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OZET

Liyofilizasyon uzun silreli saklamada uygulanan bir yéntemdir. Farkh kimyasal ve ¢dzeltiler liyofilizasyon sonrasi
suslarin maksimum canlandiriimasi amaciyla kullaniimaktadir. Sakkaroz ve yagdsiz sit tozu en yaygin kullanilan
gjanlardir. Reagent 18 genellikle farkllh kiltir koleksiyonlarinda kullaniimaktadir. Bu arastirmada farkh
kriyoprotektanlar (hiicre cekirdegini soguktan koruyan maddeler) kullanilarak S. typhimurium liyofilize edilmis ve
susun stabilitesi degerlendirilmistir. Sonuglar Reagent 18'in S. typhimurium suslarinin saklanmasinda etkili oldugunu
gbstermistir.

Anahtar Kelimeler: Salmonella, Liyofilizasyon, Kriyoprotektant, Reagent 18

Effect of Different Cryoprotectants on Salmonella typhimurium during Freeze Drying
ABSTRACT

Freeze drying is a sophisticated way for long term storage of bacteria. Different chemicals and solutions are used to
reach maximum recovery of strains after freeze-drying. Sucrose and skim milk are popular reagents that are
massively used. Reagent 18 is widely used in different culture collections. In this study, different combinations of
cryoprotectants are used for freeze-drying S. typhimurium, and stability of the strain was evaluated. The results
showed that Reagent 18 is effective during the storage of freeze-dried S. typhimurium strains.
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GiRIiS kriyoprotektanin kullanimi denenmis ancak her bakteri
icin ayni kriyorpotektanin ayni sekilde cevap vermedigi
Biyocesitlilik ve genetik varyasyonlarin farkindaligi ile g6zlemlenmistir [1-7]. Genotipik ve morfolojik degisimleri
bilim insanlari kdltlr koleksiyonlar yapmaktadir. Bu minimize ederek slrekli ilk pasaji ile ayn kalitede
kapsamda yapilan bakteri kiltlir koleksiyonlarinin sayisi Ureyebilen mikroorganizmalarin saklanmasi igin iki yol
gunden glne artmaktadir [1]. Salmonella kultuleri birgok vardir: dondurarak saklama veya liyofilizasyon [3, 6].
amagla saklanabilmektedir; epidemiyolojik slrveyans
verisi, antimikrobiyal direnglilik, genotiplendirme ve diger Farkli kdltor koleksiyonlarinda farkli kriyoprotektanlar

farkl amaglar gozetilmektedir [2, 7]. kullanilmasina ragmen liyofilizasyonda bu farkli ajanlarin

kullanimina ait sinirl veri vardir. Bu calisma farkl
Kultdr koleksiyonlari yayginlastikca bakterilerin uzun kriyoprotektanlarin Salmonella typhimurium
sureli saklanmasi konusu arastirmalarda yer almaya liyofilizasyonu ve sonrasinda etkilerini g&stermeyi
baslamistir. Buna bagh olarak birgok  farkli amagclamistir.
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GEREC ve YONTEM

On farkh S. typhimurium kiltirG (Tablo 1) ayn ayri 500
mL brain heart infusion broth (BHI) icerisine aktarilarak
37°C 18 saat inkibasyona birakiimistir. Zenginlestirme
sivisi santriflj tlplerine aktarilarak 5 dakika 3500 rpm
santrif(j edilmigtir. Sipernatant atillarak pelet 5 mL
phosphate buffer saline (PBS) ile homojenize edilmistir.

Homojenizat yeniden 3500 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmigtir. Santriflji takiben pelet 5000 upL PBS
icerisinde sulandirilarak seri dilisyonlar hazirlanmig ve
yayma plak ydntemi ile plate count agarda (PCA) sayim
icin ekim yapilirken, kontaminasyon varligi icin xylose
lysine deoxycholate (XLD) agara ¢izme plak yontemi ile
paralel ekimler yapiimigtir.

Tablo 1. Galismada kullanilan Salmonella typhimurium suslari

ATCC 25241 ATCC 26629 ATCC 51812 ATCC 13311 ATCC 49416
Tavuk eti izolatl Hindi eti izolati Alabalik izolati
NCIMB 13284  NCTC 74 saha susu saha susu saha susu
Bes ayri kriyoprotektan hazirlanmistir. Bu amagla icerisinde 1.5 g trypticase soya broth (TSB), 5 g BSA V

Sakkaroz, Bovine Serum Albumin Fraction V (BSA V) ve
Skim Milk steril distile su igerisinde hazirlanarak 0.20 um
por caph filirelerden gegirilerek steril siselere
aktariimigtir. Reagent 18 hazirlanirken 100 mL

Tablo 2. Calisma gruplarinin dizayni

ve 1.5 g sakkaroz tartimis 100 mL igerisinde
¢Ozdlrllerek 0.20 um por caplh filtrelerden gegirilerek
steril siselere aktariimistir. Gruplar ve kriyoprotektanlar
Tablo 2'de 6zetlenmistir.

Grup No  Kriyoprotektan Grup kodu  Hazirlanan TUp Sayisi
1 20% Sakkaroz SC 50
2 20% Sakkaroz + 5% BSA V SCBSA 50
3 Reagent 18 R18 50
4 20% Skim Milk SM 50
5 20% Skim Milk + 5% BSAV  SMBSA 50

Tum gruplarda hazirlanan kriyoprotektanlardan 500 pL
liyofilizasyon tlplne aktarilarak Uzerine 50 pL
S. typhimurium sitspansiyonu eklenmigtir. Tim tlpler
-18°C’de dondurulmus ve liyofilizatore aktanlimistir.
Liyofilizasyon ana kurutma islemi -38°C, 0.028 atm
basin¢g altinda gergeklesmistir. Kurumayi takiben
oOrneklerin  agzi  tipalanarak oda  sicakliginda
depolanmistir.

Liyofilizasyonun yapildigi gun sifinrnci gin kabul
edilerek, 1, 3, 5, 7, 10, 15, 30, 45, 60, 120, 150, 180 ve
210. glnlerde her sus icin 3 adet olmak Uzere, 5 grup

icin 15 tlp alinarak 1000 pL “maximum recovery diluent”
(MRD) icerisinde sulandirilarak  seri  dilisyonlar
hazirlanmis ve PCA’da sayim, XLD’de kontaminasyon
bakilmistir. Sayimlar 3 tlpin ortalamasi alinarak kayit
edilmigtir. Suslar arasi farkliiklar Student t testi ile
incelenmisgtir.

BULGULAR ve TARTISMA

Galismanin sonuglari Tablo 3'te 6zetlenmistir. Suslar
aras! herhangi bir fark tespit edilmemistir.

Tablo 3. Liyofilizasyonda kullanilan farkl kriyoprotektantlarin Salmonella typhimurium Gizerine etkisi (kob/mL)

Sakkaroz (20 %)

Skim Milk (20 %)

Ganler Sakkaroz (20 %) + BSA V (5 %) Reagent 18  Skim Milk (20 %) + BSA V (5 %)
Stok kdltdr 9.99+0.0010 9.99+0.0010 9.99+0.0010 9.99+0.0010 9.99+0.0010
0 9.96+0.0015 9.98+0.0018 9.98+0.0015 9.94+0.0012 9.96+0.0016
1 9.96+0.0018 9.98+0.0015 9.99+0.0013 9.91£0.0011 9.95+0.0014
3 9.93+0.0015 9.97+0.0019 9.98+0.0012 9.91+0.0015 9.92+0.0015
5 9.8110.0017 9.91+0.0018 9.9840.0017 9.72+0.0014 9.89+0.0015
7 9.62+0.0014 9.9040.0014 9.97+0.0012 9.61+0.0014 9.8340.0017
10 9.15+0.0018 9.65+0.0013 9.97+0.0013 9.00£0.0011 9.38+0.0018
15 7.95+0.0020 9.26+0.0018 9.94+0.0013 8.94+0.0013 8.96+0.0016
30 7.63+0.0021 8.95+0.0017 9.91+0.0011 8.34+0.0012 8.65+0.0013
45 6.89+0.0015 6.99+0.0015 9.81+0.0012 6.38+0.0012 6.72+0.0011
60 6.63+0.0011 6.94+0.0015 9.00+0.0013 5.95+0.0011 6.11+0.0018
120 6.08+0.0013 6.50+0.0013 8.72+0.0014 5.12+0.0018 5.92+0.0011
150 5.98+0.0010 6.20+0.0011 8.71+0.0012 5.03+0.0011 5.90+0.0016
180 5.95+0.0015 6.15+0.0010 8.71£0.0013 5.00+0.0012 5.90+0.0013
210 5.91+0.0013 6.08+0.0010 8.71+0.0012 5.00+0.0010 5.85+0.0014
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Yapilan analizlerde Reagent 18'in en yuksek koruma
sagladigi ve 1.28 kob/mL azalma ile en az azalmayi
gosterdigi  tespit edilmistir. BSA V eklendiginde
sakkarozun etkisi artarken benzer etki SM ve SMBSA’da
gbzlemlenmemistir. Bakterilerin liyofilizasyon sonrasi
stabilizasyonu Sekil 1’de gbsterilmistir.
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S.typhimurium stabilizasyonunun zamana bagh degisimi
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Ray ve ark. [7] skim milk igerisinde dondurma islemini
takiben  Salmonella anatum suslarinin %70-90'inin
zarar gordugund bildirmislerdir. Sulandirmayi takiben
yarali hicrelerin deoxycholate igeren besiyerlerinde
Ureme zorlugu gdsterdigini bildirmiglerdir. Bu c¢alisma
verileri bizim ¢alismamizla uyum igerisindedir. Mackey
and Derrick [8] BSA V ile yapilan liyofilizasyonun S.
typhimurium igin daha koruyucu oldugunu bildirmistir.
Simon ve ark. [9] farkl S. typhimurium Uzerine farkl
kryoprotektanlarin bir etkisi olmadigini ve bakterilerin
izolasyon sirasinda  gidadaki adaptasyonlarini
kaybedebileceklerini bildirmiglerdir. Bizim ¢alismamizda
da suslar arasinda bir farklilk gézlemlenmemistir. Ayni
galismada uzun sireli saklama amaciyla BSAV
sakkaroz ikilisinin sakaroza gére daha uygun oldugu
bildirilmisgtir.

Sonug olarak S. typhimurium klltdrlerinin
liyofilizasyonunda kullanilan farkli kriyoprotektanlarin
canhliklari UGzerine etkisi oldugu ve Reagent 18'in
guvenilir bir kriyoprotektan oldugu belirlenmistir.
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