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Dogada en fazla bulunan biyolojik topluluklardan birini temsil eden bakteriyofajlar, kendilerine 6zgl hedef bakteriyi
Oldurebilen bakteri virUsleri olarak tanimlanmaktadir. Bakteriyofajlar, 20. yGzyilin baslarinda bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde kullaniimistir. Ancak, penisilinin kesfi ve antibiyotik endistrisinin gelismesi, bakteriyofajlarin antibakteriyel
ajan olarak kullaniminin g6z ardi edilmesine neden olmustur. Patojen bakterilerin antibiyotiklere karsi direng
kazanmasi, bakteriyofaj uygulamasini yeniden gindeme getirmisti. Son yillarda patojen bakterilere karsi
bakteriyofajlarin kullanildigi ve “faj terapisi” olarak adlandirilan tedavi yénteminin gelistirimesine yonelik ¢alismalar
hizla artmaktadir. Bakteriyofajlar, gidalarda patojen bakterilerin kontrolinde ve baz llkelerde hayvan ve insanlarda
patojen bakteri enfeksiyonlari ile micadelede antibakteriyel ajan olarak kullaniimaktadir. Bununla birlikte
bakteriyofajlar, gidanin fizikokimyasal 6zellikleri, koruyucu bilesenleri, depolama kosullari ve agiz yoluyla
alinmalarindan sonra gastrointestinal sistemden gegisleri sirasinda yuksek asitlik, sindirim enzimleri ve safra gibi
olumsuz etkilere maruz kalmalarindan dolay! aktivitelerini kaybetmektedir. Yapilan ¢alismalar bakteriyofajlari,
bilesenleri, fizikokimyasal 6zellikleri ve depolama kosullari ile gidanin ve gastrointestinal sistemin olumsuz etkilerine
kars1 korumak igin mikrokapsulasyon yénteminin kullanilabilecegini ortaya koymustur. Bu derlemede, bakteriyofajlarin
gidalarda antibakteriyel ajan olarak kullanimi ve mikrokapsile bakteriyofajlarin in vitro gastrointestinal sistem
kosullarinda salinimlari ile ilgili bilgi verilmesi amac¢lanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyofaj, Antibakteriyel ajan, Mikroenkapsulasyon

Use of Bacteriophages as Antimicrobial Agents

ABSTRACT

Bacteriophages represent one of the most abundant biological populations in nature and are defined as bacterial
viruses that can kill specific target bacteria. Bacteriophages had been used to treat bacterial infections at the
beginning of the 20™ century. However, discovery of penicillin and development of antibiotic industry caused the uses
of bacteriophage as an antibacterial agent to be ignored. Gaining resistance to antibiotics of pathogenic bacteria
brought up bacteriophages application again. In recent years, studies have been increasing on the uses of
bacteriophages against pathogenic bacteria and the development of a treatment method called "phage therapy".
Bacteriophages have been used as an antibacterial agent to control pathogenic bacteria in foods and to combat
pathogenic bacteria infections in animals and humans in some countries. Moreover, bacteriophages have lost their
activities because of exposure to adverse effects such as physicochemical properties, preventive components and
storage conditions of food and high acidity, digestive enzymes and bile during their passage along the gastrointestinal
system after taken orally. Studies have revealed that microencapsulation can be used to protect bacteriophages
against adverse effects of components, physicochemical properties and storage conditions of food, and
gastrointestinal system. In this study, the use of bacteriophages as antibacterial agents in foods and the releases of
microencapsulated bacteriophages in the conditions of in vitro gastrointestinal system are reviewed.

Keywords: Bacteriophage, Antibacterial agent, Microencapsulation
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GiRiS

Bakteriyofajlarin varligi ilk kez 1896 yilinda Ernest
Hankin tarafindan fark edilmistir. Frederick Twort
tarafindan 1913 yilinda “bakterileri enfekte ederek
oldiren bir etmen” olarak tanimlansa da; Felix d’Herelle,
1917’de “dizanteri basilinin goérinmez bir mikrobunu”
kesfederek  bakteriyofaj olarak adlandirmig ve
bakteriyofajlarin antimikrobiyal etkisini diinyaya duyuran
ilk kisi olmustur. Bakteriyofajlarin antimikrobiyal ajan
olarak  kullanimi, 1928'de Alexander Fleming’in
bakterilerin gogalmasini engelleyen penisilini bulmasiyla
Bati diinyasi igin 6nemini yitirmis ve patojen bakterilere
karsi antibiyotik ¢agr baslamistir [1, 2]. Patojen
bakterilerin antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasi ve bu
durum karsisinda yeni gelistirilen antibiyotiklerin de
yetersiz kalmasi, bilim insanlarini patojen bakterilere
karsi yeni yontemler gelistirmeye yonlendirmektedir [3,
4]. Son yillarda patojen bakterilere karsi
bakteriyofajlarin  kullanildigi ve “faj terapisi” olarak
adlandirilan tedavi yontemi hizla gelismektedir [5].
Bakteriyofajlar antibakteriyel ajan olarak, gidalarda
patojen bakterilerin kontrolinde, gidalarin duyusal
Ozelliklerini  degistiren ylUksek ve dusuk sicaklik
uygulamalari, kurutma, fermantasyon igslemi ve kimyasal
koruma gibi klasik yontemlerin yerine
kullanilabilmektedir [6]. Ayrica bakteriyofajlar bazi
Ulkelerde hayvan ve insanlarda patojen bakteri
enfeksiyonlari ile micadelede de kullaniimaktadir.
Bakteriyofajlarin antimikrobiyal 6zelliginden
faydalanilabilmesi igin, Uretiminde kullanilan gidanin
fizikokimyasal 6zellikleri (sicaklik, pH, aw vb.), koruyucu
bilesenleri ve depolama kosullari gibi olumsuzluklara
karsi direng gostermesi bir zorunluluktur. Ayrica
bakteriyofajlarin gida ile birlikte viicuda alindiktan sonra
gastrointestinal sistemden gegis suresince de ylksek
asitlik ile enzim ve safra gibi olumsuz kosullarda
aktivitelerini korumasi ve vilcuttaki hedef bdlgeye
ulagsmasi gerekmektedir [7]. Bakteriyofajlarin gidalarda
antibakteriyel ajan olarak kullanimlarinin  yaninda
bakteriyofajlari hem gidanin olumsuz 6zelliklerinden
hem de tlketimleri sonucunda gastrointestinal sistemin
olumsuz kosullarindan korumak igin mikrokapsulasyon
uygulamalarina yonelik ¢alismalar artmaktadir [8]. Bu
derleme, bakteriyofajlarin gidalarda antibakteriyel ajan
olarak kullanimi, bakteriyofajlarin mikrokapsulasyonu ve
bakteriyofajlarin  in  vitro gastrointestinal  sistem
kosullarinda mikrokapstllerden salinimlari ile ilgili
bilgilerinin verilmesi amaglanmaktadir.

BAKTERIYOFAJLAR VE ANTIBAKTERIYEL AJAN
OLARAK GIDALARDA KULLANIMLARI

Bakteriyofajlar, prokaryot organizmalari enfekte eden
virsler olarak tanimlanmaktadir. Bakteriyofajlar hayat
dongdlerini litik ve lizogenik olmak uzere iki farkh
sekilde gerceklestirmektedir.  Lizogenik  ddngude
bakteriyofaj, bakteri hiicresi igine girdikten sonra genetik
materyalini  bakteri DNA’si ile entegre hale
getirmektedir. Bakterinin igcinde bulundugu cevresel
kosullar koétilesmedigi surece bakteriyofaj etkisiz bir
sekilde varhgini surdirmektedir. Ancak bakterinin
cevresel kosullari  bozuldugunda, &rnegin besin
kaynaklar tiukendiginde, bakteri icindeki bakteriyofaj
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aktif hale gelmekte ve c¢ogalarak  bakteriyi
parcalamaktadir. Litik donglide ise, bakteriyofaj bakteri
icinde c¢ogalmakta, bakteriyi parcalayarak bagka
bakterileri de enfekte edecek yeni bakteriyofajlarin
olusumuna neden olmaktadir.  Bakteriyofajlarin
antimikrobiyal etkilerini  gOsterebilmeleri icin litik
donguye sahip olmalari gerekmektedir [9].

Kimyasal antibiyotiklerle karsilastirildiginda patojenlere
karsi bakteriyofaj uygulamasinin birgok avantaji
bulunmaktadir. Bakteriyofajlar yalnizca kendilerine 6zgu
bakteri turlerine karsi aktivite gostermekte ve
antibiyotiklerin aksine dogal mikrobiyotay! olusturan

diger organizmalara zarar vermemektedir.
Antibiyotiklerin etkisi kullanildiktan sonra
azalmaktayken, bakteriyofajlar ortamdaki konakgi
bakteriler Olene kadar c¢ogalmakta ve bakteriler

olduginde inaktif hale gelerek kendi Uremelerini (oto
dozaj) kontrol etmektedir. Bakteriyofajlar g¢ogunlukla
nikleik asit ve proteinlerden olustuklari igin toksik
degildir. Bakterilerin olusturdugu antibiyotige direng
mekanizmasi bakteriyofajlarin s6z konusu bakteriye etki
etmesini engelleyememektedir. Patojen bakterilere karsi
etkili bakteriyofajin bulunmasi kolaydir. Bakteriyofajlar
genellikle yuksek sayida bulunduklari
kanalizasyonlardan ve diger atik maddelerinden izole
edilebilmektedir.  Ayrica  bakteriyofajlarin  Gretimi
antibiyotiklere gére daha ucuzdur [10, 11].

Gidalarda patojen bakterilerin kontroliinde antibakteriyel
kimyasal ajanlar  yerine  bakteriyofaj  kullanimi
giinimiizde mevcuttur. Ozellikle, Amerikan Gida ve llag
Dairesi (USFDA-United States Food and Drug
Administration)'nin 2006 yilinda bakteriyofajlarin et ve
tavuk drunlerinde patojen bakteri olan Listeria
monocytogenes’in  kontroll igin kullanimini onaylayip
gida katki maddesi olarak GRAS (Generally Recognized
as Safe-Genel Olarak Gulvenli Olarak Taninan) listesine
eklemesinden sonra gidalarda patojen bakterilerin
kontroli igin bakteriyofajlarin kullanimina dair akademik
ve ticari amagh calismalar artmistir. Ticari amagla
satiimak Uzere, Intralytix sirketi tarafindan gidalarda
L.monocytogenes, Escherichia coli O157 ve Salmonella

enterica sayisinin azaltiimasinda kullaniimasi igin
sirasiyla  ListShield, EcoShield ve SalmFresh
bakteriyofaj Urinleri; Micreos sgirketi tarafindan L.

monocytogenes’e karg etkili Listex P100 trtind ve New
Horizons Diagnostic tarafindan dis ve agiz sagliginda
kullaniimak Uzere Streptococcus tirlerine karsi etkili
bakteriyofaj karisimini igeren sakiz ve dis macunu
uretilmistir [7]. Avustralya ve Yeni Zelanda Gida
Standartlari (FSANZ- Food Standards Australia New
Zealand) ve isvigre 2012 yilinda Listex™in peynir ve
diger gidalarda kullanimina onay vermistir [12].

Farkl meyveler ile meyve sularinda
L. monocytogenes’in  kontrolinde Listex P100’Un
etkinliginin arastirildigi bir ¢alismada; elma, armut ve
kavun meyveleri temizlenip esit Ol¢cide parcgalara
kesildikten ve ayni meyvelerin sularn elde edilip
115°C’de 10 dakika isil islemden sonra 15 uL 1x10°
kob/mL dizeyinde Listeria monocytogenes CECT 4031,
Listeria monocytogenes CECT 4032 ve Listeria
monocytogenes CECT 940’i esit hacimde iceren ¢ozelti
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ile enfekte edilmistir. Meyve pargalari ve sulari bakteri
karisimi ile enfekte edildikten hemen sonra 15 uL 1x108
pob (plak olusturan birim)/mL bakteriyofaj iceren ¢ozelti
ile muamele edilmis ve 10°C'de 8 giin siresince
depolanmistir. Caligmanin kontrol gruplarini bakteri
karisimi ile enfekte edilen, ancak bakteriyofaj
uygulamasi yapilmayan elma, armut, kavun pargalari ile
elma, armut ve kavun sulari olusturmustur. Bakteri ve
bakteriyofaj uygulamasinin  hemen ardindan ve
depolamanin 2., 5., 8. gunlerinde meyve parcalar ve
meyve sularinda mikrobiyolojik analiz ile pH, titrasyon
asitligi ve ¢6zinebilir kurumadde analizleri yapilmigtir.
En ylksek pH degeri 5.92 ile kavun meyvesinin
kullanildigi 6rneklerde tespit edilirken, en dusuk pH
degeri 3.70 ile elma meyvesinin kullanildigi érneklerde
saptanmistir. Depolama sonunda meyve pargalarindan
olusan kontrol grubunda L. monocytogenes sayisinin
kavun, armut ve elma parcalari i¢in sirasiyla 2.77'den
8.00 log kob/plug (faj plagi)ya, 2.94'den 6.00 log
kob/plug’a ve 2.48den 5.00 log kob/plug’a arttigi
belirlenmistir. Elma pargalarinda L. monocytogenes
sayisinin tim depolama sulresince 2.20 ile 4.20 log
kob/plug arasinda  degistigi, patojen sayisinin
bakteriyofaj uygulamasindan etkilenmedigi ve L.
monocytogenes sayisindaki azalmanin istatistiksel
olarak onemli olmadigi tespit edilmistir. L.
monocytogenes sayisinda en fazla azalma yaklasik 8.0
log ile kavun suyu 6rneklerinde belirlenirken, elma suyu
Orneklerinde patojen sayisindaki azalmanin istatistiksel
olarak ©nemsiz oldugu saptanmistir. Armut suyu
Orneklerinde depolama siresince bakteriyofaj sayisinda
degisim gbézlenmedigi, L. monocytogenes sayisinda ise
yaklasik 3.0 log azalma oldugu tespit edilmistir. Calisma
ile bakteriyofaj uygulamasinin ylksek pH'ya sahip
Orneklerde patojen bakterilere karsi etkisinin ylksek
oldugu; ancak disik pH’daki drinlerde patojen
bakterilere kargi etkinliginin zayif oldugu ortaya
konulmustur [13]. Ulkemizde yapilan bir galismada ise
tavuk isletmelerinden izole edilen 42 adet Listeria
susuna karsi Listex P100 bakteriyofajinin antibakteriyel
etkisi incelenmis ve Listex P100’Un Ozellikle Listeria
monocytogenes  suslari Uzerine  etkili  oldugu
belirlenmigtir [14].

Yapilan bir ¢alismada, 3 cm x 3 cm x 1 cm boyutlarinda
kesilen kirmizi et pargalari 10* kob/cm? olacak sekilde
Esherichia coli O157 ile kontamine edilmis ve
kontaminasyondan 5 dakika sonra et pargalarina MOI
[Multiplicity of infection-Enfeksiyon ¢oklugu (Bakteriyofaj
sayisi/bakteri sayinin orani)]=10 ve 1000
konsantrasyonlarinda E. coli O157:T5-like (T5), E. coli
0157:T1-like (T1), E. coli O157:T4-like (T4) ve E. coli
0157:01-like (O1) bakteriyofajlari tek tek ve karisimlar
halinde uygulanmistir. E. coli O157 igerip bakteriyofaj
icermeyen kontrol grubu 6érneklerinin ve E. coli 0157 ile
farkli bakteriyofajlari iceren o6rneklerin mikrobiyolojik
analizleri 37°C’de 3 saat, 22°C’de 6 saat ve 4°C’'de 144
saat suresince yapilmistir. Kontrol érneklerinde E. coli
0157 sayisi tum sicakliklar igin belirtilen sureler
sonunda sabit (10* kob/cm?) kalmistir. MOI=1000
konsantrasyonda T5 bakteriyofaji uygulanan et
parcalarindaki E. coli O157 sayisindaki azalmanin
kontrol drnekleri ile kargilastirildiginda tim inktibasyon
sicakliklari icin belirtilen surelerin sonunda yaklasik 3.0
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log oldugu saptanmistir. MOI=10 konsantrasyonunda T5
bakteriyofaji uygulanan et pargalarindaki E. coli 0157
sayisindaki azalmanin kontrol ornekleri ile
karsilastirildiginda 4°C’de 144 saat sonunda yaklasik
0.5 log, 22°C’de 6 saat ve 37°C’de 3 saat sonunda ise
yaklasik 1.0 log oldugu belirlenmistir. O1 bakteriyofaj
disindaki bakteriyofajlarin ve bakteriyofaj karisimlarinin
E. coli O157 Uzerine etkinliginin MOI degerinin 10’dan
1000’e cgikartiimasiyla arttigi (P<0.001) tespit edilmistir.
Genel olarak E. coli 0157 inaktivasyonunun, inkiibasyon
sicakhiginin  yuksekligine, MOI konsantrasyonunun
artisina ve bakteriyofaja maruz kalma siresine bagli
olarak arttigi belirtilmistir [15].

Endersen ve ark. [16] yaptiklari ¢galismada, kiimes, ahir
ortamlari ile gubre ve topraktan izole ettikleri
Mycobacterium LE1, Mycobacterium LE2,
Mycobacterium LE3, Mycobacterium LE4,
Mycobacterium  LE5 ve  Mycobacterium  LE6
bakteriyofajlarinin  sttte Mycobacterium smegmatis
mc2155 bakterisine karsi antimikrobiyal ajan olarak
kullanim potansiyelini arastirmiglardir. Yagsiz sit tozu
ile hazirlanan %10 kurumaddeli rekonstitiye st
icerisine 1x10% kob/mL olacak sekilde M. smegmatis
mc?155 inoklle edilmigtir. Bakteri ile enfekte edilen
rekonstitliye siite 1x10° pob/mL dlzeyinde ve tek tek
veya karigim halinde farkh kaynaklardan izole edilen alti
bakteriyofaj eklenip 37°C’de 96 saat inkliibe edilmistir.
Calismanin  kontrol grubunu bakteri igeren, ancak
bakteriyofaj eklenmeyen  oOrnekler  olusturmustur.
inkiibasyon sonunda kontrol érneklerinde M. smegmatis
mc2155 sayisinin yaklagik 6.0 log arttigi belirlenirken,
bakteriyofaj karigimi eklenen o6rneklerde 96. saatin
sonunda M. smegmatis mc2155 tespit edilememistir.
Mycobacterium LE1 eklenen 6rneklerde inkibasyonun
48. saatinde M. smegmatis mc?155 sayisinin kontrol
ornegdi ile karsilastirildiginda 3.0 log azaldigi; ancak
inkiibasyon sonunda, inklibasyonun 48. saatine gére M.
smegmatis mc?155 sayisinin 2 log artti§i saptanmistir.
Ayni galismada izole edilen bakteriyofajlarin farkl
sicaklik ve pH degerlerine karsi hassasiyeti de
incelenmistir. Farkh pH degerlerine (2, 3,4, 5,6,7, 8,9
ve 10) ayarlanmig Brain Heart Infusion (BHI) sivi
besiyeri, izole edilen bakteriyofajlar 1x10® pob/mL
olacak sekilde eklendikten sonra 37°C’de 60 dakika
inkiibe edilmigtir. Sicaklik uygulamasi igin 37, 45, 55,
60, 72 ve 90°C’lerde inkiibe edilen ve 1x10° kob/mL
bakteriyofaj igceren BHI sivi besiyerinden 60 dakika
suresince  6rnek  alinarak bakteriyofaj titresi
belirlenmistir. izole edilen alti bakteriyofajin optimum
gelisme gosterdigi pH degerinin 7 oldugu belirlenirken,
30 dakika sonunda bakteriyofaj titresinin pH 4 ve 10'da
3.0 log, pH 6 ve 8'de ise 1.0 log distligl, bakteriyofaj
titresinin 60 dakika sonunda pH 4 ve 10’da 5.0 log, pH
6'da 3.0 log ve pH 8'de 2.0 log azaldigi belirlenmistir.
Bakteriyofajlarin 4 ile 60°C arasindaki sicakliklarda
aktivitesini kaybetmedigi; ancak 60°C’de 30 dakika
inkiibasyon uygulamasi ile bakteriyofa;j titresinin 2.0 log
azaldigi, ayni sicaklikta 60 dakika inklbasyon
uygulamasi sonunda ise azalmanin 5.0 log’a ciktigi
tespit edilmigstir. Bakteriyofaj titresi 72°C’de 15 dakika
inkibasyon sonunda 5.0 log azalsa da, bakteriyofajlarin
aktivitelerini korudugu saptanmistir. Calisma ile 6nemli
sut patojenlerinden olan Mycobacterium avium subsp.
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paratuberculosis’in  kontrolinde
olarak Mycobacterium
kullanilabilecegi belirtilmistir.

antimikrobiyal ajan
bakteriyofajlarinin

Yapilan bir bagka calismada, kirmizi et, kanatl eti ve
tiketime hazir et Urunlerinin ambalajlari icerisinde
kullanilan  emici  pedlere  antimikrobiyal aktivite
kazandiriimasi amagclanmistir. Tavuklardan izole edilen
BFSE16, BFSE18, PaDTAl, PaDTA9, PaDTA10 ve
PaDTA11 bakteriyofajlarindan olusan bakteriyofaj
karigimi, 10° kob/mL dlizeyinde Salmonella enterica
subsp. typhimurium ATCC 14028 emdirilmis ped Uzerine
10%, 108 ve 10° pob/mL (MOI=1, 2, 3)
konsantrasyonlarinda ilave edilmis ve s6z konusu ped
10 ile 15°C’de 48 saat slresince depolanmistir.
Depolama sonunda 10°%, 10® ve 10° pob/mL
konsantrasyonlarinda bakteriyofaj ¢ozeltisi ilave edilen
pedlerdeki S. enterica subsp. typhimurium ATCC 14028
sayisindaki azalma 15°C’de sirasiyla 0.87, 3.66 ve 4.36
log olarak tespit edilirken, s6z konusu azalmanin
10°C’'de ortalama 0.55 log oldugu saptanmistir.
Calismada, depolama sicakligi ile kullanilan bakteriyofaj
konsantrasyonunun bakteriyofaj aktivitesi Uzerine etkili
oldugu belirtilmistir [17].

Cheddar peyniri Uretiminde Staphylococcus aureus’un
kontroliinde kullaniimak Gzere 2 farkh bakteriyofaj
karisiminin  etkinliginin arastinldig1  bir ¢alismada,
mikrofiltrasyon uygulanan 200 mL sit 32°C’ye isitilmig
ve 32°C’deki site 0.4 g/L CaCl: ilave edilmistir. CaCl:
ilavesinden sonra siite 10° ve 107 kob/mL diizeyinde
olacak sekilde Lactococcus lactis subsp. cremoris CUC-
22 ve S. aureus SMQ-1320 bakterileri inokule edilmistir.
S. aureus Teaml/S. aureus P68/S. aureus LH1-MUT
(Karigim 1) ve S. aureus phi812/S. aureus 44AHJD/S.
aureus phi2 (Karigim 2) bakteriyofajlarinin esit hacimde
karistinimasiyla hazirlanmis olan iki farkli bakteriyofaj
karisimi, bakteri inokule edilen stitlere MOI=15, MOI=45
ve MOI=150 konsantrasyonlarinda olacak sekilde
eklenmistir. Fermantasyon asamasi igin sut, 32°C’de
pH'si 6.5e ulasincaya kadar bekletildikten sonra
pihtilasma asamasi i¢in %0.01 oraninda rennet ilave
edilip 32°C’de 50 dakika inkube edilmistir. Olusan pihti
kip seklinde kesildikten sonra peyniralti suyu ile birlikte
38°C’'de 30 dakika tutulmustur. Peyniralti suyundan
ayrilan pithtinin pH’si 5.2'ye ulastiktan sonra elde edilen
teleme olgunlastirma icin vakum paketlenerek 4°C’de iki
hafta siresince depolanmistir. Calismanin kontrol
grubunu sadece S. aureus SMQ-1320 ilave edilen
ornekler olusturmustur. Peynir yapimi  sdresince,
baslangic (site bakteri ve bakteriyofaj karisimi
ilavesinden hemen sonra), fermantasyon, pihtilasma,
pihti 1Isitma ve olgunlastirma asamalarindan sonra 6rnek
alinarak S. aureus SMQ-1320 sayisi ile bakteriyofaj
titresi  belirlenmigtir. Fermantasyon ve pihtilagsma
asamalarindan sonra vyapilan analizlerde kontrol
ornekleri ile MOI=15 konsantrasyonunda Karisim 1
iceren Orneklerdeki S. aureus SMQ-1320 sayilari
arasindaki farkin istatistiksel agindan 6nemli olmadigi
(P>0.05) saptanmistir. Pihtilasma asamasindan sonra
S. aureus SMQ-1320 sayisinin Karigm 1
bakteriyofajlarini MOI=45 ve MOI=150
konsantrasyonlarinda iceren 6rneklerde sirasiyla 1.0 ve
20 log azaldigi tespit edilmistir. Karisim 1
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bakteriyofajlarini  MOI=45 konsantrasyonunda igeren
Orneklerde S. aureus SMQ-1320 sayisinin pihti I1sitma
ve olgunlastirma asamalarinin sonunda sirasiyla 2.0 ve
3.0 log azaldigi; MOI=150 konsantrasyonlarinda Karigim
1 bakteriyofajlarini iceren 6rneklerde S. aureus SMQ-
1320 sayisinin  pihti  i1sitma ve olgunlastirma
asamalarinin sonunda sirasiyla 3.0 ve 4.0 log azaldigi
belilenmigtir.  Fermantasyon agsamasindan sonra
Karisim 2 bakteriyofajlarini  MOI=45 ve MOI=150
konsantrasyonlarinda igeren drneklerde S. aureus SMQ-
1320 sayisinin sirasiyla 1.0 ve 2.0 log azaldigi tespit
edilmistir. Depolama slresinin sonunda kullanilan
bakteriyofaj karigimlari  ve konsantrasyonlarindan
bagimsiz olarak S. aureus SMQ-1320 sayisinin tespit
edilebilir seviyenin (2.0 log kob/mL) altina indigi
saptanmisgtir. Pihti i1sitma ve peyniraltt suyu ayirma
islemlerinin bakteriyofaj etkinligini arttirdigi belirtilmistir
[18].

Bakteriyofajlar gidalarda patojen bakterilerin kontroliinde
kullanilsa da, gidanin fizikokimyasal 6zellikleri (sicaklik,
pH, aw vb.), koruyucu bilesenleri ve depolama kosullari
ile uygulanan bakteriyofaj konsantrasyonunun
yetersizligi gibi bakteriyofajlarin  etkinligini olumsuz
yonde etkileyen durumlar kullanimlarini kisitlamaktadir

[71.

BAKTERIYOFAJLARIN Mi_KROKAPSULAS_YONU
VE IN VITRO GASTROINTESTINAL SISTEM
KOSULLARINDA SALINIMLARI

Gidalarda oldugu gibi hayvanlarin ve insanlarin da
patojen bakterilere karsi korunmasi i¢in bakteriyofajlarin
kullaniimasinda (faj terapisi) bazi engeller
bulunmaktadir. Vicuda ister gida ile agiz yoluyla isterse
de damar yoluyla alinacak olsun bakteriyofajin faydal
etki gosterebilmesi icin Oncelikle viicuda alinma anina
kadar gegen stuirede aktivitesini korumasi gerekmektedir.
Bununla birlikte, viicuda alindiktan sonra aktif olarak
hedef bolgeye ulagsmasi ve vicudun savunma sistemi
olan mononukleer fagositik sistem tarafindan vicuttan
uzaklastiriimamasi zorunludur [19]. Bakteriyofajlar, agiz
yoluyla vicuda alindiktan sonra gastrointestinal
sistemden gegisleri slresince ylksek asitlik ile enzim ve
safra gibi sindirim salgilarina maruz kalmakta ve
aktivitelerini kaybetmektedir [20].

Yapilan bir calismada, Esherichia coli’'nin neden oldugu
ishale kargi  bakteriyofaj kullaniminin  etkinligi
arastirilmigtir. E. coli T4-like, E. coli RB49-like ve E. coli
JS98-like bakteriyofajlarindan olusan faj karigimini 10°
pob/mL diizeyinde ve E. coli K12 bakterisini ise 10%°
kob/mL dlzeyinde igeren su, 5 denek faresine oral yolla
verilmistir. Denek farelerinin digkisindan, kanindan ve
oldurdldikten sonra i¢ organlarindan (mide, kor
bagirsak, kalin bagirsak, ciger ile dalak ekstrakte
edilerek, ince badirsagin kisimlari olan duodeum,
jejunum ile ileum siringa yardimiyla yikanarak) drnekler
alinmis ve bakteriyofaj titresi belirlenmistir. Farelerden
alinan kan, ciger ve dalak o6rneklerinde bakteriyofaj
tespit edilememistir. Farelerin midelerinden alinan
orneklerde bakteriyofaj titresinin ortalama 10* pob/g
oldugu; ince bagirsadin bolumleri incelendiginde ise bir
farenin duodeumunda ~10? pob/mL, iki farenin
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jejunumunda ~10? ve ~10* pob/mL dlzeylerinde
bakteriyofaj bulundugu belirlenmistir. Farelerin  kor
bagirsagi ve kalin bagirsagindan alinan o6rneklerde

bakteriyofaj titresinin ortalama 10° pob/g oldugu
saptanmistir. Farelerin mide pH’sinin yaklasik 3
dizeylerinde oldugu ve s6z konusu durumun

bakteriyofaj titresinin azalmasinda o6nemli bir etken
oldugu belirtilmistir [21].

Hayvan deneylerinde, bakteriyofajlari gastrointestinal

sistemin olumsuz etkilerine karsi korumak icin
bakteriyofajlarin CaCOs gibi anti-asit maddelerin
cozeltileri ile  birlikte  kullanimi ve  ylksek

konsantrasyonda bakteriyofaj kullanimi gibi yontemler
uygulanmistir [22, 23]. Son yillarda yapilan in vitro
calismalar, mikrokapsulasyon yonteminin de
bakteriyofajlari  olumsuz ¢evre kosullarina karsi
korumada kullanilabilecegini gostermistir [24, 25].

Mikrokapsulasyon; kati, sivi ve gaz halindeki aktif bir
maddenin yararl Ozellikleri korunarak bir kaplama
materyali icerisine paketlenip kapsl hale
dondstirilmesi  ve uygun kosullarda saliniminin
saglanmasi olarak tanimlanmaktadir. Mikrokapstlasyon
teknolojisi ile elde edilen kapsullerin genel olarak
stabilitelerinin ~ yiksek,  gegirgenliklerinin ~ uygun,
boyutlarinin istenen diizeyde ve ortamla uyumlu olmasi
istenmektedir [26]. S6z konusu sartlarin saglanabilmesi
icin farkh kaplama materyalleri ve mikrokapsuilasyon
teknikleri kullaniimaktadir. Mikrokapsulasyonda
kullanilacak kaplama materyalleri toksik olmamali,
GRAS listesinde olmali, uygun ¢o6zlnebilirligi ile aktif
materyalin arzu edilen ortama istenilen dizeyde
salinmasina izin vermeli, kapsullenen faydali bilesenleri
olumsuz cevre sartlarina kargi en Ust dizeyde korumali
ve ucuz olmalidir. Butin bu Ozellikleri tasiyan tek
kaplama materyali olmadidi igin, bir kaplama materyali
diger kaplama materyalleri ile birlikte kullanilabilmektedir
[27].

Yapilan bir c¢alismada, %Z2.2'lik sodyum aljinat
¢Ozeltisine 108 pob/mL diizeyinde Felix O1 bakteriyofaiji
ilave edildikten sonra hazirlanan karisim 300 ym capli
nozula sahip enkapstlatérle 550 Hz frekansinda 50 mM
CaClz cozeltisine ekstrizyon ydntemiyle damlatilip
bakteriyofaj iceren mikrokapstller elde edilmistir.
Mikrokapsuller sertlesmeleri igin 30 dakika siresince 50
mM CacCl: ¢ozeltisinde bekletildikten sonra filtre edilerek
%0.4 kitosan iceren ¢ozeltiye aktariimis ve 20 dakika
tutulmugtur. Elde edilen kitosan kaph aljinat
mikrokapsulleri %10 trehaloz ¢ozeltisi ile karistirilarak
22°C’de 30 saat sliresince gekerocakta laminar akistaki
hava ile kurutularak depolanmigtir. Felix O1
bakteriyofajinin pH’ya karsi hassasiyetini belirleyebilmek
icin pH degeri 2.8, 3.2, 3.7, 4.4, 6.2 ve 7.4’e ayarlanmis
%0.2’lik NaCl ¢ozeltisi igine 108 pob/mL dlzeyinde
olacak sekilde bakteriyofaj eklenmis ve 37°Cde 5
dakika inkibe edilmistir. Felix O1 bakteriyofajinin pH’ya
karsl hassas oldugu ve bakteriyofaj titresinin pH 2.8 ile
pH 3.2’de 8.0 log azaldigi saptanmistir. Mide sivisini
simile etmek i¢in hazirlanan 3.2 mg/mL pepsin ve %0.2
NaCl iceren, pH degeri 2.0 ve 2.4’e ayarlanmis olan 10
mL ¢ozelti, 160 mg kurutulmus mikrokapsul eklendikten
sonra 37°C’de 120 dakika siresince inkibe edilmistir.
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inkiibasyonun 60. dakikasinda pH degeri 2.4 olan mide
sivisinda bakteriyofaj titresinin 2.58 log azaldigi
belirlenirken, pH degeri 2.0 olan mide sivisinda 30
dakika sonunda bakteriyofaj tespit edilememistir. Safra
tuzunu %1.0 ve %2.0 oranlarinda igeren 10 mL’lik
gozeltiler, igerisine 160 mg kurutulmus mikrokapsul veya
100 pL mikrokapsillenmemis serbest bakteriyofaj 10°
pob/mL dizeyinde olacak sekilde ilave edildikten sonra
37°C'de 3 saat silresince inklbe edilmistir. Serbest
bakteriyofaj titresinin, %1.0’lik safra tuzu g¢ozeltisinde
inkiibasyonun 1. ve 3. saatleri sonunda sirasiyla 0.09 ve
1.29 log azaldigi; %2.0’lik safra tuzu ¢ozeltisinde ise
inkiibasyonun 1. ve 3. saatleri sonunda sirasiyla 0.58 ve
1.69 log azaldigi  belirlenirken,  mikrokapstle
bakteriyofajlarin ise safra tuzundan etkilenmedigi
saptanmistir. Simule bagirsak sivisindan (10 mg/mL
pankreatin, pH 6.8) 50 mL alinarak igine 200 mg
mikrokapsul eklenip 37°C’de 6 saat inkibe edilmis ve
inkiibasyon suresince bakteriyofajin mikrokapsulden
salinimi incelenmigtir. Simule bagirsak sivisi iginde
mikrokapsdullerin  sistigi ve yapilarinin  bozularak
¢ozundukleri gbézlenmekle birlikte, inklbasyonun ilk 30
dakikasinda bakteriyofaj titresinin  1.5x10° pob/mL
oldugu ve 5. saatin sonunda kapsdullerin tamamen
¢oOzllerek bakteriyofaj sayisinin  1.6x107  pob/mL
diizeyine ulastigi tespit edilmistir [24].

Dini ve ark. [28] yaptiklar c¢alismada, Bakteriyofaj
CA933P’yi farkli materyaller ile kaplayarak durettikleri
mikrokapsdullerin distk pH’ya dayanimini, bakteriyofaj
yukleme verimliligini ve pepsin enzimine kargi direncini
belirlemislerdir. Mikrokapsulasyon iglemi igin %3.0’'lUk
disik metoksili (LM) pektin ile %2.0’lik sodyum aljinat
kaplama ¢ozeltileri ve s6z konusu kaplama ¢ozeltilerine
Tween 20 ile oleik asit eklenerek elde edilen
emidilsiyonlari 1x108 pob/mL diizeyinde olacak sekilde
Bakteriyofaj CA933P ilave edildikten sonra 0.5 M CaCl:
sertlestirme ¢ozeltisi igerisine damlatilarak mikrokapstil
olusturuimus ve mikrokapsiller 4°C'de 12 saat
suresince sertlestirme ¢ozeltisinde bekletildikten sonra
filtre edilerek 4°C’de depolanmigtir. Ayrica, 1x108
pob/mL dizeyinde olacak sekilde Bakteriyofaj CA933P
eklenen %3.0’luk LM pektin ve %2.0’lik sodyum aljinat
cozeltileri, %0.2 yiksek metoksili (HM) pektin ile %0.2
guar gam iceren iki farkli 0.5 M CaCl: sertlestirme
¢ozeltisine damlatilarak mikrokapsil elde edilmis ve
mikrokapsuller 4°C’de 12 saat suresince sertlestirme
¢ozeltisinde bekletildikten sonra filtre edilerek 4°C’de
depolanmistir. Elde edilen mikrokapsillerin yikleme
verimliligi ile bakteriyofaji disik pH'ya (pH=1.6) karsi
koruma dizeyi belirlenerek en yiksek yukleme
verimliligi ve koruma dlzeyine sahip kaplama materyali

secilmis ve segilen kaplama materyali ile Uretilen
mikrokapsdullerin ~ simile  gastrointestinal sistem
kosullarindaki davranigi arastirilmistir.  Genel olarak

aljinat ile Uretilen mikrokapsullerin pektin icerenlere
goére; aljinat ve pektin emdlsiyonlari ile Uretilen
mikrokapsullerin de sadece aljinat ve pektin ile
Uretilenlere goére daha ylksek (P<0.05) vylkleme
verimliligine sahip oldugu saptanmistir. Sertlestirme
¢cozeltisine HM pektin ve guar gam eklenmesinin
mikrokapsdullerin yikleme verimliligini olumsuz etkiledigi,
distk pH'ya dayanimini ise etkilemedidi belirlenmigtir.
Bakteriyofaji disuk pH’ya karsi korumada, en yuksek
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koruma duzeyine sahip mikrokapsullerin yapiminda
pektin emdilsiyonu kullanilanlar oldugu; en dugsuk
koruma 0Ozelligine sahip olanlarin ise aljinat emulsiyonu
ile uretilen mikrokapsuller oldugu tespit edilmistir.
Calismanin ilerleyen bdlimlerindeki analizler pektin
emulsiyonu ile Uretilen mikrokapsullerle
gerceklestirilmistir. Pepsin enziminin mikrokapsuilasyon
islemi  uygulanmayan serbest bakteriyofajlar ile
mikrokapsule bakteriyofaj Uzerine etkisini incelenmek
icin pepsin enzimi icermeyen, 0.5, 1.5, 3.2 ve 4.2 mg/mL
pepsin enzimi iceren pH degeri 2.5 olarak hazirlanan
simUle mide sivilari, 1.52x10%° pob/mL diizeyinde olacak
sekilde serbest bakteriyofaj ile 1.56x107
pob/mikrokapsil bakteriyofaj iceren 10 adet mikrokapsiil
ilave edilip 37°C’de 180 dakika suresince tutulmustur.
Pepsin enzimi icermeyen simile mide sivisinda serbest
bakteriyofaj titresinin 10 dakika sonunda 3.7 log azaldigi
belirlenirken, 0.5 mg/mL pepsin enzimi iceren mide
sivisinda ise  bakteriyofaj tespit edilememistir.
Mikrokapsile bakteriyofajlarin pepsin enzimi
konsantrasyonu ve dusuk pH'dan etkilenmedigi, bununla
birlikte bakteriyofaj titresinin de 180 dakika suresince
degismedigi saptanmistir. Calismada ayrica tripsin (2.5
mg/mL) ve kimotripsin (3.0 mg/mL) iceren pH degeri 7.2
olan simile bagirsak sivisi, 1.52x10%° pob/mL dizeyinde
olacak sekilde serbest bakteriyofaj eklendikten sonra
37°C'de 24 saat bekletimis ve slre sonunda
bakteriyofaj titresinde degisim olmadigi belirlenmistir.
Bakteriyofajin mikrokapsilden salinimini incelenmek
icin pH degeri 7.2 olan fosfat tamponu, igine 20 adet
1.56x107 pob/mikrokapsdull bakteriyofaj iceren
mikrokapstllerden ilave edilip 19, 30 ve 37°C’lerde 240
dakika tutulmustur. Sicaklik ylkseldikge bakteriyofaj
saliniminin arttig1 ve 37°C’de 240 dakika sonunda fosfat
tamponu igindeki bakteriyofaj titresinin yaklasik 10°
pob/mL oldugu tespit edilmistir.

Mide sivisinin disiuk pH’sindan korumak amaciyla
Phage K’ya mikrokapsulasyon igleminin uygulandigi bir
calismada, %2.0 sodyum aljinat ve %2.0 sodyum aljinat
ile %1.0 kalsiyum karbonat iceren ¢ozeltilere 108 pob/mL
diizeyinde olacak sekilde Phage K ilave edilmistir.
Hazirlanan bakteriyofajli karisim 500 ym c¢apli nozula
sahip enkapsilator ile 50 mM CaCl2 ¢ozeltisine
ekstrizyon yontemiyle damlatilip bakteriyofaj iceren
mikrokapstller elde edilmigtir. Olugan mikrokapsiiller 30
dakika suresince 50 mM CaCl: c¢ozeltisinde
bekletildikten sonra filtre edilerek farkh
konsantrasyonlardaki (%5, 10, 15 ve 20) trehaloz,
sukroz, maltodekstrin ve yagsiz siut tozu ¢ozeltileri ile
kanstirildiktan sonra 22°C'de 30 saat siresince
cekerocakta laminar akistaki hava ile kurutulmugtur.
Phage K bakteriyofajinin  dusik pH'ya karsi
hassasiyetini belirleyebilmek icin pH degeri 3.8 ve 4.4’
ayarlanmis %0.2'lik NaCl ¢ozeltisi, igine 108 pob/mL
olacak sekilde bakteriyofaj eklenip 37°C’'de 5 dakika
inklibe edilmistir. Phage K bakteriyofajinin distik pH’ya
karsi hassas oldugu, pH 3.8 ve 4.4’de desimal azalma
surelerinin  sirasiyla 0.42 ve 4.9 dakika oldugu
saptanmistir. Mide sivisini simule etmek igin 3.2 mg/mL
pepsin ile %0.2 NaCl iceren ve pH degeri 2.5 olan 10
mL ¢ozelti, icine 190 mg kurutulmus mikrokapsul
konulup 37°C’de 120 dakika siresince inkibe edilmistir.
Simule mide sivisi icinde 60 dakika sonunda, sadece
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aljinat kullanilarak mikrokapstllenen Phage K'nin
titresinin 2.4 log azaldigr belirlenirken, 90 dakika
sonunda ortamda bakteriyofaj varligi tespit

edilememistir. Sodyum aljinat ve kalsiyum karbonat
kullanilarak elde edilen Phage K mikrokapstillerin distk
pH’ya direncinin yiksek oldugu ve simile mide sivisi
icinde 120 dakika sonunda Phage K'nin titresinin
sadece 0.17 log azaldigi saptanmistir.
Mikrokapsulasyon islemi  uygulanmayan  serbest
bakteriyofaj (107 pob/mL) ve mikrokapstile bakteriyofaj
%1.0 ve %2.0 safra tuzu iceren c¢ozeltiler icinde 37°C’de
3 saat sliresince inkiibe edilmigtir. Serbest bakteriyofaj
titresinin %1.0’lik safra tuzu ¢ozeltisinden etkilenmedigi,
%2.0’lik safra tuzu g¢ozeltisinde ise 3. saatin sonunda
0.23 log azaldigi belirlenmistir. Farkli materyallerle
kaplanan mikrokapsiile bakteriyofajin titresinin her iki
konsantrasyondaki safra tuzu ¢ozeltisinden
etkilenmedigi saptanmistir. Simile bagirsak sivisindan
(10 mg/mL pankreatin, pH 6.8) 50 mL alinarak igine 500
mg mikrokapsul eklenmis ve 37°C’de 12 saat suresince
bakteriyofajin mikrokapstilden salinimi incelenmistir.
Simile bagirsak sivisi icinde 6 ve 10 saat
inkiibasyondan sonra sadece aljinat ile kaplanan Phage
K’'nin mikrokapsitllerden salinim oranlarinin sirasiyla
%79 ve %90 oldugu belirlenirken, aljinat ve kalsiyum
karbonat ile kaplanan Phage K’'nin mikrokapsullerden
salinim oraninin bagirsak sivisi iginde 12 saat sonunda
%68 oldugu tespit edilmistir. Ayrica ¢alismada,
mikrokapsdullerin kurutulmasi sirasinda kullanilan farkli
cozeltiler ile konsantrasyonlarinin Phage K’'nin aktivitesi
Uzerine etkileri de belirlenmistir. Herhangi bir ¢ozelti
kullanilmadan kurutulan kontrol grubu mikrokapsullerde
kurutma sirasinda bakteriyofa;j titresinin 8.6’dan 3.0 log
pob/g’a dustiglu saptanmistir. Phage K igin en iyi
korumayi %20 oraninda yagsiz sit tozu igeren ¢ozelti ile
karistirildiktan ~ sonra  kurutulan  mikrokapsdillerin
sagladigi, bu mikrokapsillerin  kurutma sonunda
bakteriyofaj titresinin baglangica goére degismedigi tespit
edilmistir [29].

Tang ve ark. [25] yaptiklari calismada, farkl oranlarda
sodyum aljinat (NA) ve peyniralti suyu protein tozu (WP)
iceren karisimi kullanarak Felix O1 bakteriyofajini

mikrokapsullemis ve mikrokapsdllerin simtle
gastrointestinal sistem kosullarina dayanimini
incelemiglerdir. A (%0.8 NA+%3.0 WP), B (%1.5

NA+%3.0 WP) ve C (%0.8 NA+%5.0 WP) kaplama
materyali karigimlarina ~10! pob/mL diizeyinde olacak
sekilde Felix O1 bakteriyofaji eklenmis ve bakteriyofaj
iceren kaplama materyali karigimlart 500 um capli
nozula sahip enkapsilator ile 0.1 M CaClz ¢bzeltisine
ekstrizyon yontemiyle damlatilip bakteriyofaj iceren
mikrokapsduller elde edilmistir. Mikrokapsduller
sertlesmeleri icin 30 dakika slresince 0.1 M CacCl2
cozeltisinde bekletildikten sonra filtre edilerek 4°C’'de
depolanmistir.  Farkl konsantrasyonlardaki kaplama
materyalleri kullanilarak elde edilen mikrokapsullerin
yukleme verimliliklerinin %99 oldugu ve bakteriyofaj
titresinin 10.58 ile 10.81 log pob/g arasinda degistigi
belirlenmistir. Mide sivisini simile etmek igin 3.2 mg/mL
pepsin ve %0.2 NaCl igeren, pH degeri 2.0 ve 2.5
ayarlanmis olan c¢ozeltiler kullaniimis olup, bu ¢ozeltiler
icine mikrokapstle bakteriyofaj konularak 41.4°C’de 120
dakika siiresince inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
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pH degeri 2.0’ye ayarlanmis mide sivisi iginde A, B ve C
karisimlart  kullanilarak  Uretilen  mikrokapstllerde
bakteriyofaj titresinin sirasiyla yaklasik 2.0, 1.0 ve 0.5
log dizeylerinde azaldigi saptanirken, pH degeri 2.5
olan mide sivisi icinde bakteriyofaj titresinde azalma
olmadig! tespit edilmistir. Felix O1 bakteriyofajinin farkli
konsantrasyondaki kaplama materyali karisimlari ile
uretilen  mikrokapsullerden  salinmi, 10  mg/mL
pankreatin iceren ve pH degeri 6.8 olan simile bagirsak
sivisi icinde 41.4°C’de 6 saat suresince izlenmistir. Ayni
aljinat konsantrasyonuna sahip A ve C karigimlari
kullanilarak uretilen bakteriyofajlarin salinim oranlari
incelendiginde, karigsimlardaki WP konsantrasyonu

arttikca bakteriyofaj saliniminin yavasladigi
belirlenmigtir.

Samtlebe ve ark. [30] farkh mikrokapsul Uretim
yontemleri ve kaplama materyalleri  kullanarak

Lactococcus phage P008 igeren mikrokapstiller tretmis
ve mikrokapsillerin simile mide ve bagirsak sivilari
icindeki  davranislarini  incelemislerdir.  Emulsiyon
yontemiyle mikrokapsul tretmek icin, yagsiz sit tozu ile
hazirlanan ¢bzelti, igerisine ~10° pob/mL diizeyinde
olacak sekilde Lactococcus phage P008 ve 60 pL rennet
enzimi eklenip 5°C’de 60 dakika inklibe edilmistir.
inkiibasyon sonrasi karisim, CaCl. eklendikten sonra
cicek yag icine 0.55 mm nozula sahip siringa ile
damlatilimistir.  Ekstrizyon yontemiyle mikrokapsdil
uretmek icin, %1.6'lik sodyum aljinat cozeltisine ve
%1.6’lik sodyum aljinat ¢ozeltisi ile %10’luk peyniralti
suyu tozu ¢Ozeltisinin birebir oraninda karistiriimasiyla
hazirlanan karigim gozeltisine ~10° pob/mL dlzeyinde
bakteriyofaj ilave edilmistir. Bakteriyofaj ilavesinden
sonra her iki ¢ozelti 0.55 mm nozula sahip siringa ile
100 mM CaCl. c¢ozeltisine damlatiip 30 dakika
bekletiimis ve bakteriyofaj iceren mikrokapsiiller elde

edilmistir. Mikrokapstle bakteriyofaj ile
mikrokapsllasyon  islemi  uygulanmayan serbest
bakteriyofajlarin  simile mide sivisina direncini

belirleyebilmek igin 3.2 mg/mL pepsin, %0.2 NaCl ve 80
mM HCI iceren, pH degeri 2.0'ye ayarlanmig olan
¢Ozelti, icine mikrokapsile bakteriyofaj ile serbest
bakteriyofaj ilave edilip 37°C’de 120 dakika suresince
inkibe  edilmigtir.  Lactococcus phage P008'in
mikrokapsullerden salinimi simile bagirsak sivisi (10
mg/mL pankreatin, pH 6.8) iginde belirlenmistir. Serbest
bakteriyofajin mide sivisi iginde 1 dakika iginde inhibe
oldugu, 30 dakika sonunda sadece sodyum aljinat
kullanilarak ekstrizyon yodntemi ile mikrokapsullenen
bakteriyofajlarin titresinin ise 10 pob/g’in altina dustiugu
saptanmistir.  Simile mide sivisinda inkibasyon
sonunda, emiulsiyon yontemiyle uretilen mikrokapsile
bakteriyofajin titresinin 2.2 log azaldigi tespit edilirken,
sodyum aljinat-peyniralti  suyu tozu karisimi ile
ekstrizyon yontemi kullanilarak kaplanan mikrokapsile
bakteriyofajin titresinin baslangica goére degismedigi
belirlenmistir. Simile bagirsak sivisi iginde 1 dakika
sonunda, emdllsiyon ydntemiyle ve sodyum aljinat-
peyniralti suyu tozu karigsimi kullanilarak ekstrizyon
yontemiyle Uretilen  mikrokapsile bakteriyofajlarin
titresinin sirasiyla 10° ve 10° pob/mL oldugu; 120 dakika

sonunda ise ayni mikrokapsule bakteriyofajlarin
titresinin sirasiyla 107 ve 108 pob/mL oldugu tespit
edilmigtir. Ayrica c¢alismada, ekstrizyon yontemi
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kullanilarak  sodyum  aljinat-peyniralti  suyu tozu
karigimiyla Uretilen bakteriyofaj mikrokapsulleri 120
dakika simlle mide sivisinda tutulduktan sonra simile

bagirsak  sivisi  icine  aktarilarak  bakteriyofajin
mikrokapsullerden salinimi  incelenmigtir. Bagirsak
sivisinda 30. dakika ve 1. saatin sonunda

mikrokapsdullerden salinan bakteriyofaj titresinin sirasiyla
108 ve 10° pob/mL diizeyinde oldugu saptanmistir.

Yapilan baska bir g¢alismada, sodyum aljinat (NA) ve
peyniralti suyu protein tozu (WP)nu farkh oranlarda
iceren karisim, farkh nozul gapina sahip
enkapsulatorden gegirilip ekstriizyon yontemi ile Phage
K igeren mikrokapsiiller Gretilmistir. igerisine 10° pob/mL
diizeyinde olacak sekilde Phage K bakteriyofaji eklenen
A (%0.8 NA+%3.0 WP), B (%1.5 NA+%3.0 WP) ve C
(%0.8 NA+%5.0 WP) karigimlari 500 uym c¢apli nozula
sahip enkapsulatér kullanilarak; D (%1.5 NA+%3.0 WP)
ve E (%1.5 NA+%4.0 WP) karigimlari ise 300 um c¢apl
nozula sahip enkapstlator ile 100 mM CaCl. ¢ozeltisi
icerisine damlatiimis ve mikrokapsduller Uretilmistir. A, B
ve C karigimlar ile Uretilen mikrokapsiller %40’hk
maltodekstrin igerisinde 22°C’de 30 saat siresince
cekerocakta laminar akistaki hava ile kurutularak,
kurutulmus A (Ax), kurutulmus B (Bk) ve kurutulmus C
(Ck) ornekleri elde  edilmistir. Elde edilen
mikrokapsdullerin yikleme verimlilikleri, partikul boyutlari
ile simile mide ve bagirsak sivilarindaki davranislari
incelenmigtir.  Uretilen  mikrokapsiillerin  yiikleme
verimliliklerinin %99 oldugu ve A, B, C ile D karigimlari
kullanilarak elde edilen mikrokapsdullerin ortalama
¢aplarinin sirasiyla 310116, 648+13, 880180 ve 323114
pm oldugu tespit edilmistir. Mikrokapsilasyonda
kullanilan kaplama materyali karigimlarinin toplam
konsantrasyonu arttikga Uretilen mikrokapsulerinin
g¢aplarinin arttigi; nozul c¢apinin kigulmesiyle ise
mikrokapsUl c¢aplarinin azaldigi saptanmistir. Pepsin
(3.2 mg/mL) ve NaCl (2 mg/mL) igceren, pH degeri 1.5,
2.0 ve 2.5'e ayarlanmig simile mide sivilari 10° pob/mL
dizeyinde olacak sekilde mikrokapsile Phage K
eklendikten sonra 37°C’de 120 dakika suresince inkiube
edilmigtir. D karisimi ile mikrokapstillenen bakteriyofajin,
pH degeri 2.0'ye ayarlanmig simule mide sivisinda 20
dakika sonunda tamamen inhibe oldugu belirlenirken,
120 dakika sonunda B karisimi ile Uretilen mikrokapsule
bakteriyofajin titresinin 2 log azaldigi saptanmigtir. D
kullanilarak uretilen mikrokapsuller pH 1.5’e ayarlanmis
simile mide sivisina konulduktan 1 dakika sonra
ortamda bakteriyofaj varligi tespit edilememisken, E
karigimiyla Uretilen mikrokapsitillerdeki bakteriyofajlarin
10 dakika  slresince  aktivitelerini  koruduklari
belirlenmistir. pH degeri 2.5 olan simile mide sivisi igine
eklenen Ck ve Ax drneklerinde 120 dakika sonunda
bakteriyofaj titresinin sirasiyla 0.5 ve 5.0 log azaldigi
saptanmistir.  Mikrokapsul gapininin  bluyumesi ve
kaplama materyali karisiminda kullanilan WP miktarinin
artmasiyla mikrokapsullerin  mide sivisinin  ylksek
asitligine karsi direncinin arttigi belirlenmistir. Calismada
simile bagirsak sivisi (10 mg/mL pankreatin, pH 6.8)
icine mikrokapstiller eklenmis ve 37°Cde 12 saat
suresince Phage K'nin mikrokapslllerden salinimi
incelenmistir. B ve E karisimlari kullanilarak Uretilen
mikrokapsdullerin  simlle bagirsak ¢ozeltisi i¢inde
sirasiyla 75 ve 120 dakikada tamamen ¢oézundukleri
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belirlenmistir. Ak, Bk ve Ck mikrokapsiillerinin ise simile
bagirsak c¢ozeltisi icinde sirasiyla 25, 100 ve 120
dakikada tamamen ¢ozundikleri tespit edilmistir [31].

Broiler tavuklarda Salmonella enfeksiyonunu 6nlemek
amaciyla yapilan bir galismada, 500 mg %21.0 oraninda
CaCOs ve 900 mg %1.8 oranindaki sodyum aljinat
iceren gozelti igerisine 10! pob/mL diizeyinde olacak
sekide UAB Phi20, UAB Phi78 ve UAB Phi87
Salmonella bakteriyofajlari ilave edilmistir. Hazirlanan
bakteriyofajli karigimlar 1.5 mL/dak akis hizinda %1.8
oranindaki CaCl: ¢ozeltisi igine spray nozulla eklenmis
ve mikrokapsuller Gretilmistir. Olusan mikrokapsiller 90
dakika siresince %1.8 oranindaki CaCl. c¢ozeltisinde
bekletildikten sonra santrifij edilerek 10 mM MgSOa
¢oOzeltisi icinde 4°C’de 6 ay depolanmistir. UAB Phi20,
UAB Phi78 ve UAB Phi87 bakteriyofajlarina ait
mikrokapsulllerin ortalama c¢aplarinin sirasiyla 1249,

14116 ve 14946 pum oldugu belirlenirken,
mikrokapsullerin ylkleme verimliliklerinin %98 ile %99
arasinda degistigi saptanmistir. Mikrokapstle
bakteriyofajlar ile mikrokapsulasyon islemi

uygulanmayan serbest bakteriyofajlarin simile mide
sivisina direncini belirleyebilmek igin 3.0 mg/mL pepsin,
%85 oraninda NaCl iceren, pH degeri 2.8’e ayarlanmis
olan gozelti, igine mikrokapsile bakteriyofaj ile serbest
bakteriyofaj ilave edilip 42°C’'de 60 dakika suresince
inkibe edilmistir. UAB Phi20, UAB Phi78 ve UAB Phi87
bakteriyofajlarinin  mikrokapstllerden salinimi simile
bagirsak sivisi (1 mg/mL pankreatin, 10 mM safra tuzu,
%85 oraninda NaCl, pH 8.0) icinde belirlenmistir.
Mikrokapsile UAB Phi78 ve UAB Phi87 bakteriyofaj
titrelerinin simile mide sivisi icinde 60 dakika sonunda
siraslyla 2.9 ve 3.5 log azaldi§i tespit edilirken, serbest
formlarinin titrelerinin yaklagik olarak 8.0 log azaldigi
belirlenmigtir. Simile mide sivisi iginde 60 dakika
sonunda mikrokapsile UAB Phi20 bakteriyofaj titresinde
ise azalma saptanamamistir. UAB Phi20, UAB Phi78 ve
UAB Phi87 bakteriyofajlarinin simile bagirsak sivisi
icinde 40 dakika sonunda  mikrokapsillerden
salinimlarinin  sirasiyla %97.7+18.6, %88.4+7.6 ve
%100.0£20.8 oldugu belirlenmistir. Ayrica, ¢alismada in
vivo denemeler icin broiler tavuklar Salmonella
typhimurium ATCC14028 Rif® bakterisi ile 107
kob/hayvan olacak sekilde enfekte edilmis ve bir gruba
serbest formdaki UAB Phi20, UAB Phi78 ve UAB Phi87
bakteriyofajlarindan hazirlanan karigim (1:1:1), diger bir
gruba ise mikrokapsile UAB Phi20, UAB Phi78 ve UAB
Phi87 bakteriyofajlarindan hazirlanan karisim (1:1:1)
10° pob/hayvan dizeyinde MgSO. gozeltisi iginde
tavuklara agiz yoluyla verilmistir. Kontrol grubu enfekte
tavuklara ise sadece bakteriyofaj icermeyen MgSO4
¢Ozelti verilmistir. Enfeksiyonun ardindan 1., 3., 6., 8.,
10. ve 15. gunlerde tavuklarinin kor bagirsaklarindan
ornek alinarak S. typhimurium ATCC14028 RifR sayisi
belirlenmistir. Kontrol grubu enfekte tavuklar ile serbest
ve mikrokapsile bakteriyofaj karigsimi verilen enfekte
tavuklarin  kér bagirsaklarinda 15 ginidn sonunda
S. typhimurium ATCC14028 Rif? sayisi sirasiyla
5.2+1.3, 6.321.0 ve 3.512.1 log kob/g olarak tespit
edilmigtir. Calismanin sonucunda Salmonella ile enfekte
olan ticari broiler tavuklarda agiz yoluyla faj terapisinin
basariyla uygulandigi degerlendirilmistir [32].
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Konu ile ilgili yapilan calismalarda; bakteriyofajlarin
mikrokapsulasyonunda kullanilan kaplama
materyallerinin mikrokapsil boyutunu ve verimliligini
etkiledigi, genel olarak mikrokapsilasyon uygulamasinin
bakteriyofajlarin canliliklarini gastrointestinal sistemin
olumsuz kosullarina kargi korudugu ve ayrica
mikrokapsulasyon uygulamasi ile bakteriyofaj
saliniminin kontrollinin saglandig belirtilmigtir.

SONUG

Bakteriyofajlarin basta su olmak Uzere gidalarin ve
insan gastrointestinal sisteminin dogal florasinda yiksek
sayida bulunmasi ve tiketiminin insanda zararl etkileri
olmamasi, bakteriyofajlarin gidalarda antibakteriyel ajan
olarak kullaniimasi fikrini dogurmustur. Bu fikir
dogrultusunda yapilan c¢alismalar, bakteriyofajlarin
antibakteriyel ajan olarak gidalarin korunmasinda
kullanilabilecegini ortaya koymustur. Bakteriyofajlarin
gidalarda patojen bakterilerin kontroli igin kullaniminin
cesitli otorite kuruluglari tarafindan onaylanmasi ve ticari
firmalarin s6z konusu amaca yonelik bakteriyofaj
preparatlari Uretmesi konu ile ilgili ¢aligsmalari
arttirmigtir.  Ulkemizde ise bakteriyofajlarin gidalarda
antibakteriyel ajan olarak kullanimina ydénelik sinirh
sayida calisma yapilmis olmakla birlikte, konu ile ilgili
herhangi bir yasal dizenleme bulunmamaktadir.
Bakteriyofajlarin antibakteriyel ajan olarak kullanimi ile
ilgili  Glkemizde  gerekli  yasal duzenlemelerin
yapilabilmesine 1sik tutabilecek nitelikte c¢alismalarin
yeterince yapilmiyor olmasi Onemli bir eksikliktir.
Bakteriyofajlari hem gidalarin olumsuz &6zelliklerinden
hem de tiketimleri sonucunda gastrointestinal sistemin
olumsuz kosullarindan korunmasina yonelik ¢alismalara
agirhk verilmesi gerekmektedir. Bakteriyofaj
mikrokapsulasyonu uygulamalarina ydnelik calismalar,
mikrokapsulasyon yonteminin bakteriyofaijlari
gastrointestinal sistemin olumsuz etkilerine karsi
korumada basarili oldugunu gostermekle birlikte,
yapilan literatir taramasinda halen mikrokapsile
bakteriyofajlarin gidalarda kullanimi lizerine galigmalarin
mevcut olmadigi belirlenmistir. Konu ile ilgili yapilacak
calismalarda, 6zellikle gida Uretiminde kullanilabilecek
boyutlarda bakteriyofaj mikrokapsullerinin
olusturulmasina yonelik farkh kapsilleme teknolojilerine
odaklaniimasi ve mikrokapsule bakteriyofaj stabilitesinin
gastrointestinal sistemde in vitro ve in vivo olarak
arastinimasi gerekmektedir.
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