saklanan izolatlarin LB broth icerindeki 18 saatlik
kiiltiirleri (100 pL) yumusak LB agar (4 mL) karistirilarak LB
agar lizerine dokiildii ve kurumaya birakildi. Daha sonra her
bir faj siispansiyonundan 10 pL alinarak test izolatlarinin
°C’de 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda LB agar iizerinde plaklarin
(berrak zon) varlig: ilgili fajin hedef bakteriye karst litik
etkinligi olarak degerlendirildi (26).

tzerine damlatildi ve 37

2.5.5. Fajlarin Stabilite Analizleri

Farkli sicaklik ve farkli pH araliklarinin izole edilen fajlarin
canlihigr iizerindeki etkisi analiz edildi. Bu amag ile 10’
pfu/mL baslangig titresine sahip faj izolatlarinin, sirasiyla
farkl sicakliklarda (4°C, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C) ve farkli pH
araliginda (pH 2-11) ayarlanmig LB broth iginde 1 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince 10 dakika araliklarla
ornekler alindi. Deney ii¢ kez gerceklestirildi. pH ve sicaklik
muamelesi sonrasi fajlarin titresi ¢ift tabaka agar yontemi
belirlendi (20). Aymi zamanda 4°C’de depolama siiresince 6
ay boyunca ayda bir kez drnekleme yapilarak faj aktivitesi
kontrol edildi.




Ertas-Onmazg ve ark.

Bozok Vet Sci (2025) 6, (1):26-34

2.6. Istatistik Analiz

Fajlarin izole edildikleri konak bakterilere karsi 0.001-100
aras1t MOI seviyelerinde gosterdikleri log pfu/mL ¢ogalma
diizeyleri ile tek asamali biiylime egrisi verileri (adsorpsiyon
stiresi, latent periyot, lizis siiresi ve patlama boyutu) igin
gruplar aras1 farklar, once tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile degerlendirildi. ANOVA sonucu anlamli
bulunan parametrelerde gruplar arasindaki farkliliklar Tukey
HSD testi ile belirlendi. Ayrica, fajlarin, ¢esitli kaynaklardan
elde edilen test bakterilerine kars1 gosterdigi litik aktivitenin
tirlere gore dagilimi Fisher’s Exact Test ile analiz edildi.
p<0.05 olan tiim degiskenler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Bulgular

Sazliklardan alinan 10 adet su drnegi ile gerceklestirilen spot
testlerde, L. monocytogenes disindaki tim konak bakterilere
karsi 10-15 mm c¢ap araliginda toplam 40 faj plagi
gozlemlenmistir. Cift tabaka agar yonteminde ise bu plaklarin
24’1, fajlarin konak bakteriler lizerinde belirgin litik aktivite
sergiledigini gosteren, genellikle 1-3 mm ¢apinda, yuvarlak
ve net sinirlt plaklar olusturdu (Sekil 2, Sekil 3). Tiim fajlar,
test edilen 0.001-100 araligindaki MOI
bakteriyel biiylimeyi inhibe etmede etkili olurken, en yiiksek

seviyelerinde

¢ogalma diizeyi (>10® pfu/mL) 1 MOI’de gézlemlenmis ve bu
seviye, diger MOI gruplarina kiyasla anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p<0.05). Bu durum, 1 MOI'nin in vitro
kosullarda en etkili  enfeksiyon oldugunu
gostermektedir (Sekil 4a). Buna ilaveten, konak bakterilere
ait fajlarin adsorpsiyon siireleri E. coli, S. aureus, S.

orani

Typhimurium ve P. aeruginosa igin sirastyla 15, 18, 15 ve 20
dakika olarak belirlenmis; bu siireler arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05). Buna karsin,
S. aureus fajmin latent periyodu 15 dakika ile en kisa siireyi
gosterirken, bu siire P. aeruginosa fajinda 25 dakikaya kadar
uzamistir. E. coli ve S. Typhimurium fajlart igin ise latent
periyot sirasiyla 18 ve 20 dakika olarak belirlenmis ve gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Benzer sekilde, lizis siiresi S. aureus ve S.
Typhimurium fajlarinda 20 dakika iken, E. coli fajinda 25
dakika ve P. aeruginosa fajinda 30 dakika olarak
belirlenmistir; bu farklilik da istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). Patlama boyutu, S. aureus fajinda
yaklasik 120 pfu/cfu ile en yiiksek, P. aeruginosa fajinda ise
68 pfu/cfu ile en diisiik seviyede belirlenmistir (p<0.05). E.
coli ve S. Typhimurium fajlar1 i¢in bu degerler sirasiyla 100
ve 85 pfu/cfu olarak saptanmistir (p>0.05) (Sekil 4b). Ayrica,
izole edilen fajlarin tamami 3.0 - 9.0 gibi genis bir pH
araliginda ve 50°C,’ye kadar olan sicakliklarda analiz edilen
biitlin zaman periyodlarinda iyi stabilite gosterdi. Fakat
50°C’de P. aeruginosa ve S. aureus fajlar1 20. dakikadan
sonra asamali olarak titrelerinde azalma sergilerken, S.
Typhimirium ve E. coli fajinn titresi ise 30. dakikadan sonra
azaldi. 50 °C’ye kadar fajlarin titrelerinde ortalama 1.0 log
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azalma belirlenirken, bu sicakliktan sonra ortalama 4.6 log
azalma tespit edildi. Ayrica 60 °C de higbir faj tespit
edilmedi. Aym sekilde, fajlarin titresi pH 4-7 araliginda
onemli degisiklik gostermedi (ortalama 0.8 log). Bu pH
degerlerinin altinda ve {izerinde fajlarda titrenin 1.78-3.52 log
arasinda azalma saptandi. pH 10’da ise hicbir faj tespit
edilemedi. Ayrica her bir fajin 4°C’de alt1 ay boyunca
saklanmasi siiresince, spot test ile aylik yapilan kontrollerde
aktivitesini korudugu belirlendi. Yapilan spot testte, izole
edilen fajlarin her biri yalnizca kendi hedef tiiriine ait, farkli
kaynaklardan elde edilen izolatlara kars litik etki gostermis;
diger bakteri tiirlerine kars1 herhangi bir plak olugsmamustir.
Litik aktivitenin bakteri tiirline bagli olarak farklilik
gostermesi istatistiksel olarak anlamli bulunmus (p<0.05) ve
bu durum, fajlarin tiir diizeyinde yiiksek ozgiilliige sahip
oldugunu gostermektedir (Tablo 2).

Sekil 2. Calismada izole edilen fajlara ait plak goriintimleri.
A-D: Spot testlerde faj aktivitesinin gozlendigi plaklar. A: S.
aureus konak bakterisi iizerinde olusan faj plaklarmin ¢ap1
yaklagik 10-15 mm’dir. B: E. coli konak bakterisi tizerinde
olusan plak ¢aplar1 yaklagik 8-12 mm’dir. C: S. Typhimurium
konak bakterisi i¢in ii¢ farkli numuneye ait spotlarda
gozlenen plaklarin ¢apt yaklagtk 10-12 mm’dir. D: P.
aeruginosa konak bakterisi lizerinde gelisen plaklarin ¢api
yaklagik 10-15 mm’dir. E-F: Cift tabaka agar yonteminde
olusan faj plaklarinin genel goriiniimiinii gostermektedir.
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A:Spot Test
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Sekil 3. Sultan ve Hiirmetci Sazligindan izole Edilen Fajlarin
Bakteriyel Konaklara Kars1 Etkinligi. A: Spot Testte konak
bakterilerine karsi faj aktivitesi, B: Cift tabaka agarda konak
bakterilerine kars faj aktivitesi
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Sekil 4. Izole edilen fajlarm optimal MOI degerleri (A) ve
Tek agamali biiytime egrileri (B), EC: E. coli Faj, SA: S.
aureus faj, ST: S. Typhimurium faj, PA: P. Aeruginosa faji

Tablo 2. Fajlarin, farkli kaynaklardan izole edilen bakteri suslarina kars1 spot test yontemiyle degerlendirilen litik etkinlik

sonuglari
Fajlarin test edilen izolatlara kars: litik
izolat aktivitesi
Test Bakterisi sayisl Kaynag EC SA ST PA
E. coli 5 Atik Su 1 0 0 0
E. coli O157:H7 5 Gida 1 0 0 0
E. coli 10 Gida 1 0 0 0
E. faecalis 5 Atik Su 0 0 0 0
E. faecalis 10 Gida 0 0 0 0
E. faecium 10 Gida 0 0 0 0
S. aureus 10 Gida 0 1 0 0
MRSA 10 Insan 0 1 0 0
L. monocytogenes 13 Gida 0 0 0 0
Salmonella spp 15 Gida 0 0 1 0
P. aeruginosa 10 Insan 0 0 0 1

EC: E. coli faj, SA: S. aureus faj, ST: S. Typhimurium faj, PA: P. aeruginosa faj.“1” plak olusumu gdzlenen izolatlar1 (litik aktivite pozitif); “0”degeri ise plak
olusumu gozlenmeyen izolatlari (litik aktivite negatif) temsil etmektedir. L. monocytogenes izolatlarinda litik etki tespit edilmemistir. Diger tiirlerde, her faj izolat1
sadece kendi konak tiirlerine 6zgii olup, bu tiirlerin tamamina kars: litik aktivite gdstermistir.

Tartisma ve sonu¢

Bakteriyofajlar, mikrobiyal topluluklarin yapisini
mikrobiyal  ¢esitliligi  etkileme

kapasiteleriyle dogada énemli bir ekolojik role sahiptir (27).

sekillendirme  ve

Ozellikle antibiyotik direncinin kiiresel 6lgekte hizla
yayilmasi, bu viriisleri hem tedavi hem de biyokontrol ve tani
amach alternatif biyolojik ajanlar
¢ikarmaktadir (6,7). Bu ¢alismada, sazlik sularindan E. coli,

olarak 06n plana
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S. aureus, S. Typhimirium ve P. aeruginosa suslarina karsi
litik aktivite gosteren 24 faj izole edilmistir. Benzer sekilde,
literatiirde de ¢esitli ¢evresel kaynaklardan (nehir suyu, atik
su ve kanalizasyon) patojenlere 6zgiil bakteriyofajlarin izole
edildigi bildirilmektedir (27-34). Daha o6nce yapilan bazi
calismalarda, L. monocytogenes’e karsi litik etkili fajlarin
ozellikle atik su, kanalizasyon ve gida kaynakli 6rnekler gibi

farkli ¢evresel kaynaklardan basartyla izole edildigi
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bildirilmistir (35) Ancak bu g¢alismada, sazlik suyu
orneklerinden yapilan izolasyonlarda L. monocytogenes’e
kars1 faj elde edilememistir. Daha dnce yapilan ¢aligmalarda
bu bakterinin faj enfeksiyonuna kars1 dogal direng
gelistirebildigi bildirilmektedir. Bu direng, ozellikle fajin
konak  hiicreye = baglanmasmi  engelleyen  ylizey
reseptorlerinin kaybi veya yapisal degisimi, faj DNA’sinin
hiicre i¢ine girdikten sonra CRISPR-Cas sistemleri veya
restriksiyon-modifikasyon sistemleriyle par¢alanmasi, ya da
abortif enfeksiyon (Abi) sistemleri gibi faj replikasyonunu
baskilayan  hiicresel savunma  mekanizmalarindan
kaynaklanabilmektedir (36-38). Ayrica, L. monocytogenes
suslar1 arasinda faj duyarliliginda genetik cesitliligin yiiksek
olmasi, cevresel kaynaklardan izolasyon yapilirken faj—
konak uyumunu olumsuz ydnde etkileyebilir. Bu durum,
calismada elde edilen su 6rneklerinin i¢erdigi suslarin, izole
edilmeye calisilan fajlara karsi direngli olmasiyla iliskili
olabilir. Dolayistyla, L. monocytogenes’e 6zgii fajlarin elde
edilememesi, yalnizca kaynakla siirl kalmayip, bakteriyel
fizyoloji, faj spesifikligi ve ekolojik etkilesimlerin birlikte
degerlendirilmesini gerektirmektedir

Mevcut calismada izole edilen fajlarin konak ozgiilliigi
acisindan elde edilen veriler, bu fajlarin yalnizca hedef tiir
icerisindeki farkli suslara karst etkili oldugunu, farkl tiirlere
karsi ise etkisiz kaldigini gdstermektedir. Bu durum,
izolatlarn tiir diizeyinde yiiksek 6zgiilliige sahip oldugunu ve
hem terapotik hem de biyokontrol
stratejilerinde hedef odakli kullanim igin uygun adaylar
olduklarini diisiindiirmektedir. Faj terapisinde, hedef bakteri
tirii icinde miimkiin oldugunca g¢ok sayida susu enfekte

uygulamalarda

edebilen ancak diger tiirleri etkilemeyen fajlar tercih
edilmekte; bu yaklasim, hem enfeksiyonlarin daha isabetli
tedavisine olanak tanimakta hem de konak mikrobiyotasinin
korunmasina katki saglamaktadir. Benzer sekilde, gida
giivenligi ve gevresel biyokontrol uygulamalarinda da tiir
diizeyinde dar, fakat sus diizeyinde genis konak araligina
sahip fajlar, istenmeyen bakterilerin se¢ici olarak elimine
edilmesinde 6nemli avantajlar sunmaktadir (39,40).

Bakteriyofajlarin  konak hiicrelerle olan etkilesimlerinin
anlagilmasi, molekiiler biyolojiye yonelik onemli bilgiler
sunmakta ve bakteriyel enfeksiyonlara karsi gelistirilecek
tedavi yaklasimlarmin daha iyi kavranmasma katki
saglamaktadir (41). Fajlarin baglangic konsantrasyonu,
adsorbsiyon siiresi, latent periyodu, lizis siiresi ve patlama
boyutu; iiretim siireclerinin optimizasyonu ve uygulama
stratejilerinin belirlenmesinde kritik 6neme sahiptir (42,43).
Bu caligmada, izole edilen fajlarin konak bakterilerine
adsorpsiyon siireleri arasinda anlamli fark goézlenmezken
(p>0.05), S. aureus fajinin latent periyodu 15 dakika ile en
kisa siireyi gostermis ve P. aeruginosa fajinda bu siire 25
dakikaya kadar uzamistir (p<0.05). Benzer sekilde, lizis
siiresi S. aureus ve S. Typhimurium fajlarinda 20 dakika iken,
E. coli fajinda 25 dakika ve P. aeruginosa fajinda 30 dakika
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olarak belirlenmistir (p<0.05). Patlama boyutu ise S. aureus
fajinda yaklagik 120 pfu/cfu ile en yiiksek degeri gosterirken,
P. aeruginosa fajinda 68 pfu/cfu ile en diisik seviyede
kalmistir (p<0.05). Bu farkliliklar, fajlarin konak hiicredeki
cogalma verimliliginin ve konak-faj etkilesimlerinin
bakteriyel tiirler arasinda 6nemli Ol¢lide degisebilecegini
gostermektedir. Onceki caligmalarda E. coli fajlarinin latent
periyotlarinin 10—15 dakika, adsorpsiyon siirelerinin 20—80
dakika ve patlama boyutlarmin 87-364 pfu/cfu arasinda
degistigi bildirilmistir (29, 31). Benzer sekilde, S. aureus
fajlart icin latent siireler 10-25 dakika arasinda, patlama
boyutlar1 ise 18—170 pfu/cfu araliginda rapor edilmistir (20,
27). Bu ¢alismada elde edilen veriler, genel olarak literatiirde
bildirilen araliklarla uyumlu olmakla birlikte; latent periyot,
lizis siliresi ve patlama boyutu gibi temel biyolojik
parametrelerde, 6zellikle konak bakteriye bagl olarak bazi
farkliliklar gostermistic. Bu durum, fajlarin  biyolojik
karakteristiklerinin hem farkli bakteri tiirleri arasinda hem de
ayn1 tlirden izole edilen farkl: fajlar arasinda anlaml diizeyde
varyasyon gosterebildigini diisiindiirmektedir. Bu biyolojik
farkliliklar, fajlarin konak tizerindeki ¢ogalma stratejileri ve
enfeksiyon verimliligi hakkinda dnemli bilgiler sunmaktadir.
Ozellikle kisa latent periyot ve yiiksek patlama boyutu
gosteren fajlar, hizli replikasyon ve etkili lizis 6zellikleri
sayesinde terapoOtik uygulamalarda daha avantajli adaylar
olarak degerlendirilmektedir (44).

Fajlarin  terapdtik  potansiyelinin  degerlendirilmesinde
enfeksiyon c¢oklugu (MOI) degeri, hem antimikrobiyal
etkinligin saglanmasi hem de dozaj optimizasyonu agisindan
kritik bir parametredir. Bununla birlikte, yiiksek MOI
uygulamalari, Dbakterilerde diren¢ gelisimini tesvik
edebileceginden bu risk goz onlinde bulundurulmalidir (20,
30, 31, 45). Calismamizda, fajlarin farkli MOI seviyelerinde
(0.001-100) gogalma diizeyleri karsilastirildiginda, her dort
faj icin de 1 MOI seviyesinde anlamli diizeyde daha yiiksek
log pfu/mL degerleri gozlenmistir (p <0.05). Bu durum her
bir bakteri hiicresinin ortalama bir faj partikiili ile enfekte
oldugunu gostermektedir. MOI’nin bu diizeyde tutulmasi,
fajlarin  kontrollii ¢ogalmasma olanak taniyarak tedavi
stirecinde hem etkinligi artirmakta hem de direng gelisimini
azaltma potansiyeli tagimaktadir (30, 45).

Fajlarin terapotik uygulamalarda ve biyokontrol amaglh
kullanimlarda etkili olabilmesi i¢in, genis pH ve sicaklik
araliklarma kars1 stabil olmalar1 ve ¢evresel stres faktorlerine
(6zellikle pH ve sicaklik degisimleri) dayanikli olmalari
gerekmektedir (33,46). Cevresel faktorlere karsi gosterdikleri
bu stabilite, fajlarin formiilasyon giivenilirligini artirirken,
biyolojik etkinliginin siirekliligini de saglar (43). Daha 6nce
yapilan ¢aligmalarda, E. coli fajlari i¢in 5-9 pH ve 25-70°C,
S. aureus fajlar1 i¢in 4-12 pH ve 40-60°C, P. aeruginosa
fajlar1 i¢in ise 4-50°C araliginda stabilite bildirilmistir
(27,29,31,33,47). Benzer sekilde, bu calismada izole edilen
fajlar, pH 3.0-9.0 araliginda ve 50°C’ye kadar olan
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sicakliklarda yiiksek stabilite sergilemistir. Ancak 60 °C ve
iizeri sicakliklarda ve pH 4-7 disindaki kosullarda
etkinliklerinde belirgin azalmalar gozlemlenmistir. Elde
edilen faj izolatlarinin pH ve sicaklik stabilitesinin yiiksek
olmasi, biyokontrol ve terapotik amacli uygulamalarda
kullanim potansiyellerini desteklemektedir. Bununla birlikte,
bu c¢aligmanin bazi sinirlhiliklart bulunmaktadir. Elde edilen
laboratuvar ortaminda in kosullarda
degerlendirilmis olup, bu sonuglarin in vivo sistemlerde ve
gida endiistrisine yonelik uygulamalarda gecerliligi heniiz
dogrulanmamustir. Ayrica, izole edilen fajlarin biyokontrol
potansiyelinin ger¢ek saha kosullarindaki etkinligi ile uzun
siireli ~ stabilite  Ozellikleri bu ¢aligma kapsaminda
incelenmemistir. Dolayistyla, fajlarin gida {irtinleri tizerinde
pratik uygulanabilirliginin belirlenebilmesi i¢in ileriye doniik
saha temelli caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

veriler vitro

Sonu¢ olarak, bu g¢alismada Sultan ve Hiirmet¢i
sazliklarindan izole edilen litik bakteriyofajlar, hedef patojen
bakterilere kars1 yiiksek ozgiilliik ve genis litik spektrum
sergilemis; kisa latent periyotlar1 ve yiiksek patlama boyutlart
ile giiglii antibakteriyel etki gostermistir. Cevresel kosullara
kars1 stabiliteleri,
sirdiirebilmelerine olanak tamimakta ve bu 0Ozellikleri,

uzun stireli etkinliklerini
biyokontrol ile terapotik uygulamalarda kullanilmalarim
desteklemektedir. Bununla birlikte, s6z konusu fajlarin
molekiiler karakterizasyonlarinin yapilmast ve biyokontrol
potansiyellerinin saha kosullarinda veya belirli gida model
sistemlerinde (6rnegin et ve siit Uriinleri) test edilmesi,
gelecekteki calismalar i¢in Onem arz etmektedir. Bu
dogrultuda, oOzellikle kesimhane yiizeyleri, isleme
ekipmanlar1 ya da paketlenmis et {irlinleri gibi gergek gida
iretim gerceklestirilecek  uygulamali
denemeler, bu fajlarin pratik kullanim potansiyelini
degerlendirmek agisindan kritik 6neme sahiptir.
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