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Ozet: Bu calismada, Tiirkiye’de en ¢ok izole edilen kanatli Salmonella serotipi olan S. Infantis bakteriyofajlarinin izo-
lasyonu ve bu fajlarin konak spektrumunun belirlenmesi ayrica bu fajlarin su, yem ve altlik materyallerindeki etki ve
yasam siireleri ile saklama siirelerinin belirlenmesi amaglandi. Caligmada, 50 adet digki-altlik ve 50 adet atik su 6rnegin-
den izole edilen 38 adet S. Infantis fajinin, rutin test diliisyonlari, litik spektrumlari ve litik profilleri belirlenerek segilen
fajlar RAPD-PCR ile genotiplendirildi. Litik profilleri ve RAPD homoloji diizeyleri birbirinden farkl: olanlar arasindan
secilen en yiiksek litik spektruma sahip fajlarin (SF-In7, SF-In20) faj-bakteri dinamikleri incelendi. SF-In7, SF-In20
fajlarmin adsorbsiyon orani 20 dk’da %95 ve latent donemleri ise sirastyla 57 dk ve 65 dk olarak belirlendi. Deneysel
caligmalarda SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin 24 saatte canlt S. Infantis sayisin1 su materyalinde 4 log  cfu/ml (p<0,001),
altlik ve yem materyalinde 2-3 log,, cfu/ml (p<0,001) azalttig1, konak hiicre bulundurmayan su materyalinde 4 hafta,
altlik ve yem materyallerinde ise 3 hafta yasadigi tespit edildi. Ayrica ¢aligmada, 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 sonu-
cunda, SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin S. Infantis kontaminasyonunu azaltmada biyokontrol ajani olarak kullanilabilecegi,
genis saklama 1s1s1 ve uzun yasam siiresi sebebiyle saha, kiimes, kesimhane gibi ortamlarda uygulanmadan dnce uzun
stire kolaylikla saklanabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Bakteriyofaj, biyokontrol, tavuk, Salmonella Infantis.

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

Abstract: In this study, it was aimed to isolate the bacteriophages of S. Infantis, the most isolated Salmonella serotype
of poultry in Turkey, to determine the effect and lifespan in the water, litter and feed and to detect the host spectrum and
the storage time of these phages. In this study, the routine test dilutions, lytic spectra and lytic profiles of 38 S. Infantis
phages isolated from 50 stool-litter and 50 wastewater samples were determined and the selected phages were geno-
typed by RAPD-PCR. Phage-bacterial dynamics of phages with the highest litic spectrum (SF-In7, SF-In20) selected
among the different litic profiles and RAPD homology levels were investigated. The adsorption rate of SF-In7, SF-In20
phages was determined as 95% in 20 min and latency periods were determined as 57 min and 65 min, respectively. In
experimental studies, it was determined that the SF-In7 and SF-In20 phages decreased the number of alive S. Infantis in
24 h at 4 log,, cfu/ml (p<0.001) in water and at 2-3 log , cfu/ml (p<0.001) in feed and litter and found to be alive for 4
weeks in the water and 3 weeks in the feed and litter without host cells. In addition, it was also determined that the SF-
In7 and SF-In20 phages survived for 6 weeks at room temperature (20-22°C), 9 months at 4°C, and more than 4 years at
-20°C and -80°C. As a result of the study, SF-In7 and SF-In20 phages can be used as biocontrol agents to reduce the S.
Infantis contamination, and can be stored easily for a longtime period before application in environments such as field,
poultry house, slaughterhouse due to its large storage temperature and long life span.

Key words: Bacteriophage, biocontrol, chicken, Sa/monella Infantis.

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris Tiirky1lmaz, 2007; EFSA 2016). Salmonella genusu
icerisinde yer alan yaklagik 2700 serotip icerisinde
Salmonella  enfeksiyonlart tim diinyada ve insanlarda Salmonellozise neden olan en yaygin

Tiirkiye’de kanathi endiistrisinin en 6nemli prob-
lemlerinden birisidir (Aksakal, 2003). Ayrica kanath
hayvanlardan insanlara gida kaynakl bulasarak zo-
onotik enfeksiyonlara neden olmasi sebebiyle halk
sagligl agisindan da oldukca 6nemlidir (Sengiil ve

serotipler S. Enteritidis ve S. Typhimurium olarak
bilinmektedir. Ancak son yillarda bagsta S. Infantis
olmak iizere diger serotiplerin izolasyon oranla-
riin arttigi gézlenmektedir (Miller ve ark. 2010).
European Food Safety Authority (EFSA)’nin son
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raporunda (EFSA, 2017), S. Infantis’in insanlarda
en yaygin dordiincii serotip oldugu, bununla beraber
son bes yilda tavuklarda en yaygin goriilen seroti-
pin S. Infantis (%33,6) oldugu ve bunu S. Enteritidis
(%15,8) ve S. Mbandaka (%06,7) nin izledigi bildi-
rilmistir. Tlirkiye’de yapilan ¢aligmalarda ise tavuk-
lardan izole edilen en yaygin serotipin S. Infantis
oldugu belirlenmistir (Anonim 2018).

Bakteriyofajlarin insanlarda tedavi amacty-
la kullanimi uzun yillardan beri bilinmektedir.
Ozellikle Salmonella’larda antibiyotiklere karsi
gelisen direncle beraber kanatli Salmonellozis’inin
Onlenmesi ve tedavi edilmesi i¢in de alternatif ola-
rak faj caligmalar1 bulunmaktadir. Sa/monella fajla-
r1, kanatli digkilar1 ve kanatli ¢iftlikleri cevresinden
kolaylikla izole edilebilmekte ve kanatl {iretimin-
den baglayarak kiimes uygulamalar1 (yem, altlik, su,
ylizey gibi materyaller), hayvanlarda kolonizasyonu
onlemek veya azaltmak icin hayvan uygulamalari,
ya da gida uygulamalarinda kullanilabilmektedir.
Salmonella fajlar1 ile Salmonella kolonizasyonu-
nun tavuklarda azaltilmasi (Atterbury ve ark. 2007;
Borie ve ark. 2008; Bardina ve ark. 2012) {izerine
ve insanlara Salmonella gecisini azaltmak amaciyla
gida maddelerinde ve gida hazirlama bolgelerin de
Salmonella kontaminasyonunun dnlenmesi ve azal-
tilmasi iizerine birgok ¢aligma mevcuttur (Spricigo
ve ark. 2013; Woolston ve ark. 2013; Huang ve ark.
2018). Bu calismalar genellikle en yaygin serotip-
ler olan S. Enteritidis ve S. Typhimurium serotip-
leri kullanilarak yapilmistir. Ancak ¢aligmalarda S.
Infantis serotipi kullanilarak faj izolasyonun ve ka-
rakterizasyonunun yapildig1 bulagsma kaynagi olan
su, altlik ve yem materyallerinde in vitro olarak S.
Infantis fajlarinin etkinliginin arastirildigr calisma-
lar bulunmamaktadir.

Bu calismada, Tiirkiye’de en ¢ok izole edilen
kanath Salmonella serotipi olan S. Infantis’in bakte-
riyofajlarinin izolasyonu ve bu fajlarin konak spekt-
rumlarinin belirlenmesi, ayrica izolasyonu yapilan
ve konak aralig1 belirlenen bu fajlarin etki, yasam
ve saklama siirelerinin saptanmasi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem
Bakteri Suslar1 ve Kontrol Faji

Salmonella Infantis suslar;, Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

kiiltiir koleksiyonundan temin edildi. Konak hiic-
releri olarak lizojenik faj bulundurmadig: bilinen
kanatli orijinli 10 adet S. Infantis susu, fajlarin li-
tik spektrumlarimi belirlemek amaciyla ise kanath
orijinli 200 adet S. Infantis susu kullanildi. Kontrol
amaciyla calismanin tiim asamalarinda Giircistan
ELIAVA Enstitiisii’nden temin edilen S. Enteritidis
vB-GES-Se-K1 Tiflis Faji1 kullanildi.

Bakteriyofaj izolasyon Materyali

[zolasyon i¢in, Ankara ve Bolu illerinde yer alan
kanatli isletmelerinden toplanan 50 adet digki-altlik
Ornegi ve kanatli kesimhanelerine ait aritma tesisle-
rinden toplanan 50 adet atik su 6rnegi olmak tizere
toplam 100 6rnek kullanildi.

Bakteriyofajlarin izolasyonu ve Cogaltilmasi

Tavuk diski-altlik 6rnekleri 1/10 oraninda Luria
Bertani broth (Neogen, USA) ile sulandirilip homo-
jenize edilerek, atik sular ise direkt olarak santrifiij
edildikten sonra 0,2 um’lik filtrelerden (Sartorius,
Germany) gegirildi, filtratlar ayrild1 ve faj kayna-
g1 olarak kullanildi. Filtratlar 10 ml cift kathh LB
broth igerisine besi yeri ile esit miktarda alindi ve
S. Infantis susunun 4-6 saatlik logaritmik fazdaki
kiiltiirinden 500 pl eklenerek 37°C’de 50 rpm’de
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda 7000
rpm’de 20 dk santrifiij edildi ve siipernatant 0.2
pum filtreden gegirildi. Filtratlardaki litik aktivi-
tenin belirlenmesi amaciyla spot test uygulandi.
Kullanilan S. Infantis susunun logaritmik fazdaki
stvi1 kiiltiiriinden dip kat1 agara (LB Broth 20 g/L,
Bakteriyolojik Agar 15 g/L) 100 pl yayma ekim
metodu ile ekildi ve lizerine 10 pl faj filtrat1 damla-
tilarak 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Litik
faj aktivitesi goriilmeyen filtratlar atildi, goriilen
filtratlar ise agar-overlay yontemi ile saflagtirildi
(Carey-Smith ve ark. 2006; Kutter, 2009; Bao ve
ark. 2011). Saflagtirilan fajlar agarin tizerine dokii-
len SM (Saline-Magnesium, faj tamponu: 5,8 g/L
NaCl, 2 g/L MgSO,7H,0, 50 ml/L 1 M Tris-HCl,
5 ml/L %2’lik Jelatin soliisyonu) soliisyonu ile bir
gece 37°C’de 50 rpm’de inkiibe edildikten sonra
toplandi. Toplanan siispansiyon 7000 rpm’de 10 dk
santriflij edilerek, {ist siv1 0.2 um filtreden gegirildi.
Elde edilen fajlar icerisine 1-2 damla kloroform ek-
lenerek -80°C’de saklandi.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez

Cilt 30, Sayi 2, 2019, 149-157



Torun E ve Miistak HK. Tavuk Diskilari ve Cevresel Orneklerden Salmonella Infantis Fajlarinin izolasyonu 151

Rutin Test Diliisyonunun Belirlenmesi

Rutin Test Diliisyonu (RTD)’nu belirlemek i¢in
agar-overlay yontemi kullanildi. Bu amagla 10°
cfu/ml §. Infantis susunun ekildigi agar iizerine her
bir faj stogunun ayr1 ayr1 LB broth ile hazirlanan
10-10"? arasinda 10 katl diliisyonlarindan ayri
ayr1 isaretlenen yere 10 pl damlatildi. 37°C’de 18-
24 saat inkiibasyon sonrasinda plak formasyonlari
okundu ve stok faj slispansiyonundaki faj sayist mi-
lilitredeki plak olusturan iinite (pfu/ml) cinsinden
hesaplandi (Kropinski ve ark. 2009).

Fajlarin Litik Spektrumlarimin ve Litik
Profillerinin Belirlenmesi

Elde edilen S. Infantis fajlarindan, RTD 1x10*iin
iizerinde olanlarin her birinin 200 adet S. Infantis
susundaki litik spektrumlar1 spot test yontemi ile
belirlendi. Bu amagcla, logaritmik fazdaki S. Infantis
suslart 100 pl dip agar iizerine yayma ekim yon-
temi ile ekildi. Rutin test dilisyonu 10*-10° pfu/
ml olan fajlar, isaretlenmis yerlere 10 pl damlatil-
di ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonucunda faj plaklarmin olusup olus-
mamasina gore fajlarin litik spektrumu degerlendi-
rildi (Carey-Smith ve ark. 2006; Kutter, 2009; Bao
ve ark. 2011). Fajlarin litik profillerinin belirlen-
mesi amactyla ise ilk once suslar numaralandirildi
ve her bir fajin hangi S. Infantis susunu lize ettigi
kaydedildi. Ayni suslart lize eden fajlar benzer li-
tik profilde kabul edildi. Litik profilleri en fazla lize
edilen sus sayisina gore numaralandirildi (Cortes ve
ark. 2015).

Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA-PCR
Analizi

Farkli litik profile sahip fajlar arasinda, %90 ve
st litik spektruma sahip fajlarin tamaminin faj
DNA izolasyonu, Norgen Faj DNA izolasyon Kiti
(Norgen Biotek, Kanada) ile kitin protokoliine gore
gercgeklestirildi. Polimorfik DNA’nin rastgele ¢ogal-
tilmasi igin RAPD PCR analizi Cortes ve ark. (2015)
ile Gutierrez ve ark. (2011)’nin bildirdikleri yonte-
me gore gergeklestirildi. Amplifikasyon amaciyla
Cortes ve ark. (2015) ile Gutierrez ve ark. (2011)’nin
calismalarinda onerdikleri ve en fazla RAPD pater-
nini olusturan P1 (5’-CCGCAGCCAA-3’) primeri
kullanilda.

Faj-Bakteri Dinamikleri

[zolasyonu yapilan fajlardan, RTD 10*’iin iizerinde
olup, %90 ve iistii litik spektruma sahip, litik pro-
filleri ve RAPD PCR paternleri birbirinden farkli
olan fajlar ve bu fajlarin konak S. Infantis susu segi-
lerek biitlin faj-bakteri dinamiklerinin belirlenmesi
calismalarinda kullanildi. Minimal faj ve minimal
bakteri sayisinin belirlenmesi amaciyla Wiggins ve
Alexander (1985)’1n yontemi; faj adsorbsiyon ora-
ninin belirlenmesi i¢in ise Sanders ve Klaenhammer
(1980)’in bildirdigi yontem kullanildi. Faj adsorbsi-
yon orani zamana kars1 pfu’daki azalma orani olarak
ifade edildi. Hyman ve Abedon (2009)’un bildirdigi
yonteme gore faj latent stireleri 0, 30, 45 ve 45 dk
sonra birer dakikalik periyotlarda agar overlay yon-
temi ile faj sayimi1 yapilarak kontrol edildi.

Faj Etkinliginin Saptanmasi

Bu asamaya kadar biitiin 6zellikleri aragtirilan fajin
etkinligi kendi konag1 olan S. Infantis susu kullani-
larak su, altlik ve yem materyallerinde test edildi.
Bu amagla, Salmonella spp. yoniinden negatif ve
laboratuvar kosullarinda 10° cfu/ml yogunluktaki
S. Infantis ile deneysel olarak inokiile edilmis 9 ml
su, 10 g altlik ve 10 g yem materyali her bir faj ve
her saat i¢in ayr1 ayri kullanildi. Bu materyallere 10°
pfu/ml yogunluktaki fajdan 1 ml uygulanarak canli
bakteri sayis1 izerindeki etkisi ve etki siiresi (1 h, 12
h ve 24 h) agar overlay yontemi ile incelendi.

Faj Yasam Siiresinin Saptanmasi

Bu amagla, Salmonella spp. yoniinden negatif ol-
dugu belirlenen 9 ml su, 10 g altlik ve 10 g yem
materyali her bir faj 6rnegi ve her saat i¢in ayr1 ayri
kullanildi. Bu materyallere 10° pfu/ml yogunlukta-
ki fajdan 1 ml uygulanarak yasam siiresi incelendi.
Uygulama yapilan materyallerden bir hafta siireyle,
her giin ve her hafta 6rekler alinarak faj aktivitesi-
nin korunup korunmadig1 ve pfu sayis1 agar-overlay
yontemi ile incelendi.

Faj Saklama Siiresinin Saptanmasi

Bu amagla, RTD’nu 1x10° olan fajlar arasindan se-
cilen fajlar SM soliisyonuna toplandiktan sonra iki-
ser ml tiiplere alindi. Tiipler oda 1s1s1, +4°C, -20°C
ve -80°C’de bekletildi. Bu preparatlardan gittikce
artan zaman aralilarinda (ilk hafta her giin, ilk ay
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her hafta ve daha sonra aylik ve yillik araliklarla)
ornekler alinarak faj aktivitesi ve sayis1 agar-over-
lay yontemi ile incelendi.

istatistiksel Analiz

Fajlarin etkinligi, 24 saat sonunda, faj uygulamasi
yapilmayan su, altlik ve yem 6rneklerindeki canli
S. Infantis sayisinin, fajlar ile muamele edilmis su,
altlik ve yem orneklerindeki canli S. Infantis sayi-
st ile karsilastirilarak degerlendirildi. Farkliliklarin
istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi belirle-
mek i¢in Ki-Kare analizi kullanildi, p <0.05 anlaml
kabul edildi (Field, 2009).

Bulgular

Bakteriyofaj izolasyonu Bulgular

Toplanan 50 adet digki-altlik 6rneginin 26 tanesinde
faj aktivitesi belirlenirken sadece 18 adet faj saf ola-
rak izole edildi. Toplanan 50 adet atik su drneginin
29 tanesinde faj aktivitesi belirlendi ve 20 adet faj
saf olarak izole edildi (Tablo 1).

Tablo 1. Kaynagina gore izole edilen toplam faj say1si.

Faj izolasyonu

Ornek Faj Aktivitesi Agar-Overlay

sayist  Spot test (%)

(%)
Altlik-Diski 50 26 (52) 18 (36)
Atik Su 50 29 (58) 20 (40)
Toplam 100 55 (55) 38 (38)

Rutin Test Diliisyonu Bulgular:

Toplam 38 fajdan 17 fajin RTD’u 10¥lin altinda
bulundu. Pasaj yapilarak konsantrasyonlar arttirila-
mayan bu 17 adet faj daha sonraki agamalarda kul-
lanilmadi. RTD degeri 10° ve iistiinde bulunan 21
fajin RTD degerleri Tablo 2°de verilmistir.

Fajlarin Litik Spektrumlar ve Litik Profilleri

RTD 1x10%1in tizerinde olan 21 fajin 17 farkl litik
profile sahip oldugu, litik spektrumlarina gore ise
SF-In22 fajinin en dar (%69.5), SF-In7 fajinin ise
en genis (%94.5) spektruma sahip oldugu belirlendi
(Tablo 2).

Tablo 2. 21 adet S. Infantis fajinin kaynak, RTD, litik
spektrumu ve litik profil verileri.

Litik Litik Etki Goriilen

Faj Kaynak RTD Profil Sus Sayis1 (%)
SF-Inl  Diski-althk 3x10% 8 177 (88.5)
SF-In3  Atik Su 2x10° 13 169 (84.5)
SF-In4  Diski-althk 3x10° 15 153 (76.5)
SF-In7  Digki-altik 2x10° 1 189 (94.5)
SF-In8  Digki-althk 4x10° 7 178 (89.0)
SF-In10 Digki-altik 3x10° 12 172 (86.0)
SF-In12 Atk Su 2x10° 10 175 (87.5)
SF-In16 Atk Su 2x107 14 167 (83.5)
SF-In18 Diski-althk 3x10° 5 182 (91.0)
SF-In20 Atk Su 2x10° 2 188 (94.0)
SF-In21  Atik Su 4x107 9 176 (88.0)
SF-In22 Atk Su 2x10° 17 139 (69.5)
SF-In24 Atik Su 3x10° 10 175 (87.5)
SF-In26 Atik Su 3x108 11 172 (86.0)
SF-In27 Atk Su 2x10° 16 149 (74.5)
SF-In28 Digki-altik 3x10% 12 172 (86.0)
SF-In31 Digki-althk 2x10° 6 179 (89.5)
SF-In33 Digki-altik 3x10° 7 178 (89.0)
SF- In35 Atik Su 3x10° 4 184 (92.0)
SF-In37 Atik Su 2x107 3 186 (93.0)
SF- In38 Atik Su 2x107 11 172 (86.0)

RAPD-PCR Analizi Bulgulari

Litik profilleri farkli fajlar i¢inden litik spektrum-
lar1 genis (>%90) oldugu belirlenen toplamda 5
adet S. Infantis faji (SF-In7, SF-In18, SF-In20, SF-
In35, SF-In37) RAPD-PCR ile molekiiler tiplen-
dirme amaciyla se¢ildi. RAPD-PCR sonucu en az
bir polimorfik bant goriilmesi ile fajlar farkli olarak
degerlendirildi. RAPD-PCR sonucunda SF-In35,
SF-In37 fajlarinin benzer paterne sahip oldugu, SF-
In7, SF-In18, SF-In20 fajlarimin ise birbirinden ve
SF-In35, SF-In37 fajlarindan farkli oldugu belirlen-
di. Bu sonuglara gore 5 adet S. Infantis faj1 arasin-
dan, homoloji diizeyleri birbirinden farkli olup en
yiiksek litik spektruma sahip olan SF-In7 (%94.5),
SF-In20 (%94.0) fajlari, faj-bakteri dinamikleri ve
deneysel ¢aligmalarda kullanilmak {izere secildi.
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Faj-Bakteri Dinamikleri Bulgular:

Faj enfeksiyonu i¢in gerekli minimal S. Infantis ve
minimal faj sayilar1 sirasiyla SF-In7 igin 8.2x10*
cfu/ml ve 5.8x10* pfu/ml; SF-In20 i¢in ise 7.4x10*
cfu/ml ve 6.6x10* pfu/ml olarak belirlendi. Bununla
birlikte, SF-In7 fajlarinin %96’smin, SF-In20 fajla-
rinin ise %95°nin 20 dk igerisinde konak hiicrelerine
adsorbe oldugu tespit edildi. Konak S. Infantis susu
i¢in SF-In7’nin latent siiresinin 57 dk, SF-In20’nin
latent siiresinin ise 65 dk oldugu belirlendi.

Faj Etkinliginin Saptanmasi Bulgulari

Test edilen her iki faj igin su, altlik ve yem materyal-
lerinde ilk saat canli bakteri sayisinda herhangi bir
degisim goriilmedi. Tiim materyallerde canli bak-
teri sayisindaki logaritmik azalma, 12 ve 24’lincii
saatler i¢in Tablo 3’de gosterildi. Her {i¢ materyal
icin de 24’iincii saatte belirlenen logaritmik azalma
anlamli bulundu (p<0.001).

Tablo 3. Test edilen fajlarin 12 ve 24’iincii saatlerde ne-
den olduklari canli bakteri sayisindaki logaritmik (log,)
azalma (cfu/ml).

Su materyali Althk materyali Yem materyali

Faj

12 saat 24 saat 12 saat 24 saat 12 saat 24 saat
Kontrol [P P P P P P
SF-In7 2 log,,

3log, 4log, 1log, 2log,, 3log,
SF-In20 3 log,,

*P, canlt hiicre sayisinda azalma goriilmedi.

Fajlarin Yasam Siiresinin Saptanmasi Bulgulari

Gilinliik olgtimlerin yapildig1 bir hafta icinde su,
altlik ve yem materyallerinde SF-In7 ve SF-In20
fajlari, titrelerindeki azalmaya ragmen infektivitele-
rini devam ettirdikleri tespit edildi. Test edilen tiim
materyallerde bir hafta igerisindeki faj titrelerinde-
ki logaritmik azalma ve yasam stireleri Tablo 4’de
gosterilmistir.

Tablo 4. Fajlarin titrelerindeki logaritmik (log,,) azalma
(pfu/ml ) ve yasam siireleri.

Su materyali ~ Althk materyali Yem materyali

Faj 1’nci

hafta

Yasam 1’nci
siiresi  hafta

Yasam 1’nci
siiresi hafta

Yasam
siiresi

SF-In7
2 log,, 4Hafta 3.5log, 3 Hafta 3.5log, 3 Hafta
SF-In20

Fajlarin  Saklama  Siiresinin

Bulgular

Saptanmasi

Olgiimler 2014-2018 yillar1 arasinda yapildi. Her
iki fajin da artan zaman araliklarinda yapilan 6l-
climlere gore, oda 1s1s1 (20-22°C), +4°C, -20°C ve
-80°C’deki titrelerinin degismeden kaldig: siireler
ve toplam yagam stireleri Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. Fajlarm farkl 1silardaki yasam siireleri ve titre-
lerinin degismeden kaldig: siire.

+4°C
T YS T YS T YS

Oda 1s151 -20°C -80°C

T YS

Faj

SF-In7
2 hafta 6 hafta 2 ay 9ay 10 ay >4 yil 12 ay >4 yil
SF-In20

*T, faj titrelerinin degismeden kaldig1 siire; Y'S, yasam siiresi.

Tartisma ve Sonug¢

Salmonella fajlarinin izolasyonunda, diski-altlik
materyalleri ve kanalizasyon suyu en sik kullanilan
materyallerdir (Akhtar ve ark. 2014; Huang ve ark.
2018). Bu sebeple bu ¢aligsmada, diski-altlik ve atik
su ornekleri faj izolasyon materyali olarak belirlen-
di. Cesitli ¢aligmalarda, kullanilan materyallerden
Salmonella faj izolasyon oranlar1 incelediginde
farkli veriler mevcuttur. Bardina ve ark. (2012)’nin
S. Typhimurium’u konak hiicre olarak kullandikla-
1 ¢alismada toplam 189 diski 6rneginden 55 adet
Salmonella faj1 (%29,1), Borrie ve ark. (2008), S.
Enteritidis’i konak hiicre olarak kullandiklar1 ¢alig-
malarinda ise 57 adet atik su materyalinden toplam
8 litik Salmonella (%14,03) faji izole edilmistir.
Salmonella Infantis’in konak hiicre olarak kulla-
nildig1 bu ¢alismada ise incelenen 50 atik su ve 50
altlik-digk1 materyalinden toplam 38 adet S. Infantis
(%38) faj1 saf olarak izole edildi. izolasyon oranlari
karsilastirildiginda bu oran Bardina ve ark. (2012)
ve Borrie ve ark. (2008)’nin ¢alismalarindan farkl
olarak daha yiksektir. Bu farkliligin, ¢aligmalarda
kullanilan konak hiicre serotipinden kaynaklandigi,
S. Infantis’in bu ¢alismada konak olarak secilmesi-
nin, faj izolasyon sansini ve oranini artirdigr diisi-
niild.

Bir¢ok caligmada izolasyonu yapilan fajlarin
litik spektrumlar1 belirlenmis ve kullanilacak fajlar
en genis spektruma sahip olmasina gore segilmistir
(Atterbury ve ark. 2007; Bao ve ark. 2011; Huang
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ve ark. 2018). Bu ¢alismada, RTD 1x10*{in iize-
rinde olan 21 S. Infantis fajinin her birinin 200 adet
S. Infantis, susundaki litik spektrumlar1 belirlene-
rek en genis spektruma sahip (>%90) fajlar secildi.
Bununla birlikte, se¢cim yapilirken fajlarin birbirin-
den farkli olmasini saglamak igin litik profiller de
cikarilmig ve litik profilleri birbirinden farkli fajlar
secilmistir. Atterbury ve ark. (2007) da benzer ola-
rak faj secimi yaparken litik spektrumlara ek olarak
litik profillere de bakmislardir. Ayni ¢calismada top-
lam 232 Salmonella faji izole edilmis ve farkli sero-
tiplerden olusan 70 Salmonella susunda litik spekt-
rum verileri degerlendirilerek 232 fajdan 80 farkli
(%34,4) litik profil bulunmustur. Cortes ve ark.
(2015), 55 adet Salmonella fajinin farkl serotipler-
den olusan 67 Salmonella susunda litik spektrum-
larin1 belirleyerek 39 (9%70) farkli lizis profili elde
etmistir. Bu ¢alismada ise litik spektrumuna bakilan
21 fajdan 17 farkl (%80) litik profil tespit edildi.
Bu oran Atterbury ve ark. (2007) ile Cortes ve ark.
(2015)’nin bulduklar1 orandan fazladir. Calismada
tek bir Salmonella serotipine (S. Infantis) ait fajla-
rin ¢alisilmasi ve fazla sayida (200 adet) S. Infantis
susu lizerinde litik spektrum ve profil belirlenmesi
faj ¢esitliligini arttirmistr.

Molekiiler yontemlerden RAPD-PCR teknigi
fajlarin genotipik olarak tiplendirilmesinde ucuz,
kolay ve hizli bir yontem olmasi sebebiyle kulla-
nilmaktadir (Gutierrez ve ark. 2011; Cortes ve ark.
2015). Bu sebeple, bu ¢alismada da RAPD-PCR
yontemi, litik profilleri farkli fajlar icinden litik
spektrumlar1 genis (>%90) oldugu belirlenen top-
lamda 5 adet S. Infantis fajinin (SF-In7, SF-Inl8§,
SF-In20, SF-In35, SF-In37) genotipik olarak tip-
lendirmesi amaciyla kullanildi. RAPD-PCR yonte-
minde farkli primerler kullanilmis ve bu primerlerin
ayirim giicleri karsilastirilmistir (Gutierrez ve ark.
2011; Cortes ve ark. 2015). Cortes ve ark. (2015)
RAPD-PCR’da kullanilan 3 farkli primerden (P1,
P2 ve OPLS), P1 primerinin 34 farkli PCR pater-
ni ile en yliksek ayrim kapasitesine sahip oldugunu
bildirmislerdir. Bu sebeple bu calismada, yiiksek
ayirim kapasitesine sahip olmasindan dolay1r Pl
primeri kullanildi. Cortes ve ark. (2015), 55 adet
Salmonella fajinin RAPD-PCR’1 sonucu 40 farkli
profil elde etmisler ve ¢ikardiklart litik profiller-
le kiyasladiklarinda RAPD-PCR profilleri ile litik
profillerin birbiri ile uyumlu oldugunu bildirmisler-

dir. Ancak bu g¢aligmada incelenen, litik profilleri
farkli 5 S. Infantis fajindan 4 farkli RAPD profili
elde edildi ve iki fajin (SF-In35, SF-In37) tama-
men benzer band sayisina sahip oldugu belirlendi.
Fiorentin ve ark. (2004) litik profil ve RAPD band
profili uyumsuzlugunun farkli primerler denenerek
ortadan kalkabilecegini bildirdiginden, bu durumun
farkli primerler kullanildiginda ortadan kaldirilabi-
lecegi diisiiniildii.

Faj-bakteri dinamikleri denildiginde, faj en-
feksiyonu i¢in gerekli minimum bakteri ve faj sa-
yilar1, fajin konagma adsorbe olma orani, latent
donem siireleri gibi parametrelerin arastirilmasi
gereklidir (Soykut ve Tunail 2009). Literatiirde S.
Infantis fajlarmin faj parametreleri ile ilgili ¢alis-
malara rastlanamamustir, fakat farkli serotiplere ait
Salmonella fajlar1 ve farkli bakteri fajlar iizerinde
caligmalar (Wiggins ve Alexander 1985) mevcuttur.
Bu ¢alismada, secilen SF-In7 ve SF-In20 fajlar1 ve
S. Infantis susu ile yapilan ¢aligmalar sonucunda faj
enfeksiyonu i¢in gerekli minimal S. Infantis sayila-
r1 7,4x10% 8,2x10* cfu/ml ve minimal faj sayilart
5,8%10%-6,6x10° pfu/ml olarak belirlendi.

Salmonella serotiplerine ait fajlarin adsorbsi-
yon Ozelliklerini arastiran yeterince ¢alisma bulun-
mamaktadir. Rahaman ve ark. (2014) kiimes hay-
vanlarindan izole edilen SAL-PG fajimin %95 inin,
15 dk i¢inde konak bakterisi S. Gallinarum’a adsorbe
olabildigini belirtmiglerdir. Bu ¢alismada ise, segi-
len SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin ortalama %95’inin
20 dk i¢inde konak hiicreye adsorbe oldugu belir-
lendi. Bu sonucun, Rahaman ve ark. (2014)’nin be-
lirledigi oranla birebir uyumlu oldugu fakat farkl
olarak adsorbsiyon siiresinin 20 dk olmasinin, 6l-
¢limlerin 10 dk’da bir yapilmasindan kaynaklandig:
kanisina varildi. Calismada segilen iki fajin yiiksek
adsorbsiyon oranina sahip olmasi biyokontrol ajani
olarak kullanilabilecegini diisiindiirdii. Yapilan ¢a-
lismalar incelendiginde Salmonella fajlar1 da dahil
olmak tizere farkli bakteri fajlar1 igin farkli latent
periyot siireleri mevcuttur (Wiggins ve Alexander
1985; Mirzaei ve Nilsson 2015). Mahmoud ve ark.
(2018), 3 adet Salmonella fajnin latent periyotlari-
n1 35 dk, 40 dk ve 60 dk olarak belirtilmistir. Bu
calismada ise segilen SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin,
konak §. Infantis susu i¢in latent siirelerinin sirasty-
la 57 dk ve 65 dk oldugu belirlendi. Bu ¢alisma-
da test edilen fajlarin latent periyot siireleri diger
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(Wiggins ve Alexander 1985; Mirzaei ve Nilsson
2015) karsilagtirildiginda daha uzundur. Ancak bu
calisma sonuglarimin Sa/monella fajlar ile yapilan
Mahmoud ve ark (2018)’nin ¢alismasindaki latent
periyod siireleri ile benzerlik gostermesi Salmonella
fajlarinin daha uzun latent periyod siirelerine sahip
olabilecegini diisiindiirdii.

Literatiirde Salmonella fajlan ile, Salmonella
kolonizasyonunun tavuklarda azaltilmasi (Atterbury
ve ark. 2007; Borie ve ark. 2008; Bardina ve ark.
2012) lizerine ve insanlara Salmonella gegisini azal-
mak amaciyla gida maddelerinde Sa/monella kon-
taminasyonunun Onlenmesi ve azaltilmasi {izerine
bir¢ok c¢alisma mevcuttur (Spricigo ve ark. 2013;
Thung ve ark. 2017; Duc ve ark. 2018). Ancak
bulagma kaynagi olan su, altlik ve yem materyal-
lerinde in-vitro olarak S. Infantis fajlarin etkinli-
ginin arastirildigi ¢aligmalar bulunmamaktadir. Bu
calismada ise parametreleri belirlenen genis konak
araligi olan SF-In7 ve SF-In20 fajlariin, deneysel
olarak S. Infantis inokiile edilen su, altlik ve yem
numunelerinde  Salmonella  kontaminasyonunu
azaltmadaki etkinlikleri literatiirde ilk kez arasti-
rildi. Bu c¢alismada segilen iki fajin, 24 saatte, su
materyalinde canli bakteri sayisin1 yaklagik olarak
4 log,, cfu/ml (p<0,001), altlik materyalinde yak-
lagik olarak 2-3 log , cfu/ml (p<0,001), yem mater-
yalinde ise yaklasik olarak 3 log  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’{incii saatin sonunda belirlenmistir.
Faj etkinlik bulgular1 materyal agisindan deger-
lendirildiginde ayni kosullarda olmalarina ragmen
(sabit bakteri sayisi, faj sayisi, sicaklik, vb.) canli
S. Infantis sayisindaki en fazla azalmanm [4 log
cfu/ml (p<0,001)] su materyalinde gergeklestigi go-
rildi. Bunun sebebinin, su materyalinin bakteriyo-
fajlarin en ¢ok izole edildigi dogal ortami olmasi,
diger materyallere kiyasla suda inhibe edici birgok
faktoriin bulunmamasi ve fajlarin sivi ortamlarda
konak hiicre reseptorleri ile bulusmasinin daha ko-
lay olacagindan, bakterileri infekte etme sanslariin
fazla olmasi ile agiklanabilecegi diigtiniilddi.

Literatiirdeki bir¢ok ¢alisma (Atterbury ve ark.
2007; Borie ve ark. 2008; Bardina ve ark. 2012;
Duc ve ark. 2018; Huang ve ark., 2018) incelendi-
ginde fajlarla yapilan caligmalarda alinan en temel

sonug, serotip spesifik faj kullanilsa dahi 24 saat
sonra ortamdaki Salmonella’larin tamamen gide-
rilememesidir. Bu ¢alismada da benzer olarak tiim
materyallerde 24 {incii saatin sonunda, canl1 bakteri
sayisinda yaklagik 2-4 log,, cfu/ml (p<0,001) azal-
ma belirlenmesine ragmen S. Infantis’lerin tama-
men giderilemedigi belirlendi. Bunun en 6nemli ne-
deninin, faj-bakteri temasinin ilerleyen saatlerinde
faj direncinin gelismesi olabilecegi kanisina varildi.
Faj direnci 6nemli bir sorun teskil etse de fajlarin
tiim materyallerde bakterilerin sayisint 6nemli dii-
zeyde azaltmasi, bakteri dekontaminasyonu igin S.
Infantis fajlarmin kullanim potansiyelinin oldugu
kanisina varildi.

Fajlarin in-vitro yasam siiresini belirlemek i¢in
cesitli calismalar yapilmistir, fakat bu ¢alismalarin
biiyiik cogunlugu balik patojenlerinin fajlar iizeri-
nedir. Bu ¢aligmalarda (Nakai ve ark. 1999; Pereira
ve ark. 2011; Madsen ve ark. 2013) farkli bakterile-
re ait fajlara iliskin farkli yasam stireleri mevcuttur.
Bu agidan bakildiginda fajlarin yasam stirelerinin
konak bakteriye, kullanilan faja ve i¢inde bulun-
dugu materyale gore degisiklik gosterdigi soyle-
nebilir. Bu ¢alismada, secilen iki fajin konak hiicre
bulundurmayan su, yem ve altlik materyallerinde
yasam siiresi tespit edildi. Literatiir taramalarinda
S. Infantis i¢in su, altlik ve yem materyallerinde
yapilan faj yasam siiresi ¢aligmalarina rastlanama-
mistir. Bu sebeple bu calisma bir ilk olma 6zelligi
tagimaktadir. Bu ¢alismada, fajlarin tiim materyal-
lerde titrelerindeki azalmaya ragmen bir hafta siire
canli kaldig1 tespit edildi. Bu bir hafta icerisinde
titre bazinda baslangica oranla su materyalinde 2
log,, altlik ve yem materyalinde ise 3,5 log,  azalma
belirlendi. Yagsam siireleri degerlendirildiginde ise
fajlar su materyalinde 4 hafta, altlik ve yem mater-
yallerinde ise 3 hafta canliligim korudu. Faj yasam
stiresi bulgular1 materyal agisindan degerlendirildi-
ginde aym kosullarda olmalarma ragmen en uzun
faj yasam siiresi su materyalinde gerceklestigi go-
rlildi. Bu durumun diger materyallerle (altlik, yem)
kiyaslandiginda su materyalinde kurumanin olma-
masindan, diger materyallerde ise kuruma meydana
geldigi i¢in ylizey geriliminin artmasi ve buna bagh
olarak faj titrelerinde diisiis meydana gelmesinden
kaynaklandig1 diisiiniildii. Sonug olarak ¢aligmada
secilen iki fajin konak hiicre bulundurmayan tiim
materyallerde uzun yagam stiresine sahip olmasi de-
kontaminasyonda kullanilabilecegini diisiindiirdii.
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Bu c¢alismada secilen iki fajin oda 1sis1, 4°C,
-20°C ve -80°C’de saklanma ve kullanilabilirlik
stiresi literatlirde ilk defa aragtirildi. Fajlarin sak-
lama stirelerine iliskin ¢esitli ¢alismalar (Warren
ve Hatch, 1969; Zierdt, 1988; Ngangbam ve Devi,
2012; Madsen ve ark., 2013; Bourdin ve ark., 2014)
yapilmistir. Fakat calismalarda fajlarin oda 1sisinda
saklama stiresi ile ilgili verilere rastlanamamustir.
Bu calismada secilen fajlarin, oda 1sinda (20-22°C)
6 hafta siireyle canliligini korudugu fakat titreleri-
nin logaritmik olarak diizenli bir sekilde azaldig:
tespit edildi. Kosullar diistintildiiglinde bu siirenin
faj calismalarinda fajlar1 transfer etmek ve sakla-
mak i¢in uygun bir siire oldugu diistiniildii. Warren
ve Hatch (1969)’in T3 kolifajinin saklama siiresini
ve stabilitesini inceledikleri ¢alismalarinda, T3 koli-
fajinin -20°C’de dondurularak tutuldugunda nispe-
ten stabil olmasina ragmen, 4°C’de 72 giin boyunca
saklandiginda, titresinde 2 log, , kayip oldugunu bil-
dirmislerdir. Bu ¢alismada 4°C’de, ilk 2 ay fajlarin
titrelerinde herhangi bir degisim goriilmedi bununla
beraber fajlar, titreleri logaritmik olarak azalarak 9
ay siire ile canliliklarini korudu. -20°C’de, ilk 10 ay
fajlarin titrelerinde herhangi bir degisim goriilmedi
ve toplamda 4 y1l sonunda 8 log, , azalarak hala ya-
samaya devam etti. Bu bulgular Warren ve Hatch
(1969) calismalarina benzer olarak fajlarin dondu-
ruldugunda daha stabil oldugu ve daha uzun siire
yasadiginmi gosterdi. Ayrica literatiir taramalarinda
rastlanan Salmonella fajlar1 lizerine 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 kal-
dig1 belirlenmistir. Bu bulgular, bu ¢alismadaki bul-
gularla birebir uyum gostermektedir. Bu ¢calismada,
secilen fajlar -80°C’de saklandiklarinda ise ilk yil
fajlarin titrelerinde herhangi bir degisim goriilme-
di ve toplamda 4 yil sonunda 6 log,, azaldig fakat
hala yasamaya devam ettigi belirlendi. Ackermann
ve ark. (2004), Brucella, Vibrio ve Aeromonas faj-
larinin -80°C’de s1vi nitrojenle tutuldugunda 5 yila
kadar yasayabilecegini ve 5 yilda bir ¢ogaltilmasi
gerektigini bildirmislerdir. Bu agidan bakildiginda
bu calismada -80°C’de fajlarin dordiincii y1l sonun-
daki Olgtimlerde hala yasamaya devam etmesi bu
fajlarin Ackermann ve ark. (2004)’nin ¢aligmalarin-
da bildirdikleri verilere benzer olarak 5 yila kadar
yasayabilecegini diislindiirdii. Sonug olarak calig-
mada kullanilan bu iki fajin saklama siirelerinin,

dekontaminasyon ve biyokontrol ajani olarak kulla-
nimlarinda transfer ve saklanma i¢in yeterli oldugu
kanisina varildi.
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