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Icindekiler

. Proje Ozeti (Proje Tanimu)

Gida gilivenliginin saglanmast i¢in gidalarda patojen bakterilere karst bakteriyofajlar
kullanilmaktadir. Listeria monocytogenes ise gida kaynakli bir patojen olup yiiksek tuzluluk, asitlik
ve sogutma sicakliklar1 gibi muhafaza kosullarinda yasama ve ¢ogalma 6zelligine sahip oldugundan
gida endiistrisinde ciddi bir endise kaynagidir.

Proje, Listeria monocytogenes’in suslarini enfekte eden yerel bakteriyofajlari saptayip izole etmek,
bakteriyofajlarin  Listeria monocytogenes’e karst konak Ozgilliigii ile litik aktivitesini
degerlendirmek ve izole edilen bakteriyofajlari genetik olarak karakterize etmektir. Listeria
monocytogenes suslarina karsilik segecegimiz bakteriyofajlar litik aktivite gosterenleri olacaktir.
Yerel olarak izole edilen bakteriyofajlarin genetik olarak giiclii hale getirilmesi ile siitte listeria
monocytogenes etkinliginin azaltilmasi saglanacaktir.

Amacimiz:
e Listeria monocytogenes suslarini enfekte eden bakteriyofajlari izole etmek ve saptamak
e Bakteriyofajlarin konak 6zgiilliigiinti saptamak
e Bakteriyofajlarmn litik aktivitelerini arastirmak
e Bakteriyofajlar1 molekiiler diizeyde tanimlamak
e Listeria monocytogenes suslarmi enfekte edecek bakteriyofajlari tiretmektir.

Problem/Sorun:

Gida zincirine zararli mikroorganizmalarin girisinin engellenmesi ve salgmlarin 6nlenmesi i¢in
islem ve hasat Oncesinde zararli bakterilerin elimine edilmesi 6nemli bir rol oynar. Her yil
milyonlarca insanin zararli bakteri (patojen) bulasmis gidalar1 tiiketmesi nedeniyle hastalanmadan
Oliime kadar giden vakalar meydana gelmektedir. Hasat, kesim, sagim, isleme, paketleme, depolama
gibi asamalarda gidalara bulasan Salmonella, Escherichia coli, Listeria monocytogenes gibi zararli
bakterilerin neden olduklar1 gida kaynakli enfeksiyonlar, halk sagligi acisindan biiyiilk 6nem
tasimaktadir.

Listeria monocytogenes ¢ubuk seklinde gram pozitif, katalaz pozitif, oksidaz negatif ve fakiiltatif
anaerobik bakterilerdir. Cevrede dogal olarak bulunmakta olup toprak, su, kanalizasyon, silaj, bitki
ve hayvanlar gibi yerlerde bulunur. Bu organizma 1 ile 45 °C arasinda degisen sicakliklarda biiytir,
ayrica %10'a kadar tuz konsantrasyonlarini ve 3,6-9,5 pH" tolere eder. Listeria monocytogenes,
listeriosis adli bir hastaliga neden olan firsat¢i insan i¢in zararli bakteridir. Listeriozis hem
hayvanlarda hem de insanlarda goriilmektedir. insan da bagirsak epitelini, kan-beyin bariyerini ve
hamilelerde plasentay1 gecebilme 6zelligindedir. Menejit, hamilelerde diistik, dldiiriicti septisemi,
endokarditis en sik goriilen saglik sorunlarindandir.

Insan ve hayvan tiirleri i¢in patojen mikroorganizmalar arasinda son dénemlerde iizerinde en ¢ok
arastrma yapilanlardan bir tanesi de Listeria monocytogenes’dir. Listeria tiirleri ¢evreye genis
Olclide yayilabilen, buzdolab:r sicakliginda gelisebilen, sogutma, dondurma, 1sitma ve kurutma
islemleri gibi olumsuz kosullar altinda bile canliligini koruyabilen halk saglig1 agisindan 6nemli bir



zararl bakteridir. Bu bakteriler gidalara dogrudan kontamine olabildigi gibi, enfekte materyal veya
kisiler tarafindan gidalarin islenmesi, muhafazasi, paketlenmesi, satis1 ve tiilketimine kadar gecen
stre icinde sekonder(ikincil) olarak da kontamine olabilmektedir.

Gidalarda L. monocytogenes’in belirlenmesinde sifir tolerans politikasi gegerli olup sayim yerine
dogrudan 25 g Ornekte var/yok testi uygulanmaktadir. Bu dogrultuda Avrupa Gida Giivenligi
Kurumu tarafindan ele alinan L. monocytogenes kriterleri esas olarak tiiketime hazir gidalari
kapsamaktadir ve ilgili kosullar1 asagidaki gibidir;

1. Bebekler ve 6zel tibbi amaclara yonelik tiiketime hazir gidalarin 25 g’inda L. Monocytogenes
bulunmamalidir.

2. Piyasadaki diger tiiketime hazir gidalarin raf 6mrii siiresince 100 kob/g diizeyinden daha fazla
L. monocytogenes bulunmamalidir.

3. Uretim alaninda birakildiginda bakteri gelismesine uygun iiriinlerin 25 g’1 L. monocytogenes
icermemelidir.

Yapilan lieratiir arastirmalarmda siit isleme alanlarindan alman 6rneklerin %12.6’sinda Listeria
tiirlerini izole etmisler ve bunlarin yaris1 L. monocytogenes olarak tanimlamiglardir. Cig siit, 6nemli
bir L. monocytogenes kaynagi olarak bilinmektedir ve bu dogrultuda ABD’de yapilan ¢aligmalarda
incelenen 100 kadar ¢ig siit 6rneginin %12’sinden Listeria monocytogenes izole etmislerdir.

Listeriozise neden olan vakalar her zaman gérilmekle birlikte, 1980 yillarindan baslayarak 6zellikle
Kuzey Amerika ve Avrupa ulkelerinde L. monocytogenes ile kontamine olmus siit, yumusak peynir,
lahana salatasi, az pismis tavuk, sosis, ¢ig et Uriinleri, balik ve kabuklu deniz iirtinleri gibi gidalarin
toplu tiiketimleri sonucu biiyiik epidemiler ortaya ¢ikmis ve % 30'lara varan 6liimler goriilmiistiir.

Tirkiye' de epidemiler seklinde bilinen insan listeriozlar1 goriilmemistir. Buna karsilik yapilan
arastirmalar ¢ig siit ve tiiketime hazir gidalarda L. monocytogenes'in bulundugunu ortaya ¢ikarmistir.
Anadolu'nun degisik yorelerindeki ¢ig siitlerin % 18.2'inde L. monocytogenes varligi belirlenmistir.

COzum

Dogada en fazla bulunan biyolojik topluluklardan birini temsil eden bakteriyofajlar, kendilerine
0zgll hedef bakteriyi Oldiirebilen bakteri viriisleri olarak tanimlanmaktadir. Bakterileri enfekte
etmelerine ragmen insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde zararli etkileri bulunmamaktadir.
Bakteriyofajlar basit genetik ve morfolojik yapilar ile molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda kolayca
manipiile edilebilir olduklarindan rekombinant DNA teknolojisi, biyoteknoloji ile enfeksiyon
hastaliklarinda tedavide amacgl kullanilmaktadir. Fajlar ¢oklu antibiyotik direncine sahip bakterilere
kars1 antibiyotikler yerine alternatif tedavi ajani1 (faj terapi) olarak kullanilmalar1 yaninda tarim ve
petrol endiistrisinde de biyokontrol ajan1 olarak kullanilmaktadir. Ayrica, fajlar patojen bakterilerin
tiplendirilmesinde (faj tiplendirme), DNA ve protein asilar1 i¢in tagtyict vektor olarak ve bircok
protein ve antikorun tiretiminde (phage display = faj sunumu) kullanilmaktadir. Bu nedenle yeni
fajlarin izolasyonu ve karkterizasyonu biiyiik 6nem arz etmektedir.

Giiniimiizde antibiyotikler bakteriyel enfeksiyonlarm tedavisinde yaygimn tedavi segeneklerindendir
ve enfeksiyon etkeni firsat¢i patojenlere karsi hala potansiyel tedavi yontemi oldugu, bilingsiz ve



siklikla kullanim sonucu Onlenemez bir hizla antibiyotik direncinin arttigi hakkinda raporlar
yaymlanmaktadir. Gelisen antibiyotik direncliligi, Ozellikle de ¢oklu direnglilik, yeni
antibiyotiklerin devreye girmesini zorunlu hale getirmistir. Ancak antibiyotik arastirmalar1 ve kesif
hiz1 son yillarda ¢ok yavaglamig olup, giiniimiizde arastirma asamasinda birka¢ yeni antibiyotik
bulunmaktadir. Bu durum Diinya Saglik Teskilati (WHO; World Health Organization) tarafindan da
dile getirildigi gibi, antibiyotikler disinda yeni tedavi stratejileri gelistirmeyi ve kullanmay1 zorunlu
hale getirmistir. Bu soruna karsi, bakteri tiirlerine 6zgii olan ve bakterileri yok eden bakteriyofajlar,
onemli bir cevap olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bakteriyofaj terapisi, en basit ifadeyle infeksiyondan
sorumlu bakteriye karsi tedavi amacli fajin uygulanmasidir. Antibiyotiklerle karsilastirildiginda
fajlar, oldukca spesifik konak 6zelligine sahip olmalar1 sebebiyle, hedef olmayan bakterilere ve
viicut dokularma karsi ¢ok az etkinlik gosterirler. Ek olarak, faj preparatlarinin Uretim maliyetleri
oldukea diisiiktiir ve antibiyotik hedeflerinden bagimsiz olarak hizli bakterisid etki gosterirler.

Fajlar, litik ve lizojenik siklus olmak tizere iki tiir yasam dongiisiine sahiptir. Litik (viriilent) fajlar;
sayilarinin gittikge artmasi (otodozajlama), normal florada minimal bozulma, disiik toksisite,
antibiyotiklerle capraz diren¢ olusturmama, hizli iyilesme saglama gibi bir dizi dogal 6zellikleri
nedeni ile potansiyel antibakteriyeldirler. bakteriyofajin biyokontrol ya da tedavi amacglh
kullanilabilmesi i¢in “litik faj” karakteri gostermesi gereklidir. Bakteriyofajlar, dogal mikrofloraya
zarar vermeden ve fermente drlnlerdeki kilttrleri etkilemeksizin direkt olarak tire 6zgu olarak
uygulanabilmektedir.

Bakteriyofajlar gida tiretiminde bakteri iiretiminin kisitlanmasini saglamakta bu nedenle fajlar
bakterilerin biyokontroliinde kullanilmaktadirlar. Gidalarda zararli bakterilerin yok edilmesinde
fajlar genel olarak “ciftlikten sofraya” kadar tiim gida zinciri asamalarinda uygulanabilmektedir.
Bakteriyofajlarin kullanimlarina baktigimizda canli hayvanda kolonizasyon ve hastaligin dnlenmesi,
karkas, taze meyve ve sebze gibi ham {iriinlerin dekontaminasyonu(arindirilma), ekipman ve temas
yiizeylerinin dezenfeksiyonu, kolay bozulabilir tiriinlerde dogal koruyucu olarak kullanim ile raf
Omriiniin uzatilmasidir.

Giivenli gida iirlinleri saglamak ve yasal gerekliliklere uygunluk gida iireticileri i¢in hala biiytik bir
zorluk oldugundan, gida iirlinlerinden Listeria suslarinin ortadan kaldirilmasi i¢in yeni yontemler
gerekmektedir. Bunun i¢in Listeria suslarini hedefleyerek ortadan kaldiracak yeni kontrol ajanlari
olarak bakteriyofajlar1 kullanmak gerekmektedir.

Ydntem

Listeria monocytogenes suslar1 Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Bakteriyoloji ve
Enfeksiyon Hastaliklar1 Boliim’tinden temin edilecektir. Temin edilen Listeria monocytogenes
suslar1 Listeria Enrichment Broth besi yerine ekilerek 24 saat siire ile 37 derecede inkiibe edilecektir.

Nigde ve cevre illerde bulunan 3 farkli siit isletmesinden 50 adet atik su 6rnegi alinacaktir. Toplam
150 adet 6rnek kullanilacaktir.

Bakteriyofaj izolasyonu: Almacak ornekler oncelikle 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip
partikuller uzaklastirilarak, stipernatant kismi 0.22 um(mikrometre) membran filtrasyonundan
gecirilecektir. Elde edilecek filtrat bakteriyofaj saflastirilmasinda kullanilacaktir.



Elde edilen filtratlarda faj varligi saptamak i¢in zenginlestirme yapilacaktir. Filtratlar, Listeria
monocytogenes suslar1 ile LB(Lurian Bertani) besiyeri icerisinde inkiibe edilecek ve bakterilerin
liziz olmasi beklenecektir. Daha sonra kiiltiirler 7000 rpm’de 20 dakika santriifiij edilip
stpernatantlar 4°C’de muhafaza edilecektir. Faj varligi spot test ve ¢ift tabaka varhigi ile
belirlenecektir.

e Spot Test ve Cift Tabaka Agar Yontemi:

Bakteriyofaj varliginin tespitinde yararlanilan spot yonteminde, aktif olarak gelistirilen test bakteri
kaltirlerinden 300 pl alinarak 45-50°C’deki LB yumusak agara (%0,7 agar) ilave edilip
karistirildiktan sonra bu karisim, katilasmis LB iceren petriler iizerine yayilacaktir. Yumusak agar
katilastiktan sonra (30 dakika sonra) zenginlestirme yapilmis su 6rneginden 20 ul nokta seklinde
konulacak ve kurumasi i¢in yaklasik 30 dakika bekletildikten sonra petriler ters ¢evrilerek 37°C’de
24 saat inkiibasyona birakilacaktir. Inkiibasyon islemini takiben berrak zon olusup olusmadigi
belirlenecektir.

Faj varlig1 tespit edilen 6rneklerin faj titrelerinin belirlenmesinde de ¢ift tabaka agar plak metodu
kullanilacaktir. Bunun ic¢in faj siispansiyon Orneklerinden seri diliisyon hazirlanacaktir.
Diliisyonlardan alinacak 100 pl’lik faj 6rnegi ile 100 pl konaker hiicre 6rnegi 45-50°C°deki LB
yumusak agara ilave edilip karistirildiktan sonra, katilasmis LB agar igeren petriler lizerine
yayilacaktir. 37°C’de 24-48 saat inkiibasyon isleminden sonra plak sayimi yapilacak ve faj titresi
plak olusturma birimi (pob/mL) seklinde ifade edilecektir.

Bakteriyofaj saflastirllmasi: Faj varligi saptanan faj siispansiyonlarmi saflastrmak i¢in tek plak
izolasyon yontemi kullanilacaktir. Besiyerine tek diisen plaklardan herhangi biri, steril cam Pastor
pipet ile alinip LB besiyeri igerisine konulacak ve 2 saat ¢alkalamali inkiibatorde 37°C’de inkiibe
edilecektir. Inkiibasyonu takiben bu ¢dzelti, kloroform ekstraksiyonu (50 pl/ml) ve santrifiij islemine
(4°C ve 8000 x rpm’de 20 dakika) tabi tutulacaktir. Elde edilen supernatant, steril bir tiipe
aktarilacak ve ardindan seri diliisyonlar hazirlanip ¢ift tabaka agar yontemi ile ekim yapilacaktir.
Konakg1 hiicreyi yeniden enfekte etme ve plak saflastirma islemi en az ii¢ kez tekrar edilecektir.

e Konak Hiicreye Kars1 Bakteriyofajlarin Litik Aktivitelerinin Belirlenmesi:

Listeria monocytogenes suslari’nin faj varliginda gelisiminin belirlenmesi amaciyla bir gece 6nce
gelistirilen konaket hiicre, %0,1 oraninda 10 mM CaCl2 iceren taze LB besiyerine (600 mL) inokiile
edilip 4, 25 ve 37°C’de galkalamali (120 rpm) inkiibatorde inkiibe edilecektir. Inkiibasyon igleminin
3’lincii saatinde kiiltiir, esit kisimlara (100’er mL) steril kosullarda béliinerek, 108 -109 pob/mL
diizeyinde enfeksiyon etmeni fajlar ile tek tek ve kombine olarak inokiile edildikten sonra ayni
inkiibasyon kosullarinda inkiibe edilecektir. inkiibasyon islemi siiresince (8 saat) belirli araliklarla
ornek alinarak spektrofotometrede 600 nm’de okuma yapilacaktir. Pozitif kontrol 6rnegi olarak
sadece Listeria monocytogenes suslarini igeren LB besiyerleri, negatif kontrol 6rnegi olarak da LB
besiyeri kullanilacaktir.

e Bakteriyofajin Dinamiklerinin Degerlendirilmesi:

Fajlarin etki ettigi konakci arahgimin belirlenmesi: Izole edilen fajlarin etki ettigi konake1



spektrumunu belirlemek igin izolasyon asamasinda kullanilan Listeria monocytogenes suslari
kullanilacaktir. Konak hiicre araliginin belirlenmesi i¢in aktif gelisen bakteri kiiltiirlerinden
(OD600=0,3) 0,3 mL alinip 45-50°C’deki LB yumusak agar icerisine ilave edilerek karistirildiktan
sonra daha 6nce LB agar (%1,5) konulmus petrilere dokiilecektir. Yumusak agar katilagtiktan sonra
(yaklasik 30 dakika) iizerine faj 6rneklerinden 10 pL nokta halinde konulacaktir. inkiibasyon
isleminden (37°C’de 24 saat) sonra petrilerde berrak zon olusup olusmadigi incelenecektir. Bu
asamada sadece izole edilip saflagtirilan bakteriyofaj drnekleri, Listeria monocytogenes suslarina
kars1 test edilmis olunacaktir. Konak hiicre araliginin belirlenmesi sonucunda inhibitor spektrumu
genis ve litik aktivitesi kuvvetli olan faj/lar secilecek ve calismanin bundan sonraki asamalarinda bu
faj /lar kullanilacaktir.

Infeksiyon ¢oklugu degerinin belirlenmesi: Infeksiyon coklugu degerinin (MOI) belirlenmesi igin
aktif gelisen konakg1 hiicre yaklasik 108 kob/mL seviyesinde steril ependorf tiiplere konulacak ve
bu tiiplere bakteriyofaj stok soliisyonundan hazirlanan diliisyonlar ilave edilerek karistirilacaktir.
Adsorpsiyon i¢in 15 dakika bekletildikten sonra santrifiij (5000 % rpm’de 10 dakika) edilecek ve
serbest bakteriyofaj i¢eren siipernatantlar uzaklastirilacaktir. Tliplerde kalan pelet, LB besiyeri ile
stispanse edilerek 37°C’de 4 saat inkiibasyon islemine tabi tutulacaktir. Bu siirenin sonunda
bakteriyofaj titresi, ¢ift tabaka agar plak yontemi ile belirlenecektir. Faj 6rneklerinin MOI degeri
asagida verilen esitlik kullanilarak hesaplanacaktir.

(Baslangig faj titresi-Adsorbsiyon sonrasi faj titresi)

MOI Degeri =
Bakteri Sayisi

Bakteriyofajlarin Tek Asamah Gelisim Kurvelerinin Belirlenmesi (Faj Patlama Biiyiikliigii):
Bakteriyofajlarin tek asamali gelisim kurvelerinin belirlenmesi i¢in aktif olarak LB besiyerinde
gelistirilmis (OD600=0,4-0,5) bakteri konakg1 hiicrelerinden 50 mL alinip santrifiij (6000 x g’de 15
dakika) edilecektir. Santrifiij sonrasi elde edilen pelete, 0,5 mL taze LB besiyeri ilave edilecek daha
sonra 0,5 mL faj soliisyonuyla (yaklasik 108 pob/mL) karistirilacaktir. Fajin konakg¢1 hiicreye
adsorpsiyonunu saglamak amaciyla 15 dakika bekletilip devaminda 8000 x rpm’de 15 dakika
santrifiij islemi yapilacaktir. Serbest fajlar uzaklastirilip kalan pelet kismi, 100 mL taze LB besiyeri
icinde siispanse edilecek ve 37°C’de inkiibasyon islemine tabi tutulacaktir. Inkiibasyon siiresi
boyunca 5 dakika araliklarla 6rnek alinip ¢ift tabaka agar plak yontemi ile faj titresi tespit edilecektir.
Fajlarm patlama biiytikliiklerinin hesaplanmasinda asagida verilen esitlik kullanilacaktir.

En yiiksek faj titresi (I:,%l)

Latent donemdeki faj titresi (%)

Patlama biiytikligi =

Fajlarin konake¢1 hiicreye adsorpsiyon oranmmin belirlenmesi: Fajlarn konak¢i hiicreye
adsorpsiyon oranlari, aktif olarak gelisen Listeria monocytogenes suslari’na MOI degeri 0,0005
olacak sekilde faj ilave edilerek belirlenecektir. Fajlarin konakg hiicreye adsorpsiyonu iizerine iki
degerlikli iyonlarin etkisini belirlemek icin de ayr1 bir tiipte konak¢i-faj karisgmina 10 mM CaCl2
ilave edilecek ve 37°C’de calkalamali inkiibatorde inkiibasyon islemine tabi tutulacaktir.
1nk1'ibasyon isleminin 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60’inc1 dakikalarinda 6rnek (150 pL) alinip, 1:10
oraninda SM tamponu ve kloroform (50 pL/mL) ile karistirilip santrifiij (7000 x rpm’de 10 dakika)
edilecektir. Stipernatant yeni bir tiipe aktarilarak adsorbe olmayan bakteriyofaj sayisi, ¢ift tabakali
agar plak metodu ile belirlenecektir. Faj adsorpsiyon orani, inkiibasyon islemi siiresince plak olusum
biriminde meydana gelen azalmanin orani olarak belirlenecektir. Faj adsorpsiyon orani agagida
verilen esitlik kullanilarak hesaplanacaktir.



Baslangg faj titresi — Adsorbsiyon sonrasi faj titresi*100

% Adsorpsiyon =

Baslangig faj titresi

e Bakteritofajin Molekiiler Ve Morfolojik Ozelliklerinin Saptanmasi

Bakteriyofajin molekiiler incelemesi yapilmasi: Bakteriyofaj DNA’larin1 izole etmek icin
NORGEN faj DNA izolasyon kiti kullanilacaktir. Elde edilen faj DNA’smin miktar1 spektrometrik
olarak olclilerek, kalitesi degerlendirildi ve biiytikliigii tespit edildi.

Bakteriyofajlarin elektron mikroskobuyla incelenmesi: Faj ornekleri, karbon kapli bakir grid
iizerine damlatilip kurutulacaktir. Sonra, %2 uranil asetat (pH 4) ile negatif olarak boyanacaktir.
Boya kuruduktan sonra 6rnekler, gecirimli (transmisyon) elektron mikroskobunda (TEM) 100 kV’ta
incelenecektir.

e Fajlarin Biyokoruyucu Olarak Siitte Kullanim Olanaklarinin Belirlenmesi

Sutte inhibisyon testi: Fajin litik yetenegi, siitte Listeria monocytogenes suslari ile incelenecektir.
Sit 1.5 ml ependorf tiipiinde gece boyu Listeria monocytogenes suslar1 ile asilanarak
kiiltiirlenecektir. Tiiplere 10 ve 100 MOI degerlerinde seyreltilmis faj ilave edilecektir. Negatif
kontrol olarak LB besiyeri ile hazirlanmis kiiltiir kullanilacaktir. Stispansiyonlar 30 derecede 20 saat
inkiibe edilecektir. Listeria monocytogenes suslar1 sayisimin 8 saatlik inkiibasyondan sonra 4 saatlik
araliklarla LB iizerine ekilerek plaka kiiltiirii yontemi kullanilarak sayilacaktir.

Istatiksel analiz: Fajlarin etkinligi, 24 saat sonunda, faj uygulamasi yapilmayan siit drneginde canli
Listeria monocytogenes suslarinin sayismin, bakteriyofaj ile muamele edilmis canli Listeria
monocytogenes  suslarmm  sayist  ile karsilastirilarak  degerlendirilecektir.  Istatistiksel
degerlendirilme, SPSS (version 11.0; SPSS, Chicago, IL, USA) paket programu ile varyans analizi
(ANOVA) kullanilarak gerceklestirilecektir.

Yenilikci (inovatif) Yonii

Gida dirtinlerinde ve gida isleme ortamlarinda Listeria monocytogenes’i hedef alan ticari olarak
temin edilebilen iki faj bazli iiriin bulunmaktadir. Bunlardan ilki ListShield, Intralytix Inc(Baltimore,
MD, ABD) ikincisi ise PhageGuard Listex Micreos Food Safety(Wageningen, Hollanda) tarafindan
iretilir. ListShield alt1 farkl litik fajdan olusan bir kokteylidir, PhageGuard Listex ise genis bir P100
fajindan olugur. Kullanilan ticari tirtinler su bazli faj stispansiyonudur.

Bu iki ticari faj yaygin olarak kullanilip giivenli bulunsa da Listeria monocytogenes’in tiim susglar1
icin etkili degildir. Ayrica yapilan ¢aligmalarda islenmemis gidalar(¢ig et, pastorize olmamus siit
gibi) ve ileri islemlerde islenen gidalarda(peynir, fermente et gibi) Listeria monocytogenes’in
tamamen yok olmadigini sadece belirli bir diizeyin altina indirildigini ve stabil kaldigni



gostermistir. Bu su bazli faj siispansiyonlar1 Listeria monocytogenes’i tamamen yok etme
konusunda zay1f kalmistur.

Yenilik¢i yonimiiz;

e Listeria monocytogenes suslarini enfekte edecek bakteriyofaj saptamak.

e Fajlarin, konak 6zgiilliigli ve Listeria monocytogenes’e litik aktivite gosterenleri saptamak.

e Fajenfeksiyonu konake1 6liimiiyle sonuglandirilanmasi ve kesinlikle lizogenik doniisiimiiyle
sonuglanmamasi i¢in “kati viriilans” gergeklestirilecektir.

e Fajlar1 genetik diizeyde tanimlayarak daha giiclii ve etkili olanlarii se¢mek.

e Tasarlanacak fajin hedeflenen disinda mikrofloray: etkilememesini saglamak.

e Uretim icin gerekli bakterilerle (LAB bakterileri gibi) etkilesime girmemesini saglamak.

e Fajtamamen dogal bir {iriin olacaktir ve hazirlanmasi sirasinda hayvansal kaynakli ortam ve
bilesenler kullanilmayacaktir. Ayrica koruyucu veya bilinen, potansiyel olarak alerjen
maddeler (bugday, siit, soya vb.) icermeyecektir.

¢ Faj ile miimkiin oldugunca ¢ok sayida Listeria monocytogenes susu enfekte edilecektir.

e Bu tiir spesifik hedefleme ile gida isleyicilerinin siitiin tadini, rengini, dokusunu veya
aromasini degistirmeden insan sagligina faydali bakterileri korurken Listeria'y1 ortadan
kaldirmasina olanak taniyacaktir.

e Fajm oral beslenme ¢alismalarinda herhangi bir olumsuz etki goézlemlenmemesi
hedeflenmektedir.

e Bu proje bakteriyofajlarin ¢esitli ortamlarda bakteriyel enfeksiyonlarla basa ¢ikmak icin en
giivenli ve en ¢evre dostu, hedefli yaklagimlardan birini sagladigi felsefesine dayanmaktadir.

e Bakteriyofajlar zararli bakterileri, bu bakterilerin insan hastaligina veya baska sorunlara
neden olabilecegi smirli, belirli ortamlarda kontrol etmek icin bu dogal yaklasim
kullanilacaktir.

e Fajlarm gelistirilmekte oldugu tek sey gida zehirlenmesini 6nlemek degildir. Raf dmriiniin
uzatilmasi yalnizca iireticilere ve tiiketicilere fayda saglamakla kalmayacak, ayn1 zamanda
gida israfim1 azaltarak biyogesitliligin  korunmasma ve karbon emisyonlarinin
smirlandirilmasina da yardime1 olacaktir.

6. Uygulanabilirlik

e Teknik Uygulanabilirlik

Listeria monocytogenes i¢in gelistirilen ticari faj tiriinleri incelenmis olunup; gida iriinlerinde faj
kullanimlarina iliskin denemeler bulunmakta, bir¢ok basarili denemeye ragmen piyasadaki fajlarin
kullanilmasima bazi iilkeler izin vermemektedir. Bunun nedeni mevcut iriinlerin gidada Listeria
monocytogenes varhigini giivenli olarak saydiklar1 diizeyin altina indirse de tamamen yok
edememeleridir. Elde ettigimiz bu bilgiler 1s1ginda bizim Listeria monocytogenes suslar1 i¢in
gelistirecegimiz ticari faj tirlinii, Listeria monocytogenes suslarini gida iiriinlerinden tamamen yok
edebilmek ve glivenli gida iiretimine katkida bulunmak amacl olacaktir.



Bakteriyofajin Saptanmasi: Burada siit isleme tesislerinden alacagimiz atik su Orneklerinde
bakteriyofaj varligi saptamak olacaktir. Aldigimiz 6rnekleri santrifiij ve membran filtrelerden
gecirerek bakteriyofaj elde edecegiz.

Bakteriyofajin Litik Aktivitesinin Saptanmasi: Varligmi saptadigimiz ve saflastirdigimiz
bakteriyofajin en kritik agsamasi fajin litik 6zelliginin saptanmasidir. Fajn litik 6zelligi, fajmn konak
hiicre iizerindeki o6ldiiriicti etkisidir. Bu islemde Listeria monocytogenes suslarmin bakteriyofaj
varliginda yasayip yasamadigini saptayacagiz. Besiyeri lizerinde gozlemleyecegimiz berrak zon
olusumu bize yol gosterecektir.

Bakteriyofajin Molekiiler ve Morfolojik Ozelliklerinin Saptanmasi: Litik aktiviteye sahip fajin
toksin gen ve lizogenik(1liman) dongiiye girip girmedigini anlayabilmek igin tim genom dizisine
bakilacaktir. Trans Emisyon Mikroskobun’da (TEM) da fajin hangi aileye ait oldugu
tanimlanacaktir.

Bakteriyofajin Faj Dinamiklerinin Belirlenmesi: Litik aktivitesi belirlenmis fajin adsorbsiyon
siiresi, latent dénem ve ¢ogalma orani belirlenecektir. Adsorbsisiyon siiresi fajin Lisreia suglarina
baglanmasindaki gecen siiredir. Latent donem adsorbsiyon (baglanma) islemi sona erdikten sonra
bakteriyofaj genomunun konak hiicreye aktarilmasindan konak hiicrenin yeni fajlar tarafindan lize
edilmesine kadar gegen siireyi ifade etmektedir. Cogalma orani ise baslangicta belli bir miktarda
bakteriyi enfekte eden bakteriyofaj sayismin enfeksiyon sonrasinda olusan yeni bakteriyofaj
sayisinin oranini ifade etmektedir.

Siitte Inhibisyon Testi ve Istatiksel Analiz: Siit ve siit iiriinleri listerozise daha ¢ok yatkm oldugu
icin, bakteriyofajin litik yetenegi, siitte Listeria monocytogenes suslar1 ile incelenecektir. Stitte
inhibisyon testi ve istatiksel analiz yaparak bakteriyofajin siitte bulunan listeria icin 6ldtricu
etkisine bakilacaktir. Fajlarm etkinligi, 24 saat sonunda, faj uygulamasi yapilmayan siit 6rneginde
canli Listeria monocytogenes suslarmin sayisinin, bakteriyofaj ile muamele edilmis canli Listeria
monocytogenes suslarinin sayisi ile karsilastirilarak degerlendirilecektir.

e Ticari Uygulanabilirlik

Pazar analizi yaptigimizda gida friinlerinde ve gida isleme ortamlarinda Listeria
monocytogenes’i hedef alan ticari olarak temin edilebilen iki faj bazli {iriin bulunmaktadir.
Bunlardan ilki ListShield, Intralytix Inc(Baltimore, MD, ABD) ikincisi ise PhageGuard Listex
Micreos Food Safety(Wageningen, Hollanda) tarafindan iiretilir. ListShield alt1 farkl: litik fajdan
olusan bir kokteylidir, PhageGuard Listex ise genis bir P100 fajindan olusur. Kullanilan ticari
iriinler su bazli faj slispansiyonudur.

Bu iki ticari faj yaygmn olarak kullanilip giivenli bulunsa da Listeria monocytogenes’in tiim
suslart i¢in etkili degildir. Ayrica yapilan caligmalarda islenmemis gidalar(¢ig et, pastorize
olmamis siit gibi) ve ileri islemlerde islenen gidalarda(peynir, fermente et gibi) Listeria
monocytogenes’in tamamen yok olmadigini sadece belirli bir diizeyin altina indirildigini ve stabil
kaldigin1 gostermistir. Bu su bazli faj siispansiyonlar1 Listeria monocytogenes’i tamamen yok
etme konusunda zayif kalmistir.

Ulkemizde bakteriyofajlarm antibakteriyel ajan olarak kullanimi ile ilgili gerekli yasal
diizenlemelerin yapilabilmesine 151k tutabilecek nitelikte de bir calisma olacaktir. Uriin hizmeti i¢in
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FDA tarafindan GRAS (Genel Olarak Giivenli Olarak Taninan) olarak kabul edilmektedir. Pek ¢cok
iilkenin gida kanunlar1 fajin etkin oldugunun kabul edilmesi i¢in ticari faj uygulandiktan sonra
Listeria monocytogenes’in gida da 25 g(ml) birimini agsmamali veya daha altinda olmalidir. Baz1
Bat1 Avrupa iilkeleri giivenli gida i¢in 0.01 g gida da Listeria monocytogenes olmamasi gerekir.

Gilivenli gidalar (siit, peynir, et gibi) lretebilmek, hijyenik ve raf dmriiniin uzun olmasi i¢in
gelistirecegimiz bakteriyofajlar ile birlikte arastirmalara yurti¢i biyolojik arastirmalarina da ivime
kazandirmay1 hedeflemekteyiz.

Rakiplerimiz olan ListShield Intarltyx rtniind 20 ml igin 100 $; Phage Guard Listex ise 20 ml igin
{iriiniinii 90 €’ dan satisa sunmuslardir. Uriiniimiiz 20 ml i¢in 1.250 Tiirk Liras1 olarak belirlenmis
olup, rakiplerimize oranla daha uygun bir fiyat sunmus olacagiz.

Projenin ilk yil1 Ar-Ge c¢alismas1 yapilacagi igin iiriin satis1 planlanmamaktadir. Ancak, projemiz
bagariyla tamamlandiktan sonra iriiniimiiziin miisterilerimizin kullanimina uygun ve uygulanabilir
mevzuat sartlarini karsilayan iirtinleri saglama yetenegi oldugunu kanitlamasi1 gerektiginde ve
miisteri memnuniyetini artirmay1 amagladigimiz i¢in ISO 9001 Kalite Yonetim Sistemi Sertifikasi
almacaktir. Bunu takiben iirlinlimiiz piyasaya siiriilecektir.

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi

e lis-Zaman Cubugu Grafigi

Proje Adi: BIYOFAIJ- Listeria monocytogenes’in Suslarma Kars1 Bakteriyofaj Gelistirilmesi

112|3/4|5(/6|7 1111
_ 8/9/0 (1 |2
Proje Adimlar1 =
EAN-
Bakteriyofaj Numune
Almmasi, Saflastirilmas1 ve 4 |X|X|X|X
Cogaltilmasi
Bakteriyofajin Litik
Aktivitesinin Olguilmesi,
Genomik Ve Morfolojik Oz 4 X[X[X|X

elliklerinin  Belirlenmesi,Faj
Dinamiklerinin Belirlenmesi
Siitte Inhibisyon Tesiti Ve
Istatiksel Analiz Yapilmasi,
Fajin Ticarilestirilmeye
Baslanmasi
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e Is-Zaman Tablosu

Is Fikri Ad o
HAQ Listeria monocytogenes’in Suslarina Karsi Bakteriyofaj Gelistirilmesi

Is Paketi /Ad1 Bakteriyofaj Numune Alinmasi, Saflastirilmasi ve Cogaltilmasi

Baslama-Bitis Tarihi ve Siiresi (ay) |4 Ay

Is paketi faaliyetlerini listeleyiniz:
= Atik Sulardan Alinacak Bakteriyofa;j Ornekleri Saflastirilacaktir.
= Faj varlig1 saptanacaktir.
= Faj varlig1 saptanan filtre sivilarindan faj stogu elde edilecektir.

Is Fikri Ad
N Listeria monocytogenes’in Suslarina Kars1 Bakteriyofaj Gelistirilmesi
. . Bakteriyofajin Litik Aktivitesinin Olciilmesi, Genomik Ve Morfolojik Oz
Is Paketi /Ad1 - S . . e . .. : .
elliklerinin Belirlenmesi,Faj Dinamiklerinin Belirlenmesi

Baslama-Bitis Tarihi ve Siiresi (ay) |4 Ay

Is paketi faaliyetlerini listeleyiniz:
» Fajin Listeria monocytogenes Uzerindeki éldurdicu etkisi (litik spektrumu) belirlenecektir.
= Litik spektruma saip yeni bakteriyofajin molekiiler ve morfolojik 6zellikleri saptanacaktir.
= Son olarak faj dinamikleri yani fajin adsorbsiyon siiresi, latent donemi ve ¢ogalma oranlari
belirlenecektir.

Is Fikri Ad

R AQ Listeria monocytogenes’in Suslarina Kars1 Bakteriyofaj Gelistirilmesi

i Paketi /Ad: Si-itte. il}h.ibisyon Testi Ve Istatiksel Analiz Yapilmasi, Fajin
Ticarilestirilmeye Baslanmasi

Baslama-Bitis Tarihi ve Siiresi (ay) |4 Ay

Is paketi faaliyetlerini listeleyiniz:
» Siitte Inhibisyon Testi Yapilarak Bakteriyofajin Siitte Bulunan Listeria Suslar1 Uzerindeki
Oldiiriicii Etkisine Bakilacaktir.
= Siitte faj uygulanarak canli Listeria suglar1 karsilastirilacaktir.
= [statiksel Veriler Elde Edilecektir.
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ALET/TECHiZAT/Y AZILIM/YAYIN ALIMLARI: Proje Geneli Kullanim
Malzeme Birim  Fiyat1 | Toplam  Tutar
Malzeme Adr: Miktari (Adet) | (TL) ’ (TIE))
1 | Spektrofotometre 1 38.000 38.000
2 | RT-PCR 1 110.000 110.000
3 | Otoklav 1 32.000 32.000
4 | Buzdolab1 1 3.900 3.900
5 | Santrifuj 1 12.465 12.465
6 | Inkiibator 1 34.200 34.200
7 Distile Su Cihazi 1 20.000 20.000
8 | Laptop 1 20.000 20.000
9 | Mikroskop 1 33.000 33.000
10 Manyetik Karistirici 1 1.900 1.900
11 | Korumali Hassas Terazi 1 5.150 5.150
12 | Vorteks 1 3.100 3.100
Toplam: 313.715
Tablo.1.a. Alet/techizat/yazilim/yayin alimlart
MALZEME ALIMLARI : Proje Geneli Kullanim
Malzeme Birim  Fiyat1 | Toplam  Tutar
MalzenioRadll Miktart (Adet) | (TL) y (TE)
1 Membran Filtre 1 2.100 2.100
2 Listeria Enrichment Broth 1 2.600 2.600
3 Lurian Bertani Broth 1 4.000 4.000
4 | Gliserol 1 350 350
5 | Petri Kab1 1 1.350 1.350
6 | Falkon Tip 1 1.200 1.200
7 | Ependorf 1 1.000 1.000
8 | Parafilm 1 1.350 1.350
9 | Mikropipet 3’lii 1 7.500 7.500
10 | Erlen Takmmu 1 1.300 1.300
11 | Meziir Takim 1 635 635
12 | Mikropipet U¢ Takimi 1 3.000 3.000
Toplam: 26.385

Tablo.1.b. Malzeme alimlar



13

Rakip Analizi:
- — nShed NTRATYX  Phagecuand e
Faj (“)zelligi Litik Faj Faj Kokteyli Genis P100 Faji
Enfekte Edilen Bakteri Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes
Uygulama Alani siit ve Siit Uriinleri st ve Siit Oriinleri sit Ortinleri

Uriin Basma Diisen

Satis Miktar: 20 mL 20 mL 20 mL
Mensei TURKIYE Amerika Hollanda
Uriin Fiyat 1.250TL 100 % €

Tablo 3. Benzer bakteriyofaz tiretimi yapan rakip farmlarin analiz tablosu.
Rakiplerimizin Grlnlerine gore:

v' Fajn, {iriiniin (siit, peynir gibi) 6zelligini ve yapisini degistirmemesini saglayarak,

v Fajin oral beslenme calismalarinda herhangi bir olumsuz etki gozlemlenmemesi ile daha
saglikli iirtin tiretimini saglayarak

v' Bu tir spesifik hedefleme ile gida isleyicilerinin siitiin tadmi, rengini, dokusunu veya
aromasini degistirmeden insan sagligia faydali bakterileri korurken Listeria'y1 ortadan
kaldirmasina olanak saglayarak,

tercih edilir olmay1 hedefliyoruz.

Global alanda yapilan arastirmalara gore Tiirkiye pazarinda rakibimizin bulunmamasi ile avantaj
saglamaktayiz.

Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar):

Ulkemiz ve yurt disi iilkelerinde yapilan arastirmalara gore igerinde Listeria monocytogenes ¢ig siit,
pastorize oldugu sanilan siit, peynir, fermente ¢ig et sosisleri, ¢ig ve pismis kiimes hayvani etlerinin
biitiin tipleri ve tiitsiilenmis balik gibi gidalarda bulunabilir. Bu tiriinler milyonlarca insan tarafindan
tilketilmekte olup insan sagligin1 olumsuz yonde etkilemektedir. Listeria monocytogenes
bakterisiyle kontemine olmus gidalarm yenmesi sonucunda ciddi enfeksiyon hastaliklar1 olugmakta
ve 6liim oran1 %30’lar1 bulmaktadir.

Projede, bakteriyofajlarin ticari amagl {iretilmesi hedeflenen siit {irlinlerinin Tiirkiye pazarina
bakildiginda;

e Tiirkiye’de ticari siit isletmeleri tarafindan toplanan inek siitiiniin biiyiik bir kism1 (%16,1) icme
stitli olarak tiiketime arz edilmektedir. Tiirkiye’de siit tiretimi 2019 yilinda bir dnceki yila gore
%3,8 oraninda artnus ve yaklasik 23 bin ton olarak gerceklesmistir. Uretilen toplam i¢me siitii
miktarmin yaklasik %88,6’sin1 (1,3 milyon ton) UHT kutu siitler olustururken, kalan miktar 72
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°C’de 15 saniye veya 63 °C’de 30 dakika siireyle siite 1s1l iglem uygulandig1 pastdrize siitler ve

sterilize siitler olusturmaktadir.

e Toplam Yurti¢i Kullanim 1.521.873 (2020 verileri) ton siit kullanilmaktadir.
Bu nedenle bakteriyofaj lireterek; lilkemize daha saglikli siit liriinii ve ekonomiye katma deger

saglamay1 hedeflemekteyiz.

b HEDEF MUSTERI

* Gida Endiistrileri

Grafik.1 Hedef miisteri grafigi.

Riskler

* Siit isleme

+ Et isleme

+ Bahk islemc

* Soguk Tiiketim ve
Tiiketime Hazir Uriinler

+  Siit ve Siit Uriinleri

Ureticileri

e Bakteriyofajlarin antimikrobiyal 6zelliginden faydalanilabilmesi i¢in, liretiminde kullanilan gidanin
fizikokimyasal ozellikleri (sicaklik, pH vb.), koruyucu bilesenleri ve depolama kosullar1 gibi

olumsuzluklara kars1 direng gostermektir.

Laboratuvar da kullanilacak besiyerleri kontamine olabilmektedir. Bunun i¢in ¢6ziim olarak; daha
fazla sayida yedek olusturularak ekim yapmaktir.

Bakteriyofajlarin saptanamamasi durumunda bunun i¢in ¢6ziim olarak deneylerin tekrar edilmesi

gerekecektir.

Saflagtrma isleminde asamalarinda, saflastirma basamaginda hata yapilmasi durumunda islem
basamaklarini yeniden tekrar etmek gerekecektir.

Faj titresinin yeterince elde edilememesinde durumunda bir sonraki islem olan fajin litik
aktivitesinin belirlenmesinde zorluklar yasanabilir.

Bakteriler her zaman evrimlestiginden, her fajin etkinliginin siirekli olarak izlenmesi ve karigimin

gerektigi gibi ayarlanmasi gerekir. Aksi takdirde deneyin isleyisinde sorunlar ¢ikar ve istenen

sonuglara ulasilamaz.

Almacak numunelerin i¢inden litik aktivite gosteren faj ¢itkmamasi durumunda yeniden numune

alinmasi gerekecektir.

Listeria monocytogenes’in faj direnci olugturmasi istenmeyen bir durumdur. Béyle bir durumda

projeyi olumsuz etkileyecektir.
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Gorsel. 1 Gidalarda bulunan Listeria monocytogenes i sumirli diizeyin altinda tutmak icin gerekli faj tiriiniiniin
formu.



