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Bu c¢alismada Trichophyton verrucosum sukroz ve jelatin'in farkli derisimlerde
hazirlanmis 5 stabilizator ( A stabilizatorii: Jelatin % 5 - Sukroz %7.5, B stabilizatorii:
Jelatin %7.5 - Sukroz % 7.5, C stabilizatori: Jelatin %10 - Sukroz % 7.5, D
stabilizatorii: Jelatin % 5 - Sukroz % 5, E stabilizatorii: Jelatin % 5- Sukroz % 10) ile
liyofilizasyon sirasindaki ve sonrasindaki biitlin gruplardaki canlilik kayiplarini
belirleyerek en iyi stabilizatér se¢imi yapilmaya yonelik arastirma yapilmigtir. Bu
amagla Dollvet Veteriner As1 ilag¢ Biyolojik Madde Uretim A.S. Mantar laboratuvarinda
Trichophyton verrucosum MA yiizeyinde iretilip hazirlanan stabilizatorlerle
homojenize edilip mikroskop ve canlilik sayimi yapildiktan sonra liyofilize edilmistir.
Liyofilizasyon sonrasi biitiin gruplarin vakum, nem ve sterilite testi yapilmistir.
Liyofilizasyon sonrasi canlilik sayimlarina gore % 91.1 ile C stabilizatorii, % 91 ile E
stabilizatorii en 1yi korumay1 gergeklestirmistir. Hizli stabilite testine gore % 35.2, 1. ay
canlililk saymmina gore % 85, 3. ay canlilbik sayimina gore % 81.5 koruma ile
liyofilizasyondan sonra muhafaza siiresince en 1iyi korumayr C stabilizatorii
gerceklestirmistir. Yapilan bu ¢alismada sukroz oraninin % 7.5, jelatin oraninin % 10
olarak secilmesinin Trichophyton verrucosum'un liyofilizasyonu i¢in en uygun derisim
oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimer: Trichophyton verrucosum, stabilizator, liyofilizasyon, MA
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The current study was designed to determine the vitality loss in all groups during and
after the lyophilization of Trichophyton verrucosum using five stabilizers prepared with
different concentrations of sucrose and gelatine (A stabilizer: Gelatin 5% - Sucrose
7.5%, B stabilizer: Gelatin 7.5% - Sucrose 7.5%, C stabilizer: Gelatin 10% - Sucrose
7.5%, D stabilizer : Gelatin 5% - Sucrose, 5%, E stabilizer: Gelatin 5% - Sucrose 10%)
and then the best stabilizer was ascertained. In this context, The present study was
conducted at fungi laboratory at Dollvet Veterinary Vaccine Production and Marketing
Company. Trichophyton verrucosum was grown in media supplemented with malt agar
and homogenized with different stabilizators and then microscobic and vitality
countings were followed by lyophilization. After lyophilization, vacuum, moisture and
sterility test of all groups were performed. According to the viability countings after
lyophilization, the best protection was determined with stabilizer-C (91.1%) and
stabilizer-E (91%). According to the fast stability test with 35.2 % protection first
month counting with 85,3 % protection and third month counting 81.5% protection
after lyophilization, the best protection was determined with stabilizer-C along with
storage. In this study, 7.5% of sucrose and 10% of gelatin concentrations were found to
be the most suitable for lyophilization of Trichophyton verrucosum.

Key words: Trichophyton verrucosum, stabilizer, lyophilization, malt agar
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1.GIRIS
Dermatofitler canlilarda deri, sag, kil ve tily gibi yapilara yerleserek canlinin bu

yapilarinda deformasyona sebep olurlar [1-2]. Dermatofit infeksiyonlarina "ringworm"

ismi verilmistir [3].

Uzun zamandir bilinen deri ve lizerindeki yapilara yerlesme egilimindeki bu hastaligin

sebepleri patojenik dermatofitlerdir [4-5].

Dematofitler iklim, hijyen ve cografik konum gibi ¢evresel etkilerin yani sira niifus
hareketi ile zamanla degisim gosterebilirler. Tiirkiyede 1970'lerde en ¢ok gdzlenen

dermatofitler Trichophyton verrucosum ve Trichophyton rubrum oldugu belirtilmistir

[6].

Dermatofitler; Trichophyton, Microsporum ve Epidermophyton olmak iizere 3 cinse
ayrilir [4-5]. Giiniimiizde en fazla izole edilen tiirlerin ise Trichophyton rubrum ve

Trichophyton mentagrophytes oldugu belirlenmistir [7,8-9].

Trichophyton ve Microsporum'a ait bir ¢ok tiir ¢iftlik hayvanlarinda infeksiyonlara
sebep olmaktadir. Sigirlarda T.verrucosum, Domuzlarda Microsporum nanum, Atlarda
Trichophyton eguinum, Microsporum gypseum ve Microsporum eguinum hastaliga
sebep olmaktadir [3-5].

Atlarda Trichophytosis (ringworm) Trichophyton eguinum'dan dolayr olusan deride
O0dem, killarin dokiilmesi ve en son olarak kabuk tutarak deriye yerlesen bulasici bir
dermatomikozistir [1-11]. Atlarda Microsporum eguinum, Trichophyton gypseum ve T.

mentagrophytes tiirleride dermatomikoza sebep oldugu saptanmigtir [12-13].

Trikofitoz sigirlarda, epitel tabakada deri ve killara enfekte olan bulasict bir hastaliktir.
Bu hastaligin etkeni genellikle Trichophyton verrucosum'dur. Fakat Trichophyton
menagrophytes'in de sigirlarda bazen enfeksiyon olusturdugu belirtilmistir. Ayni
zamanda Trichophyton rubrum, Trichophyton simii ve Microsporum gypseum'un da
sigirlarda deri enfeksiyonu olusturdugu raporlanmistir [12-14]. Sigirlarda Tinea annular

deride lezyon olustururlar [1.3-5].



Domuzlarda dermatofitoz sik goriilmeyen bir enfeksiyon c¢esididir. Hastaligin
goriindligi  zamanlarda ise en stk Microsporum nanum ve Trichophyton

mentagrophytes'in enfeksiyona sebep oldugu gézlemlenmistir [1-3].

Trichophyton menagrophytes, antropofilik bir mantar olmasina ragmen sigir, at, koyun

ve domuzlardada hastalik olusturur. Bu yiizden zoofiliktir ve yaygin bir sekilde

bulagicidir [1-3].

Amerika Birlesik Devletleri, Kanada, Ingiltere, Avusturalya ve Yeni Zellanda da ¢iftlik
hayvanlarindaki dermatofitoz raporlanmustir [15]. Ulkemizde ise evcil hayvanlarda

dermatofitlerin izolasyonu ile ilgili ¢alismalar ¢ok az sayidadir [16-17].

Sigir, at ve domuz gibi ciftlik hayvanlarinda enfeksiyon olusturan dermatofitozun
epidemiyolojisine etki eden bir ¢ok farkli etken vardir. Bunlar arasinda konakgiya ait

faktorler ve gevresel faktorler en onemlileridir [3].

Konakeiyla ilgili faktorlerin basinda gelen yas ve cinsiyet en dnemli olan faktorlerdir.
Dermatomikozalar en fazla geng ¢iftlik hayvanlarinda infeksiyon olusturur [3-18]. Ayni
zamanda dermatofitoz prevalansinin disi hayvanlara oranla erkek hayvanlarda daha

yiiksek oldugu rapor halinde belirtilmistir [18].

Cevresel faktorlerinde dermatomikozalara etkisi bulunmaktadir. Iklimsel faktorler,
ortamin durumu, beslenme sekilleri, bulundugu ¢iftligin cografik konumu gibi ¢evresel
faktorler cok 6nemlidir. Nemli ve rutubetli ortamlar, bulundugu yerin niifus yogunlugu

ve 151k alip almamasi infeksiyonun prevalansinda degisiklik saglar [3,12-13-19-20].

Dermatofitler yasam kaynaklarina gore 3'e ayrilirlar bunlar; Zoofilik, antropofilik ve
geofilik'tir. Geofilik grupta bulunan dermatofitler topraga uyum saglamiglardir.
Hayvanlarda hastalik olusturan dermatofitler ise zoofilik grupta yer alirlar ve bazen

insanlarada bulasabilirler. En yaygin bulagsma sekli direkt temastir [1,5-17].

Ciftlik hayvanlarindaki dermatomikozalarin prevalansinda etkili olan faktdrler; insan,

hayvan ve toprak oldugu belirtilmistir [17].

Ciftlik hayvanlarinda ve insanlarda ¢ok yaygin olarak goriilen dermatofitik infeksiyon

zoofilik dermatofitoz oldugu bildirilmistir. Genellikle zoofilik dermatofitoz ¢iftlik



hayvanlar araciligiyla bulasir [20]. En yiiksek risk grubunda bululanlar koyliiler, isciler
ve aileleridir [20].

Insanlarda bulasma olasihg en fazla olan kisiler; Ciftgiler, bahgivanlar, ciftlik
hayvanlar1 bakicilar1 ve mezbahane is¢ileridir. Bu kisiler direk veya dolayli yollarla

infeksiyona yakalanma olasiliklar1 en yiiksek kisilerdir [15].

Ciftgiler toprakla ve giftlik hayvanlariyla ugrastiklari igin Trichophyton verrucosum,
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton eguinum, Microsporum eguinum ve
Microsporum nanum tiirlerinin kendilerinde infeksiyon olusturmasi biyiik bir
ihtimaldir. Calisma ortamlarinin hijyenik ve steril olmamasi dolayisiyla infeksiyonun

olugsmasi muhtemel olan en yiiksek risk grubunda yer alirlar [20-21].

Dermatofitozlarin epidemiyolojisinde kalabalik ailelerin bulundugu toplumlar ve maddi
acidan c¢ok az geliri oldugu i¢in steril ve hijyenik c¢evre sartlarina sahip olamayan aile

fertleri bulunur [20].

Trichophyton verrucosum giftlik hayvanlarinda uzun siireli dermatomikozalara neden
olur. Tropikal antifungal ilaglar kullanimi iyilesmeyi saglamamaktadir [22]. Evcil
hayvanlarda bulunan trikofitozis'de hayvan sahipleri, veterinerler ve direkt veya indirekt
olarak bir sekilde bu hayvanlarla temasta bulunanlar i¢inde infeksiyona yakalanma

olasilig1 ¢ok yiiksektir [23].

Trikofitozis ¢iftlik hayvanlarinda epitel dokunun kalinlasarak keratinlesmesine sebep
olan ve ayn1 zamanda killarin dokiilmesiyle sonuglanan dermatofit bir hastaliktir [24].
Trikofitozis saptanan ¢iftlik hayvanlarinda en karekteristik goriinlim kalinlasmis ve

killarin dokiildiigi keratinize deri bolgeleridir [22].

Canlilar1 hasta yapma yetenegindeki mikroorganizmalarin zayiflatilarak ya da
salgilanan toksik maddelerden arindirilarak saglikli canlilara verilerek hastaliktan

koruyan biyolojik maddelere as1 denir [25].

Liyofilizasyon as1 ve diger biyolojik iiriinlerin uzun siire stabil kalmasi ve depolanmasi

i¢in kullanilan bir yontemdir [26].



20. yiizyilda liyolfilizasyon ilag, asi ve endiistiriyel alanlarin disinda gidalarin

saklanmasi amaciylada kullanilmaya baslanmistir [27].

Teknolojinin gelismesiyle birlikte mikroorganizmalar farklt amaglarla liyofilize
edilmektedir. Mikroorganizmalarin yani sira bir¢ok asi, enzim, protein, eritrosit ve daha
sonra hastalara nakil edilmek i¢in kornea gibi biyolojik metaryaller liyofilize
edilmektedir [28, 29-30-31].

Liyofilizasyon islemi biyolojik materyallerin saklanmasinda ve bilimseller arastirmalar
icin c¢ok biiylik kolaylik sagladigi i¢in endiistiriyel tiretim fabrikalarinda ve bilimsel
olarak kullanilan bir yontemdir [32-33].

Kiiltiir koleksiyonlarinda ve endiistri alaninda kiiltiir kurutma islemi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunlarin disinda uzun siire depolanmasti i¢in bazi gida cesitleri, sperm,
eritrosit, plazma, serum'un yani sira organ naklinde kullanilmak iizere bazi dokular

liyofilize yontemiyle saklanabilmektedir [34].

Liyofilizasyon islemi ayni zamanda bazi biyolojik c¢aligmalar, bitkilerin kurutularak
saklanmasinda ve hasta dokularin daha sonra incelenmesi i¢in uygulanan bir islemdir.
Genis yelpazede kullanilan liyofilizasyon isleminin basarisi bu sekilde kanitlanmaktadir

[34].

Liyofilizasyon yontemi bazi bakteri tiirlerinde canliligin uzun siire yiliksek oranda
kalmasinit saglarken bazi tiirlerde liyofilizasyonun bakterinin canli kalmasinida etkili

olamadig1 saptanmistir [35-36].

Mikroorganizmalarin uzun siire korunmasini saglayan liyofilizasyon igleminin temel
mantigr; sicakligm 0 C'nin altinda herhangi bir sicakliga getirilerek sublimasyon ile
materyal igerisindeki sivinin vakum yardimiylada sivinin direkt olarak gaz haline
gecisini saglayarak materyali kurutma islemidir. Fakat biitlin mikroorganizmalar i¢in
ayn1 oranda basar1 yiizdesi yoktur. Bu sekilde korumanin amaci kiiltiirleri uzun siireli

saf olarak muhafaza etmektir [34].

Bazi arastirmacilara gore liyofilizasyon isleminin bakterileri koruma yoOntemleri

igerisinde en iyi yontemlerden biri oldugu belirtilmistir [32-33].



Liyofilizasyonun ¢alisma mekanizmast gida, asi, bitki ve endiistiriyel iiriinlerin
sicakligini 0 “C'nin altina getirip daha sonra sublimasyon islemi ile su baharin1 vakumla
cekerek kurutma mantifina dayanmaktadir. Liyofilizasyon islemi sirasinda
dehidrasyondan dolay1 sitoplazma zarinda olusturabilecegi zararlardan dolayr bazen

calisma basarisiz sonuglanabilir [37].

Liyofilizasyon sirasinda olusacak zararlar1 azaltmak icin farkli sekerler(sukroz, maltoz,
laktoz, trehaloz), seker alkoller(sorbitol, inositol) ve amino asitler(sodyum glutamat)
gibi mikroorganizmalarin canlilifini stabil tutacak stabilizatorlerde kullanilir [38, 39-

40].

Liyofilizasyon igslemini yogurt bakterileriyle yapan arastirmacilar liyofilizasyon sonrasi
canlt kalma oraninin %100 fakat bekletme siiresi uzadik¢a canlilik oraninin azaldigini
rapor etmislerdir. Bu problem nedeniyle canlilik kaybin1 en aza indirmek i¢in uygun

stabilizator se¢imi lizerine ¢alismalar yapmislardir [41].

Mikroorganizmalarin liyofilize edilmesi sonucu canliliklarinin yiiksek oranda
kalmasinda koruyucu maddeler ve kimyasallarin yapilan arastirmalar sonucu c¢ok
onemli oldugu belirtilmistir. Arastirmacilar liyofilizasyondan sonra depolama émriiniin

daha uzun olmasi igin farkli stabilizerler 6nermislerdir [42].

1997 tarihinde Thomas liyofilizasyonda kullanilan koruyucularin igeriginde bulunan

bilesiklerin 6nemini belirtmistir [43].

Greaves, liyofilizasyonun stabilitesi lizerinde yaptig1 calismalara dayanarak stabilite i¢in
en uygun sekerin sukroz oldugunu belirtmistir. Yanliz sukroz oraninin %10'u asmamasi

gerektiginide belirtmistir [44].

Ferry'nin yaptig1 calismalara gore seker miktarinin %5-%10 arasinda bir konsantrasyona
sahip olmasi stabilite i¢in en uygun oran oldugu belirlenmistir. Liyostabilizatore ek

olarak protein bilesenleri ilave edilince stabilitenin arttigi belirtilmistir [45].

Proom'un liyofilizasyon icin kullandig1 jelatin ve metilseliiléz mikroorganizmalarin

liyofilizasyon islemi sirasinda canli kalma oranini arttirdigini belirtmistir [46].



Flasdford liyofilizasyon ¢aligmalarinda liyostabilizator olarak siit proteinleri, plazma ve

serum'u kullanmistir [47].

Liyofilizasyon islemi sirasindaki mikroorganizmalarin 6liimiiniin sebebi tam olarak
anlagilamamistir. Bu islem sirasindaki Oliim oranin1 azaltmaya yo6nelik bilim
adamlarinin ¢aligmalarindaki vardiklar1 sonuglar kendi goriislerine gore raporlanmustir.
Ama liyofilize ¢aligmasi yapan ¢ogu arastirmaciya gore Olim oranini azaltmak ig¢in

yapilacak en dogru sey dogru stabilizator se¢imidir [46-47].

Ringworm (Trichophytosis) Microsporum ve Epidermophyton 'un insan ve hayvanlarda

sag, kil ve deride olusturdugu yiizeysel bir infeksiyondur [48-49].

Trichophytosis sigirlarda {iriin kaybi yani et ve deri kalitesinin azalmasina yaptigi
etkinin yani sira tedavi masraflar1 ve ithalatin yasaklanmasina sebep oldugu i¢in ¢ok

biiyiik bir problem olusturmaktadir [50-51].

Hastalig1 kontrol altina almak i¢in ¢iftlik hayvanlarinda Ringworm'a karsi veteriner
agilart gelistirilmis ve uygulanmistir [52-53]. Tricophyton verrucosum tirii ile
hazirlanan bu asilarin biliyiik bir kismi canli formdadir ve liyofilize edilmeleri
gerekmektedir. Aksi taktirde 6miirleri ¢ok kisa olmaktadir. Asiy1 uygulayan kisilerdede

tehlikeli ve viriilent forma doniisme riski bulunmaktadir [53-54].

Rybnikar Trichophyton verrucosum canliliginin korunmasi i¢in liyofilizasyon ¢aligsmasi
yapmustir. Bu ¢alismada Trichophyton verrucosum elemanlarinin hayatta kalma oranlart
baslangi¢c miktarlar1 ile karsilastirildiginda %27 ile %87 arasinda olmustur ( ortalama
%54). +4 °C de 6 aylik depolama sonrasinda liyofilizasyon sonrasi sayim baslangic
sayist olarak hesaplandiginda %100'e yakin bir koruma oldugu saptanmistir(%98,5). 12.
ay sonunda yapilan sayimda ise %90.5 canlilik oldugu belirlenmistir. Bu sayimlar 2. ve

3. yilda ayni sekilde yapildiginda canliligin %80 oranininda oldugu belirlenmistir [55].

Liyofilize edilen Trichophyton verrucosum'un canliliginin zamanla azalmasi nem ve
liyostabilizatér olarak segilen silispansiyonlarla alakali olabilece§i arastirmacilar

tarafindan belirtilmistir [56].



Polonyali arastirmact Wawizkiewicz Trichophyton verrucosum’un uzun vadeli
korunmasimi saglamak icin kullanilabilecek en uygun yontemin liyofilizasyon islemi

oldugunu belirtmistir [57].

Arastirmacilar Trichophyton verrucosum'u malt agar yiizeyinde 14-16 giin arasi 28 C

de inokule etmistir [55].

Malt agar yiizeyinde lireyen Trichophyton verrucosum yiizeyden toplanarak fizyolojik
tuzlu su ile homojenize edilip daha 6nce hazirlanan %5 jelatin - %7.5 sukroz oraninda
hazirlanan liyostabilizator ile karistirllmigtir. Hazirlanan bu siispansiyondan alinan bir
miktar plaka seyreltme yontemi ile dilie edilmis, mikrokonidyumlarin sayilari

mikroskobik olarak hesaplanmistir [55-58].

Mikroskobik olarak sayimi yapilan siispansiyondan belirlenen miktarlarda iiriin alinarak
liyofilizasyon siselerine doldurulmustur ve -50 C'ye kadar sogutulan liyofilizasyon
cihazina yerlestirilip 24-48 saat arasi vakumlanarak siliblimasyon islemi
gerceklestirilerek liyofilize edilip plastik tipalarla kapatilip bazi siselerin sayimi
yapilmustir ve diger siselerde +4°C'de daha sonraki zamanlarda sayilmak iizere

muhafaza edilmistir [55].

Rybnikar'm ¢aligmasinda liyofilizasyondan sonra belirlenen sayim baslangic sayisi
olarak belirlenip 6, 12, 18, 24 ve 36. aylarda canlilik sayimi yapilmistir. 6. ayda %98.5,
12. ayda %90.5 ve 2-3. yilda %80 canli kalma oranlari oldugunu belirtmistir [55-58].

Wawrzkiewicz mikrobiyolojik kiiltiirlerin liyofilizasyon isleminin basarili sonuglar
dogurmasi i¢in basamaklarin tek tek dogru yapilmasinin yani sira dogru liyostabilizator

se¢imininde ¢ok bilyiik katk: sagladigint savunmustur [57].

Rybnikar liyofilizasyon isleminde en ¢ok kaybin liyofilizasyon esnasinda oldugunu
belirtmistir [55].

Buchnicek yaptigi caligmalara dayanarak Trichophyton verrucosum'un depolanma
siiresince daha fazla miktarda canli kalmasi icin +4 C de ve karanlik bir odada

saklanmasini 6nermistir [59].



Liyofilize Trichophyton verrucosum Buchnicek'in verdigi sartlar altinda 1 yil

bekletilmis ve yalnizca %1.5 ile %9.5 arasi kayip gozlenmistir [55-59].

Rybnikar tarafindan liyofilize Trichophyton verrucosum’un nem oraninin fazla olmasi

sonucu daha fazla canlilik kayb1 oldugu belirtilmistir [55].

Bilim adamlar1 tarafindan liyofilize edilen mikroorganizmalarin 6liim oraninin yiiksek

¢ikmasi nem oraninin fazla olmasina baglanmistir [60].

Arastirmacilar nem oraninin fazla olmasinin yani sira sublimasyonun da fazla olmasi

canliligin azalmasina sebep oldugunu belirtmislerdir [61].

Rybnikar yaptigi liyofilizasyon c¢alismasinda canlilik kaybinin nem orani1 Yyada
liyostabilizator se¢imi ile ilgili olabilecegini belirtmistir. Yalniz kesin bir kaniya varmak

icin daha kapsamli bir ¢alisma yapilmasi gerektigini savunmustur [55].

Bosmans, patojenik mantarlarin liyofilizasyon islemi i¢in %10 sigir serumu ve %5
sukrozdan olusan bir karisim Onermistir ve su ile birlikte bactopepton kullanilmasini

tavsiye etmistir [62].

Bosmans, mantar suslarin1 canli tutmak icin bir diger yontemin kati1 ortam {izerinde
canli tutmak oldugunu belirtmistir. Fakat bu teknikte biiyiikk bir is gilicii ve maddi
kaynak gerekmektedir. [62].

Rybnikar'in yaptig1 calismada (1983 ) liyofilize Trichophyton verrucosum suslar1 2 “C ile
6 'C arasinda 1 yil depolanip canlilik saymmi yapildiginda ¢ok fazla bir kayip olmadig
anlasilmistir ve en ¢ok kayip %22 olarak belirtilmistir. Ayni zamanda oda sicakliginda
bekletilen suslarda daha fazla kayip oldugu belirtilmistir. Son olarak 151kl ve karanlik
ortamda ayni sartlar altinda bekletilen suslar arasindaki canlilik sayimi karsilagtirilip

1s1kl1 ortamda bulunan suslarin daha fazla kayiba ugradigi rapor edilmistir [63].

Liyofilizasyon mikolojide biiyiilk ©Onem tasimaktadir. Liyofilizasyon sayesinde
mikroorganizmalarin uzun siireli hayati ozelliklerini korumasini saglar. Bu yiizden
liyofilizasyon biyoteknolojide onemli bir yere sahiptir ve mikroorganizmalari uzun

stireli korumak i¢in en 6nemli yontemdir [64].



Rybnikar  yaptig1 liyofilizasyon ¢alismalarinda liyofilizasyon sonrast  hif,

clamidiaconidia ve makroconidialarda azalma oldugunu saptamistir [65].

Liyofilizasyon sonrasit canlilik oranini belirleyen etkenler i¢inde en Onemlileri nem,

liyofilizasyon adimlar1 ve liyostabilizatorler igerisindeki kimyasal oranlaridir [63].

Liyofilize edilmis mantarlarin depolanmasi sirasinda canlilik kayiplart olur bunun

sebebi nem ve 1s1kl1 ortam olabilir [57,63-64].

Rybnikar'm yaptig1 calismada liyofilizasyondan hemen sonra belirlenen baslangic
degerine gore karanlikta saklanan fungal elamanlarin hayatta kalma oranlarini susa bagl
olarak %11,4 ile %74.6 arasi olarak 1sikl1 ortamdakilerin ise %17.2 ile %67.6 arasi
olarak buldugunu belirtmistir [63].



2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. MATERYAL
2.1.1. Trichophyton verrucosum (Bodin) as1 kiiltiirii

Dollvet Veteriner As1 Ilag¢ Biyolojik Madde Uretimi ve Sanayi Ticaret Anonim sirketi
mantar laboratuvarinda iiretimde kullanilmak {izere bulunan aviriilent Trichophyton

verrucosum asi susu calismada ana materyal olarak kullanilmistir.
2.1.2. Kimyasallar

Malt agar

SDA

Chloramphenicol

Sikloheximide

Thiamin

NaCl

Sukroz

Jelatin

FTM ( Fluid Thioglycollote Medium)

SDM ( S1v1 Sabaroud Buyyon )

TSB ( Tryptic Soy Broth)

2.1.3. Laboratuar malzemeleri
Liyofilizasyon cihazi ( LABCONCO 79480)

Benmari (Huber 77656)
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Otoklav ( Hiyarama HG_80)

Distile su cihazi (Arium 611VF)

+37 Etliv (Thermo Herathem IGS 100)
+25 etliv ( Thermo Herathem IGS 100)
Koloni sayaci1 (SCAN 100 interscience)
Stereo mikroskop ( OLYMPUS 5251)
Isik mikroskobu (OLYMPUS CX21FS1)
+4 (UGUR USS374DTKLYG)

Ph metre ( HANNA Hi2211-02)
Manyetik karistirict ( Wisestir MSH-20A)
Hassas Terazi (Sartorius GM512-OCE)
Vorteks ( DRAGONLAB MX-S)
Blender ( Braun 4184)

Pipet tabancasi ( Ependorf Easypet)
Mikropipet ( Ependorf )

Nem olger ( Sartorius MA 100 )

Vakum cihazi (Electro Technic Products, Inc. Bd-10 Av)
Plastik tipa

Aluminyum kapak

Beher

Mezur

Kapakli cam sige
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Diliisyon tiipti

Plastik 6ze

2.2. YONTEM

2.2.1. Trichophyton verrucosum'un iiretimi

Dollvet Veteriner As1, Ilag ,Biyolojik Madde Uretimi Sanayi Ticaret A.S. Mantar asis1
tiretim laboratuarinda bulunan Trichophyton verrucosum susu agilip % 0.8 NaCl ile
sulandirilip igerisinde malt agar bulunan 150" lik petrilere pasajlandi. 1.pasaj islemi
yapildiktan sonra 14-16 giin araliklarinda her petri 10 ml % 0.8 NaCl ile petrilerden
toplanip blender yardimiyla homojenize edilip laminer kabin igerisinde steril sartlar
altinda steril cam spatiil veya 6ze yardimiyla inokulasyon yapilarak pasaj 2 islemi
gerceklestirildi ve +25 ‘C de inkubasyona birakildi. Bu islemler basamak basamak pasaj
6'ya kadar gerceklestirildi. Ayn1 zamanda pasaj islemleri yapilirken her pasaj isleminde
TSB, SDM ve FTM'ye sterilite kontrol ekimleri yapildi ve biitiin basamaklarda herhangi

bir kontaminasyona rastlanmamastir.

Pasaj 6 islemi yapildiktan 14 giin sonra +25 'C'de bekletilen petrilerden 62 tanesi steril
bistiiri yardimiyla toplanip blender'a aktarildi. her petriye 2ml % 0.8 NACI denk
gelecek sekilde 124 ml % 0.8 NACI eklenip homojenize edildi. Farkli sukroz ve jelatin
derisimlerine sahip 5 liyostabilzatorlerle %50-%50 oraninda homojen bir sekilde

karistirilmak tizere kisa bir siire bekletilmistir.

12



Sekil 2.2.1. Trichophyton verrucosum MA yiizeyindeki goriiniimii

2.2.2. Farkh Derisimlerde Liyostabilizatorlerin Hazirlanmasi

Jelatin ve Sukroz kullanilarak farkli oranlarda 5 siispansiyon manyetik karigtiricida
hazirlanip otoklav edildikten sonra sterilite kontrol ekimleri yapilip 14. giin sonuna

kadar sterilitesinden emin olunup kullanilmistir.

A stabilizatorii: Jelatin % 5 - Sukroz %7.5

B stabilizatorii: Jelatin %7.5 - Sukroz % 7.5

C stabilizatorii: Jelatin %10 - Sukroz % 7.5

D stabilizatorii: Jelatin % 5 - Sukroz % 5

E stabilizatorii: Jelatin % 5- Sukroz % 10

2.2.3. Bulk Uriin ile Liyostabilizatérlerin Aym1 Oranda Karistirllmasi

Hazirlanan bulk ile farkli oranlardaki stabilizatorler % 50- %50 oraninda birbirleriyle

karistirtlirak liyofilizasyon islemine hazir hale getirilmistir.

2.2.4. Liyofilizasyon Oncesi Mikroskop ve Koloni sayim
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Her grup i¢in yapilan diliisyon sayesinde mikroskop sayimi ile canlilik sayimlar
yapild1 ve biitiin degerlerin ortalamalar1 alinip liyofilizasyon 6ncesi baslangi¢c sayisi

belirlenmistir [ 58-66].
2.2.5. Liyofilizasyon Islemi

Mikroskop sayimi ve koloni ekimi yapilan Bulk iiriin daha onceden hazirlanmis
liyofilizasyon tepsisindeki steril 10r siselere 1' er ml olacak sekilde pipet tabancasi
yardimiyla aktarilip agizlarn plastik tipa ile hava alacak sekilde yarim olarak
kapatilmigtir. Bu islem biitiin gruplar icin ayni sekilde gergeklestirilip ayni sartlar

altinda ve ayn1 zamanda liyofilizasyon cihazina yerlestirildi.

Liyofilizasyon cihazi ilk basta manuel programda -34 'C sicakligina getirilir siseler
cihaza yerlestirildikten sonra otomatik program calistirthir. Otomatik  boliimde 2

program bulunmaktadir.

Liyofilizasyon islemi 2 program ve toplamda 7 basamakta gerceklestirildi en son
basamak sona erdikten sonra tepsilerin altindaki yastik sisirilerek vakum altinda
siselerin agiz kismindaki plastik tipalar kapatildi ve liyofilizasyon islemi bitirildi. Daha
sonra liyofilize siselerden bir kismi liyofilizasyon sonrasi sayim, vakum o6l¢iim, nem
Slgiim ve hizli stabilite testi yapilmasi igin ayrildi, geri kalan siseler ise +4 C de

muhafaza edildi.
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Sekil 2.2.5. Calismada kullanilan Liyofilizasyon cihazi
2.2.6. Liyofilizasyon Sonrasi1 Canlhilik Sayim

Liyofilize edilen bes farkli gruptan 2' ser sise secilerek diliisyon islemi yapilip SDA lara
koloni ekimi yapildi ve 8 giin +25 ‘C'de bekletildikten sonra petriler koloni sayim

cihazinda sayilarak liyofilizasyon sonrasi canlilik sayilart belirlenmistir [58].

2.2.7. Liyofilizasyon Sirasindaki Kayiplarin Belirlenmesi

Liyofilize edilen 5 grubunda liyofilizasyon Oncesi ve sonrasi canlilik sayimlari
belirlendi. Belirlenen sayimlara gére liyofilizasyon sirasindaki ¢evresel sartlara en fazla

dayanikli grup belirlendi. Liyofilizasyon sonrasi canlilik sayilar1 1. ay, 3. ay ve hizh
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stabilite testlerinde zamanla kayip oranlarin1 belirlemek icin baglangic sayisi olarak

secilmistir.
2.2.8. Hizhh Stabilite Testi

Liyofilizasyon galismasi yapan bilim adamlar liyofilize iiriinlerin +37 "C de 1 hafta
bekletilip canlilik sayimi yapilmasiyla gergek zamanli 1 yil sonunda yapilan sayim

esdeger sonug verdigini belirtmislerdir [67].

Bu caligmalara dayanarak her gruptan 2' ser 6rnek +37 'C de 1 hafta bekletilip diliisyon
yontemi ile canlilik sayimi yapilarak liyofilizasyondan sonraki degerler baslangic
degerleri olarak belirlenip 1 yillik saklama sonucu en az ve en fazla kayip veren gruplar

belirlenmistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA
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Trichophyton verrucosum sukroz ve jelatinin farkli oranlarda hazirlandigr 5 farkli
stabilizatorler ile liyofilizasyonu yapildi. Liyofilizasyon sonrasi hangi stabilizatoriin
canliliga daha fazla katkisi oldugunu bulmak ve en iyi stabilizatoriin neden daha iyi

koruma yaptigi lizerine bazi calismalar gerceklestirilmistir.

Liyofilizasyon sonrasi her gruptan siseler almmarak vakum, nem ve sterilite testleri
yapildi. Ayrica liyofilizasyon sonrasi canlilik sayimi, hizli stabilite testi, ger¢ek zamanl
1. ay canlilik sayimi ve gercek zamanl 3. ay canlilik sayim1 yapilarak kayip oranlari

belirlenmistir.
3.1. Vakum testi

Liyofilizasyon sonrasi biitiin gruplardan 6rnek alinarak saklama sirasinda canlilig
korumaya katkisi bulunan vakum varhigimi tespit igin vakum testi yapilmistir. Biitiin

gruplarda vakum % 100 olarak belirlenmistir.
3.2. Sterilite Testi

Biitiin gruplardan alinan orneklerle TSB, SDM, FTM den olusan sterilite takimlarina
ekim yapildi ve herhangi bir kontaminasyon olup olmadig: test edildi. Bes grubun hig

birinde herhangi bir kontaminasyona rastlanmamustir.
3.3. Nem Oranlarim Belirleme

Biitiin gruplardan liyofilize siseler alinip nem dl¢gme cihazinda ayr1 ayr1 biitiin gruplarin

nem oranlar1 belirlenmistir.
A grubu: % 6.11
B grubu: % 5.32
C grubu: % 5.03
D grubu: % 7.91

E grubu: % 5.88
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Sekil 3.3. Nem oranlarini belirlemede kullanilan nem 6l¢gme cihazi

3.4. Liyofilizasyon Oncesi Mikroskop Ve Canlihk Saymm

Liyofilizasyon 6ncesinde siselere eklenecek miktart belirlemek i¢in mikroskop sayimi,

liyofilizasyon sirasindaki kayiplar1 belirlemek iginde canlilik sayimi yapildi. Biitiin

sayimlarin ortalamalar1 alinip bes grup i¢in ortalama bir deger belirlenmistir.

Cizelge 3.4. Liyofilizasyon 6ncesi mikroskop ve canlilik sayimi1 ve canli kalma oranlari

A B C D E
Lyf oncesi | 253.5x10° | 253.5x10° | 253.5x10° | 253.5x10° | 253.5x10°
glyklilc:k()p CFU sise CFU/sise | CFU/sise | CFU/sise CFU sise
Lyf Oncesi | 436x10° 436x10° | 436x10° | 436x10° 436x10°
Canhilik . . . ) )
Sayimi CFU/sise CFU/sise | CFU/sise | CFU/sise CFU/sise

Cizelge 3.4. te belirtildigi gibi liyofilizasyon oncesi mikroskop sayimi biitiin gruplar

icin ortalama 253.5x10° CFUsise,

bulunmustur.
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3.5. Liyofilizasyon Sonras1 Canlilhik Sayim

Liyofilizasyondan sonra liyofilizasyon sirasindaki kayiplart belirlemek igin canlilik
saymmi yapilip stabilizatorlerin strese karsi Trichophyton verrucosum’u koruma

yetenekleri belirlenmistir.

Cizelge 3.5. Liyofilizasyon sonrasi canlilik sayim1 ve canli kalma oranlari.

A B C D E
Lyf  oncesi | 436x10° | 436x10° 436x10° 436x10° 436x10°
canhlik saymt | cpyy e | CFUJsise | CFUJsise | CFUJsise | CFUsise
Lyf  sonrasi | 365x10° | 372x10° 397.5x10° | 253x10° 397x10°
canlilik sayrm CFU/sise | CFU/sise CFU/sise CFU/sise CFU sise
Lyf sonrasi | %83.7 %85.2 %91.1 %58 %91
canli kalma
oranlari

Liyofilizasyon sonrasi canlilik sayimlari, hizli stabilite, ger¢cek zamanli 1. ay sayimi1 ve
gercek zamanli 3. ay sayimlari i¢in baslangi¢ sayilar1 olarak kabul edildi. Daha sonraki
sayimlarda canlilik kaybi oranlar1 hesaplanirken liyofilizasyon sonrasi degerler goz

oniinde bulundurulmustur.
3.6. Hizh Stabilite Calismasi

Her gruptan 2'ser érnek 1 hafta +37 'C de bekletildikten sonra diliisyon yontemine gore
sulandirilip koloni ekimi yapildi. 8 giin sonra koloni sayim cihazinda koloniler sayilarak

canlilik degerleri hesaplanmistir (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6. Hizli stabilite canlilik sayimlar1 ve canli kalma oranlari

Hizli stabilite | A B C D E

Lyf sonrasi | 365x10° | 372x10° 397.5x10° | 253x10° 397x10°
canlilik . . . ) )
sayimi CFU/sise | CFU/sise CFU /sise CFU /sise CFU /sise
Hizli stabilite | 47.3x10° | 102x10° 140x10° 38.1x10° | 71.5x10°
canlilik . . . ) )
sayimlari CFU/sise | CFU/sise CFU /sise CFU /sise CFU /sise
Hizli stabilite | %12.9 %27.4 %35.2 %15 %18
Canli kalma

oranlar1

Hizli stabilite testine gore en iyi korumay1 % 35.2 ile C grubu, en kdotii korumay: ise %

12.9 ile A grubu gergeklestirmistir.

3.7. Liyofilizasyon Sonrasi Ger¢ek Zamanh 1. Ay Canhhik Sayimi

Liyofilizasyon sonrasi canlilik sayilar1 belirlenen ve bu sayilar hesaplamalar icin

baslangic degeri olarak kabul edilen +4 ‘C de saklanan liyofileze siselerin canlilik

sayimi1 yapilmistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. Liyofilizasyon sonrasi1 gercek zamanli 1. ay canlilik sayim1 ve canli kalma

oraranlari.

A B C D E
Lyf sonrast | 365x10° | 372x10° 397.5x10° | 253x10° 397x10°
canlilik saymm CFU /sise | CFU/sise CFU /sise CFU /sise CFU /sise
1. Ay gercek | 280x10° | 301x10° 340x10° 192x10° 310x10°
zamanli . . . ) )
canlilik sayimi CFU /sise | CFU/sise CFU sise CFU /sise CFU sise
1. Ay gergek | %76.7 %80.9 %85 %75.8 %78
zamanli
Canli kalma
orant

1. ay sonunda en iyi korumay1 % 85 ile C grubu en kotii korumayi ise Jelatin oran1 % 5

olan A, D ve E grubu stabilizatorler gergeklestirmistir.
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3.8. Liyofilizasyon Sonras1 Ger¢ek Zamanh 3. Ay Canhlik Sayimi

Liyofilizasyon Sonrasi Gergek Zamanli 1. Ay Canlilik Sayiminda yapilan islemler
basamak basamak tekrar gergeklestirilmistir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. Liyofilizasyon sonrasi gercek zamanl 3. ay canlilik sayim1 ve canli kalma

oranlari.

A B C D E
Lyf sonrasi | 365x10° | 372x10° 397.5x10° |253x10° | 397x10°
canhlik saymt | ey oo | CRUsise | CFUJsise | CFUJsise | CFUlsise
3. Ay gercek | 259 x10° | 282.5x10° | 324x10° 175x10° | 290x10°
zamanlh . . . . .
canlihik sayimt CFU/sise | CFU/sise CFU/sise CFU sise CFU sise
3. Ay gergek | %70.9 %75.9 %81.5 %69.1 %73.4
zamanlh
Canh kalma
orani

3. ay gercek zamanli canlilik sayiminda en iyi korumayr % 81.5 ile C grubu

gerceklestirmistir.
Rybnikar 1980 yilinda Trichophyton verrucosum'canliliginin  korunmasi igin
liyofilizasyon c¢alismast yapmustir. Bu calismada Trichophyton verrucosum

elemanlarinin hayatta kalma oranlar1 baglangic miktarlar ile karsilagtirildiginda %27 ile
%87 arasinda olmustur ( ortalama %54). +4 'C de 6 ayhk depolama sonrasinda
liyofilizasyon sonrasi sayim baslangic sayisi olarak hesaplandiginda %100'e yakin bir
koruma oldugu saptanmistir(%98.5). 12. ay sonunda yapilan sayimda ise %90.5 canlilik
oldugu belirtilmistir.Bu sayimlar2. ve 3. yilda ayn1 sekilde yapildiginda canliligin %80
oldugu belirlenmistir [55].

Liyofilizasyon sonrasi canlilik sayimlar1 baslangic miktar1 olarak belirlenen gruplarin
depolanma siiresince canli kalma oranlarini belirlemek amaci ile hizli stabilite, 1. ay ve

3.ay canlilik sayimlari yapilmistir.
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Liyofilizasyon galismasi yapan bilim adamlar liyofilize iiriinlerin +37 "C de 1 hafta
bekletilip canlilik sayimi yapilmasiyla ger¢cek zamanli 1 yil sonunda yapilan sayimin

esdeger sonug verdigini belirtilmistir [67].

+37 'C de 7 giin bekletilen liyofilize sise gruplarinin canlilik sayimi yapilarak
Trichophyton verrucosum'un 1 yil sonunda canli kalabilme oranlari hesaplanmuistir.

Hizli stabilite testine gore;

A grubu 47.3x10° CFU/sise orami ile % 12.9, B grubu 102x10° CFU/sise orami ile
%27.4, C grubu 140x10° CFU/sise orani ile %35.2, D grubu 38.1x10° CFU/sise orani ile
%15, E grubu 71.5x10° CFU/sise orani ile %18 oraninda koruma yaptig1 belirlenmistir.

+4 °C de 1 ay boyunca muhafaza edilen liyofilize iiriinlerin canlihik sayimlar1 yapildu.

1. ay canlilik sayimlarina gore;

A grubu 280x10° CFU’sise ile %76.7, B grubu 301x10° CFU/sise ile %80.9, C grubu
340x10° CFU/sise ile %85, D grubu 192x10° CFU/sise ile %75.8, E grubu 310x10°
CFU/sise ile %78 oraninda koruma yaptigi belirlenmisitir.

+4°C de 3 ay boyunca muhafaza edilen liyofilize liriinlerin canlilik sayimlar1 yapildi.
3. ay canlilik sayimlarina gore;

A grubu 259 x10° CFUrsise ile %70.9, B grubu 282.5x10° CFU/sise ile %75.9, C grubu
324x10° CFU’sise ile %81.5, D grubu 175x10° CFUsise ile %69.1, E grubu 290x10°
CFU sise ile %73.4 oraninda koruma yaptig1 belirlenmistir.

Uzun sitireli liyofilize Trichophyton verrucosum'un depolama siiresince canlilik
kayiplarinint belirlemeye yonelik yapilan hizli stabilite, 1. ay ve 3. ay canlilik

sayimlarinin sonuglarina gore en iyi korumay1 C grubu stabilizator gerceklestirmistir.

Rybnikarin yaptig1 calima baz alinarak gergeklestirilen bu ¢alismada liyofilizasyon
stresine en dayanikli grup C ve E grubu olurken en dayaniksizi D grubu olarak
belirlendi. Liyofilizasyon sonrasi canlilik sayimlar1 baslangic degerleri plarak
hesaplandiginda uzun siireli depolamaya en uygun stabilizatér grubunun da yine C

grubu oldugu belirlenmistir.
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Liyofilizasyon iizerine ¢aligmalar yapan arastirmacilarin vardigi sonuca gore stabilizator
icerisindeki sukroz miktarmin % 5 ile % 10 arasinda olmasi en uygun seker

konsantrasyonu oldugunu belirtmislerdir [45-69].

Liyofilizasyon sirasinda sukroz orant % 5 olan D grubunda bulunan Trichophyton
verrucosum'un Sukroz oranlar1 % 7.5 ile % 10 olan diger gruplara gore hayatta kalma
kabiliyetinin daha az oldugu saptanmistir. Bu sayimlara bakilarak Sukroz oraninin
diisiik olmasi hayatta kalma kabiliyetini azaltigina kanaat edilmis ve daha Onceki

caligsmalara paralel bir sonug vermistir.

Hizli stabilite, 1. ay ve 3. ay canlilik sayim sonuglarina bakarak Jelatin orani % 10 ile %
7.5 olan gruplarin Jelatin oran1 % 5 olan gruplara gore liyofilizasyondan sonra uzun

stireli saklama kosullar1 i¢in daha uygun oldugu gézlemlenmistir.

Liyofilize edilen Trichophyton verrucosum'un canliliginin zamanla azalmasi nem ve
liyostabilizator olarak secilen silispansiyonlarla alakali olabilecegi arastirmacilar

tarafindan belirtilmistir [56].

Hutton ve arkadaglart nem oraninin fazla olmasinin yani sira kurutmaninda fazla olmasi

canliligin azalmasina sebep oldugunu belirtmislerdir [61].

Rybnikar 'mm arastirmalarina gore nemin liyofilizasyon sonrasi canlilik iizerine biiyiik

etkisi oldugu belirtilmistir [63].

Liyofilize {iriinlerin nem oranlar1 ve canlilik sayimlar1 hesaplandiginda Rybnikar ve

Hutton'un yaptig1 caligmalara paralel sonuglar elde edilmistir.

Buchnicek yaptigi caligmalara dayanarak Trichophyton verrucosum'un depolanma
siiresince daha fazla miktarda canli kalmasi icin +4 'C de ve karanlik bir odada

saklanmasini 6nermistir [59].

Buchnicek biitiin liyofilize Trichophyton verrucosum siselerini +4 'C de ve karanhk
ortamda saklamistir. Karanlik ortam ile 1s1kli ortam ve +4 C ile oda sicaklig

arasindaki canlilik kayb1 farklari {izerine herhangi bir caligma yapmamustir [59].
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Wawrzkiewicz mikrobiyolojik kiiltiirlerin liyofilizasyon isleminin basarili sonuglar
dogurmasi icin asamalrin tek tek dogru yapilmasinin yani sira dogru liyostabilizator

se¢imininde ¢ok biiyiik katki sagladigini belirtmisitr [57].

Wawrzkiewicz liyofilizasyon isleminde basarili sonuglar elde edilmesi i¢in biitiin
basamaklarin sirasiyla dogru yapilmasi ve liyostabilizator segimlerinin iyi yapilmasi

gerekmektedir [57].

Stabilizator segimleri Rybnikar'in ¢alismasinda kullandigi %5 jelatin - %7.5 sukroz dan
olusan siispansiyon ve bu silispansiyonun 4 farkli tiirevi daha kullanilarak liyofilizasyon
stresine daha dayanikli ve depolama siiresince daha iyi koruma yapan stabilizator se¢imi
icin c¢alisma yapilmistir ve bu calisma Rybnikar'in yaptig1 ¢alisma ile benzesmekte ve
daha genisletismis bir bir calismadir. Fakat ¢alisma prensibi, ¢alisma ortami, kullanilan
laboratuar malzemeleri ve kullanilan liyofilizasyon cihazi vs. Rybnikar caligmasiyla
paralellik gostermemektedir. Bunun sonucu olarak liyofilizasyon sirasinda ki ve
liyofilizasyon sonrasindaki canlilik kayiplar1 ayni sonuglart vermemektedir. Bunun
sebebi bu calismada kullanilan liyofilizasyon cihazinin Rybnikar'm kullandigi

liyofilizasyon cihazi ile ayn1 ¢alisma prensibine sahip olmamasi olabilir.

Bu calismanin amaci stabilizatorlerin ayni ortam kosullarinda koruma kabiliyetlerini
aragtirmak oldugu icin kullanilan liyofilizasyon cihazinin Rybnikar'in liyofilizasyon

cthazinin program ve basamaklari ile ayn1 olmamasi bir problem olusturmamaktadir.

Rybnikar yaptig1 liyofilizasyon c¢alismasinda canlilhik kaybmin nem orant yada
liyostabilizator se¢imi ile ilgili olabilecegini belirtmistir. Yalniz kesin bir kaniya varmak

icin daha kapsamli bir ¢alisma yapilmasi gerektigini savunmustur [55].

Calismanin sonucunda daha onceki ¢aligmalar g6z Oniine alinarak biitiin basamaklar
dogru bir sekilde gergeklestirilip Trichophyton verrucosum i¢in en uygun stabilizator
secilmisitir. Fakat en dogru kararin verilebilmesi i¢in daha kapsamli ve uzun bir ¢alisma

yapilmasi1 gerekmektedir.
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4. SONUC

Bu c¢alismada Trichophyton verrucosum sukroz ve jelatinden olusan farkli oranlarda
hazirlanmis 5 stabilizator ile ayr1 ayri homojenize edilip mikroskop ve canlilik sayimlari
yapilarak liyofilize edildi. Liyofilizasyon oncesi canlilik sayimi1 yapildi ve biitiin gruplar
icin ortalama 436x10° CFU/ml olarak belirlendi. Bu sayim gz éniinde bulundurularak
liyofilizasyon sonrasi canlilik sayimlari, hizli stabilite testi, ve gercek zamanli raf

Omriinii hesaplamak amaci ile 1. ve 3. ayda canlilik sayimlar1 yapilmistir.

Yapilan bu ¢alismada nem oraninin fazla olmasmin liyofilize Trichophyton
verrucosum'un uzun siireli saklanmasinda olumsuz etki yarattigi belirlenmistir.
Liyofilizasyon sirasinda sukroz orani %7.5 ile % 10 arasinda degisen stabilizatorler iyi
koruma Sukroz orani %S5 olan D grubu ise en kotii korumayr gergeklestirmistir.
Liyofilizasyon sonrasi canlilik sayimlarini baslangi¢ sayilari olarak belirleyip depolama
siiresince canlilik kayiplarint hesaplamak i¢in yapilan sayimlarda ise canlilik

kayiplarinin nem oraniyla dogru orantili oldugu tespit edilmistir.

Stabilizatorlerdeki jelatin orani artikga nem oraninin azaldigi kanisina varilmistir. Bu
yiizden en iyi jelatin oraninin da % 10 oldugu belirlenmis olup bu g¢alismadaki
stabilizatorlerden Trichophyton verrucosum igin en kullanish olanin % 10 jelatin- %

7.5 sukroz ile hazirlanan C grubu oldugu belirlenmistir.
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