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Bakteriyofajlarin, gida muhafaza ve giivenligine iliskin biyokontrol uygulamalarinda
etkili antimikrobiyal potansiyelinden yararlanmak, heyecan verici bir gelecek beklentisi
olmakla birlikte, basar1 i¢in, guivenli ve etkili bakteriyofaj Grlinlerinin Uretilmesine ihtiyac
vardir. Bakteriyofajlarin yaygin kullanimi, orta ve uzun siireli depolama ve kolay nakliye
icin  gelismis metodolojiler gerektirmektedir. Segilen yontemin  dzellikleri,
formiilasyonlar, proses kosullarinin islem yapilacak bakteriyofaja yiiksek o6zgiinliik
goOstermesi, alternatif yontemlerin tiretilme ihtiyacin1 beraberinde getirmektedir. Bu tez
kapsaminda bakteriyofajlarin gida 6rneklerinde biyokontrol ajani olarak kullanimina
iliskin 1iki temel baslikta arastirma gergeklestirilmistir; 1) dondurarak kurutma
(liyofilizasyon), puskurtmeli kurutma ve vakum Kkipik kurutma yontemleri ile
bakteriyofajlarin  kurutulmasi, kurutma proses etkisinin izlenmesi ve depolama

stabilitesinin incelenmesi, ii) kuru toz ve film formda hazirlanan bakteriyofaj



preparatlarinin hayvansal ve bitkisel gidalar tizerindeki etkinliginin incelenmesi. Bu tez
kapsaminda literatiirde ilk kez kurutma islemi sonrasi belirli siire ve sicaklikta depolama
gerceklestirilmis toz bakteriyofaj formiilasyonlarinin etkinligi gercek gida 6rneklerinde

test edilmistir.

Tez kapsaminda, bakteriyofaj tozlarinin iiretiminde liyofilizasyon ve puskurtmeli
kurutma yontemlerinin kullanimi, formiilasyon tasarimi, proses kayiplari ve iki farkli
sicaklikta depolama stabilitesi degerlendirilmistir. Liyofilizasyon calismasi kapsaminda
sakkaroz, mannitol, polietilenglikol ve jelatin iceren sakkaroz karigimlari ile bakteriyofaj
kokteyli karigtirilarak hazirlanan 12 farkli formiilasyon arastirilmistir. Liyofilizasyon
islemi sirasinda, kullanilan kriyoprotektanlarda bakteriyofaj titresinde 0,59-2,35 log POB
arasinda bir azalma go6zlenmistir. Liyofilizasyon calismasi1 sonucunda, 4+1°C ve
25x1°C’de bakteriyofaj yiikli 0,3 M sakaroz jelatin karisimi, 12 ay depolama sonunda
diger kriyoprotektanlar ve sivi bakteriyofaj kokteyline gore onemli 6l¢lide daha az
bakteriyofaj titre kaybi (p<0,05) sergilemistir. Piskirtmeli kurutma c¢aligmasi
kapsaminda ise mannitol, kazein, yagsiz siit tozu ve maltodekstrin iceren 12
formiilasyonda bakteriyofaj kokteyli ile formiilasyonlar hazirlanmistir. PUskirtmeli
kurutma islemi sirasinda, kullanilan eksipiyanlarda bakteryofaj titresinde 1,19-1,95 log
POB azalma gozlenmistir. Secilen eksipiyanlardan bakteriyofaj yuklu % 15 maltodekstrin
ve % 5 kazein sirastyla 4+1°C ve 25+1°C’de 12 ay depolama sonunda diger eksipiyanlar
ve sivi bakteriyofaj kokteyline gore dnemli Olclide daha az bakteriyofaj titre kaybi
(p<0.05) gostermistir. Vakum kopiik kurutma kapsaminda, farkli oranlarda sigir serum
albumini+gliserol ve sigir serum albumini+sakkaroz formiilasyonlar1 kullanilarak S.
Enteritidis F5-4 bakteriyofajinin kurutulma siireci ve kurutma proses kayiplari
incelenmistir. Sigir serum albumini ve sakkaroz formiilasyonu i¢in li¢ farkli proses
kosulunda bakteriyofa; titresindeki diislis izlenmis, optimum proses kosullar1 belirlenmis
ve Proses Il (35°C, 0,06 MPa, 5 saat) kosullarinda, % 15 (a/h) sigir serum albumini + %
10 (a/a) sakkaroz iceren formiilasyonda 0,68 log POB titre diisiisii en basarili sonug olarak

gozlenmistir.

Liyofilizasyon ve plskiirtmeli kurutma ¢aligmalarinda en yuksek stabiliteye sahip toz

formilasyonunun, ¢ig tavuk eti 6rneklerinde 4+1°C’de 6 giin slireyle depolamasi sonunda
i



antimikrobiyal etkisi arastirillmigtir. Elde edilen sonuclara gore, ¢ig tavuk gogiis etinde
depolama sonunda sirasiyla infeksiyon ¢oklugu (MOI) 100 ve 1000’de yeni hazirlanan
bakteriyofaj tozlar1 icin 1,86 log KOB/cm? ve 2,18 log KOB/cm?, 4+1°C’de 10 ay
boyunca depolanan liyofilize bakteriyofaj tozlar1 icin 1,08 log KOB/cm? ve 1,26 log
KOB/cm? ve 25+1°C’de 10 ay boyunca depolanan liyofilize bakteriyofaj tozlari igin 0,66
log KOB/cm? ve 1,00 log KOB/cm? azalma sergileyerek Salmonella sayisinda etkin bir
diisiis ortaya koymustur. Piiskiirtmeli kurutma ¢aligmasinda elde edilen sonuclara gore,
¢ig tavuk gbgiis etinde depolama sonunda sirasityla MOI 100 ve 1000°de yeni hazirlanmis
kuru tozlardan % 15 maltodekstrin igin 1,85 log KOB/cm? ve 2,13 log KOB/cm? ve % 5
kazein icin 1,78 log KOB ve 2,09 log KOB/cm? azalma, 4+1°C’de 10 ay boyunca
depolanan piiskiirtiilerek kurutulmus bakteriyofaj tozlar1 i¢in 1,09 log KOB/cm? ve 1,30
log KOB/cm? azalma ve 25+1°C’de 10 ay boyunca depolanan tozlar icin 0,72 log
KOB/cm? ve 0,95 log KOB/cm? azalma sergileyerek Salmonella sayisinda etkin bir
diisiis ortaya koymustur. Film formda hazirlanan bakteriyofaj preparatlarinin arastirilmasi
kapsaminda, 4+£1°C’de 5 gunluk depolama suresi boyunca dort farkli biyopolimer ve
bakteriyofaj kokteyli kullanilarak daldirma yontemi ile kaplanan cilek 6rneklerinin
fizikokimyasal Kkalitesi, Salmonella’ya karsi antimikrobiyal aktivitenin etkinligi ve
bakteriyofaj stabilitesi arastirilmistir. Kullanilan biyopolimerler peynir alt1 suyu protein
konsantresi (WPC), karboksimetil seliilloz, kitosan ve sodyum aljinattir. Cilek
orneklerinin renk, pH degeri ve titre edilebilir asitligi (TA) ile depolama sirasinda
bakteriyofajlarin  stabilitesi ve antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Tim
biyopolimerler arasinda, WPC kaplama, pH degerinde en az yiikselme ve TA’da en az
diislisii gostermistir. Depolama sirasinda, bakteriyofaj kokteyli yiiklenmis WPC kaplanan
orneklerde 0,7 log POB/g azalma gozlenmistir. En yiiksek antimikrobiyal aktivite, MOI
1000 oldugu durumda 5 giin sonra 3,1 log KOB/g azalma ile bakteriyofaj kokteyli
yiiklenmis WPC kaplanmis 6rneklerinde gozlenmistir. Sonuglar 1g1g1nda, bakteriyofaj
kokteyli yiikli WPC kaplamanin soguk depolama siiresince kaplanmamis Orneklere
kiyasla ¢ok daha iyi fizikokimyasal ve mikrobiyolojik kaliteye sahip oldugu; bu nedenle,

cileklerin hasat sonrasi depolanmasinda kullanilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyofaj, dondurarak kurutma, puskirtmeli kurutma,

antimikrobiyal etki, Salmonella
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It is known that bacteriophages are effective antimicrobial agents in biocontrol
applications related to food preservation and safety. While exploiting this potential is an
exciting future prospect, there is an urgent need to produce safe and effective
bacteriophage products to be successful. The widespread use of bacteriophages requires
advanced methodologies for medium and long-term storage and easy transportation. The
characteristics of the chosen method, formulations, and high specificity of the process
conditions to the bacteriophage to be treated bring the need to produce alternative
methods. Within the scope of this thesis, research has been carried out under two main
headings regarding the use of bacteriophages as biocontrol agents in food samples: i)
drying of bacteriophages via freeze drying (lyophilization), spray drying and vacuum
foam drying method, monitoring the drying process effect and investigation of storage

stability, ii) investigation of antimicrobial activity of dried powders in raw chicken meat

iv



and bacteriophage-based edible coating for the biocontrol of Salmonella in strawberry
samples. Within the scope of this thesis, for the first time in the literature, the
effectiveness of powder bacteriophage formulations, which were stored for a certain time

and temperature after drying, was tested in real food samples.

In this study, it is aimed to evaluate the use of freeze drying, spray drying and vacuum
foam drying methods in the production of bacteriophage powders, formulation design,
storage stability and activity at two different temperatures. In the lyophilization, 12
different formulations containing bacteriophage cocktail were prepared and the
cryoprotectants at different concentrations used can be listed as follows: sucrose,
mannitol, polyethlyneglycol, and sucrose gelatin mixture. During the lyophilization
process, a decrease in the bacteriophage titer of 0.59-2.35 log PFU was observed in the
cryoprotectants used. The phage-loaded 0.3 M sucrose gelatin mixture at 4+1 °C and
25x1 °C displayed significantly less phage titer loss (p<0.05) than the other excipients
and liquid phage cocktail at the end of the 12 months storage. In the spray drying, phage
cocktails containing different amounts of mannitol, casein, skimmed milk and
maltodextrin was studied. During the spray drying process, 1.19-1.95 log PFU reduction
in bacteriophage titer was observed in the excipients used. Among the excipients, the
phage-loaded 15% maltodextrin and 5% casein displayed significantly less phage titer
loss (p<0.05) than the other excipients and liquid phage cocktail at the end of the 12
months storage period at 4+1 °C and 251 °C, respectively. The effect of vacuum foam
drying process, which allows drying under mild conditions, on drying process losses and
bacteriophage titer was investigated. In this study, drying of S. Enteritidis F5-4
bacteriophage in two different formulations was studied using bovine serum
albumin+glycerol and bovine serum albumin+sucrose formulations. For bovine serum
albumin+sucrose formulation, decrease in bacteriophage titer was observed in three
different process conditions and 0.68 log PFU titer reduction in formulation containing
15% (a/h) bovine serum albumin + 10% (h/h) sucrose under Process Il (351 °C, 0.06

MPa, 5 h) conditions observed as the most successful result.

The effect of the most stable bacteriophage powder formulation on the biocontrol of

Salmonella was investigated after 6 days of storage at 4+1 °C in raw chicken meat
%



samples. In the lyophilization study, the results showed that there were significant
reductions of Salmonella at the end of the storage in chicken meat for newly prepared
phage powder (1.86 log CFU/cm? and 2.18 log CFU/cm?), lyophilized phage powders
stored at 4+1 °C (1.08 log CFU/cm? and 1.26 log CFU/cm?) and stored at 25+1 °C (0.66
log CFU/cm? and 1.00 log CFU/cm?) for 10 months at MOI 100 and 1000, respectively.
In the spray drying study, the results showed that there were significant reductions of
Salmonella at the end of the storage in chicken meat for newly prepared dried phage
powder containing 15% maltodextrin (1.85 log CFU/cm? and 2.13 log CFU/cm?) and 5%
casein (1.78 log CFU/cm? and 2.09 log CFU/cm?) and spray dried phage powders stored
at 4+1 °C (1.09 log CFU/cm? and 1.30 log CFU/cm?) and 25+1 °C (0.72 log CFU/cm?
and 0.95 log CFU/cm?) for 10 months at MOI 100 and 1000, respectively. Within the
scope of the investigation of bacteriophage preparations prepared in film form, the
physicochemical quality and the effectiveness of antimicrobial activity against
Salmonella and phage stability of dip-coated strawberries were investigated using
bacteriophage cocktail with four different biopolymers for a period of five days at 4+1°C.
The biopolymers used in this study were whey protein concentrate (WPC),
carboxymethyl cellulose, chitosan, and sodium alginate. The color, pH, and titratable
acidity (TA) of strawberry samples and the stability and antimicrobial activity of
bacteriophages during storage were also investigated. Amongst all the biopolymers, WPC
coating showed the least escalation in pH and the least decrease in TA. During storage,
0.7 log PFU/g reduction in WPC coating with the bacteriophage cocktail was observed.
The highest antimicrobial effect was observed in WPC with a reduction of 3.1 log CFU/g
after 5 days at MOI 1000. In the light of the results, it was concluded that the phage loaded
WPC coating had much better physicochemical and microbiological quality during
refrigerated storage; therefore, it could be used effectively to extend the postharvest life

of strawberries.

Keywords: Bacteriophage, freeze drying, spray drying, antimicrobial effect, Salmonella
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1. GIRIS

Gida kaynakli bakteriyel patojenleri etkisiz hale getirmek ic¢in kullanilan mevcut
teknolojilerin yeterli seviyede olmamasi gida giivenligini iyilestirmek igin Yyeni
yaklagimlara ihtiya¢ oldugunu giindeme getirmektedir. Ornegin, ¢ig taze meyve ve
sebzeler i¢in mevcut olan dezenfektan islemlerinin ¢ok az etkisi oldugu bilinmektedir [1,
2]. Bununla birlikte taze tavuk gibi pisirilmesi gereken diger yiyecekler de patojenler
tarafindan kontamine olabilmektedir [3]. Pisirme genellikle gidalardaki patojenleri yok
etse de, gidanin az pisirilirmesi veya ¢apraz kontaminasyona maruz kalmasi durumunda
bakteriyel ireme meydana gelebilmektedir. Her durumda, gidanin kalitesini etkilemeden
patojenleri etkisiz hale getirmek gida kaybinin azaltilmasi, tiiketicilerin korunmasi ve
saglik risklerinin ortadan kaldirimasi agisindan kritik 6nem tasimaktadir. Bakterileri
enfekte eden viriisler olan bakteriyofajlarin bu amagla kullanilmasi, ilginin giderek arttigi
bir arastirma konusudur. Dogal olarak olusan bakteriyofajlar, 1915’ten 1917°ye kadar,
kesfedildikten hemen sonra bakteriyel kokenli bulasici hastaliklar1 6nlemek ve tedavi
etmek icin kullanilmistir [4]. Bununla birlikte, bakteriyofajlarin hayvanlarda ve
insanlarda terapoOtik olarak kullanilmasina iliskin uzun geg¢mislerine ragmen, gida
giivenligini tyilestirmeye yonelik potansiyel uygulamalari, giderek daha fazla taninmakta

Ve nispeten yeni bir egilim olusturmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii'ne gore, gida giivenligi temel bir halk saghg: 6nceligidir. Bu
nedenle, preparasyonlarda bakteriyel kalintilarin (endotoksinler dahil) varligi gibi,
bakteriyofajlarin  uygulanmasina iliskin bazi1 sinirlamalarin  dikkate alinmasi
onerilmektedir. Ancak bakteriyofaj tedavisinin su ana kadar bilinen veya rapor edilen
herhangi bir yan etkisine ait veri bulunmadigini vurgulamakta fayda vardir. Sinirlamalara
ragmen, gida endiistrisinde bakteriyofaj preparatlarinin uygulanmasina yonelik 6nemli
ilerlemeler kaydedilmistir. Birkag bakteriyofaj Grtinii Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
Gida ve Ilag idaresi (FDA) tarafindan genel olarak giivenli (GRAS) sinifina tanimlanmus,
Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan tescil edilmis ve Amerika Birlesik Devletleri
Tarim Bakanligi (USDA) tarafindan kullanimi onaylanmistir. Ayrica, ¢esitli gidalarin

bakteriyel kontaminasyonunu azaltmak veya ortadan kaldirmak igin farkli



bakteriyofajlarin kullaniminin incelendigi hakemli dergilerdeki yayinlarin sayisi ve bu

konuyla ilgili patent bagvurularinin sayisi son yillarda giderek artmaktadir.

Gida endiistrisi, gida bozulmasina ve gida kaynakli hastaliklara neden olan mikrobiyal
kontaminasyon sorunuyla kars1 karsiyadir. ABD popiilasyonunda 2000 ile 2008 yillar
arasindaki verilere dayanarak, yilda 9,4 milyon gida kaynakli hastaligin meydana geldigi
ve bunun % 39’unun bakterilerden kaynaklandigi tepit edilmistir. Ayrica, kontamine
gidalar yalnizca ABD’de yilda 55.961 hastaneye yatisa ve 1.351 6liime neden olmustur
[5]. Mikrobiyolojik gida bozulmalari, 2010 yilinda yaklasik 161,1 milyar dolar olarak
tahmin edilen, toplam atilan gidanin 6nemli bir boliimiini olusturan ve Urtinlerdeki
duyusal degisikliklerden kaynaklanan ekonomik kayiplara neden olmustur [6].
Antibiyotiklerin yanlis kullanilmasi ve direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasi gida giivenligi
sorununu agirlastirmaktadir. Istenmeyen bakteri popiilasyonlarmin kontrolii ve
azaltilmasindaki mevcut gelismelere ragmen, gida muhafaza teknolojisindeki yeni
yaklagimlar biyiik ilgi gormektedir. Bakteriyofajlarin uygulanmasiyla gida zincirinde
elde edilebilecek faydalar; ciftlik hayvanlarinda patojen kolonizasyonunun azaltilmasi
(bakteriyofaj tedavisi), ¢ig etlerin, taze triinlerin ve hatta ¢ig siitiin dekontaminasyonu
(biyokontrol), ekipman ve temas yiizeylerinin dezenfeksiyonu (biyosanitasyon), hazir
triinlerin raf Omriiniin uzatilmast (biyokoruma) [7] olarak sayilabilmektedir.
Bakteriyofajlarin dogal antimikrobiyal maddeler olarak uygulanmasi, diinya ¢apinda ¢cok
sayida sirket tarafindan bakteriyofaj bazli iiriinlerin tretilmesine yol agmistir. FDA ve
USDA, Escherichia coli, Salmonella, Campylobacter ve Listeria gibi en yaygin
bakteriyel gida kaynakli patojenlerin {iistesinden gelmek icin tasarlanmis birkag

bakteriyofaj bazli formiilasyonu onaylanmis ve iiriinlerde kullanimina izin vermistir.

Bakteriyofajlarin potansiyelinden yararlanmak, heyecan verici bir gelecek beklentisidir.
Bununla birlikte, bagarili olmak i¢in, uygulamara yonelik giivenli ve etkili bakteriyofaj
tirtinlerinin tretilmesine acil bir ihtiyag vardir. Stabil bir kat1 kuru toz formu olarak
bakteriyofaj preparatlarinin 6lgeklenebilir iiretimi biiyiik bir 6nem tasimaktadir. Uygun
eksipiyanlarla formiile edilmis, saflastirilmis bakteriyofaj siispansiyonlarinin
kurutulmasi, yiiksek islem hacmi ve nispeten diisiik maliyetle ger¢eklestirilmesi

durumunda hem ticari hem de uygulama agisindan biiyiik avantaj saglanmaktadir.



Enkapslle bakteriyofajlarin kuru toz formu, saha uygulamalari i¢in kolaylik saglamakla
birlikte depolamay1 ve tagima maliyetlerini azaltmaktadir. Ortaya ¢ikan bakteriyofaj
iceren tozlar, iyi bir depolama ve raf 6mrine sahip olmakla birlikte tozdaki son
bakteriyofaj (zerinde kontrol ve ¢esitli terapotik kullamimlar i¢in  uygun
mikropartikillerin Uretimine izin vermektedir. Bakteriyofajlarin soliisyonda sinirli bir
stabiliteye sahip olmalar1 ve isleme ve depolama sirasinda bakteriyofaj titresinde dnemli
bir diisiise maruz kalmalari, stabil formlarin hazirlanmasina ihtiyaci ortaya koymaktadir.
Formilasyon, enkapsiilleme ve kati formlar i¢in onemli bir itici giig, tekrarlanabilir
dozajlar1 saglamak i¢in bakteriyofajlarin raf dmrii ve depolanmasidir. Diger itici giigler
arasinda etkili dagitim i¢in mikro ve nanopargaciklarda enkapsulleme icin bakteriyofaj
formulasyonunu, hedeflenen enfeksiyon bdlgesinde tetiklenmis kontrollii veya siirekli
salimim i¢in uyaranlara yanit veren sistemlerde enkapstllemeyi icermektedir.
Bakteriyofajlarin kuru toz formda enkapstillenmesi, sistemik enfeksiyonlari tedavi etmek,
profilaktik tedavi veya hiicre ic¢i enfeksiyonlar: tedavi etmekamaciyla fajin dolasim
sresini arttirmak i¢in de kullanilabilmektedir. Dondurarak kurutma (liyofilizasyon),
puskiirterek kurutma, emiilsiyonlar icinde mikro ve nanoyapili malzemelerde
bakteriyofajin depolanmasi ve kapsiillenmesi i¢in bakteriyofajin formiilasyonu ve
stabilizasyonu gida drneklerinin biyokontroliinde diizenli ve devamli bir uygulama plant

yapilmasina imkan vermektedir.

Secilecek yontem, islem yapilacak bakteriyofaj i¢in yiiksek spesifite gostermekte olup
kullanilacak yardimec1 kimyasallar, segilecek proses kosullari, proses sonu segilecek
depolama kosullar1 gibi faktorlerin belirlenmesi gerekmektedir. Her bakteriyofaj i¢in ayni
yontem ve kosullarin kullanimi miimkiin olmamakla birlikte her caligmanin ayr1 ayri
optimizasyonu sonrasi kullanimi gerekmektedir. Biiyiik 6l¢ekli tiretim igin ise laboratuvar
ve pilot dlgekli caligmalarin tamamlandiktan sonra projeksiyonun gerceklestirilmesi
gerekliligi mevcuttur. Literatiirde ¢ok farkli biyo-preservant ve bakteriyofajlarin farkl
proses kosullarinda, farkli siirelerde depolama ve stabilite ¢alismalar1 yapilmasi sebebiyle
ortak diisiince, ¢alisilan bakteriyofajlarin ayni1 veya benzer familyadan olmasina ragmen
kullanilan biyo-koruyucular, konsantrasyonlar ve proses kosullar1 sebebiyle bireysel
calisma bazli incelenmesi gerektigi yonundedir. Bu asamada kurutma islemi
gerceklestirilecek bakteriyofaj i¢in en uygun yontemin secilmesi ve optimizasyonu ile

baslanabilir. En sik tercih edilen toz form olusturma yontemleri arasinda bulunan



liyofilizasyon ve puskirterek kurutma fajlarin, sivi siispansiyona kiyasla saklama
kosullarinda canliligini  korudugunu ve ayni silire zarfinda depolanan sivi
formiilasyonlardan daha stabil oldugu gosterilmistir. Liyofilizasyonda tipik olarak,
konsantre ¢6zeltinin viskozitesinde ve ozmolaritesinde bir artis meydana gelmekte, bu da
daha fazla kristallesmeyi engelleyerek ve sonunda donmus bir amorf / kristalli faz ile
sonuclanmaktadir. Yiiksek ozmotik basing degisiklikleri nedeniyle bakteriyofaj
kiimelesmesini ve inaktivasyonu Onlemek i¢in burada dikkatlice c¢aligilmasi
gerekmektedir. Ozmotik hasar, bakteriyofajin dondurarak kurutma isleminden sag
kalmasini azaltan 6nemli bir faktordiir. Bir diger sorun ise diisiik sicakliklarda hizla
gerceklesen dondurma igleminin bakteriyofaj canliligini  olumsuz etkileyerek
azaltmasidir. Bu sebeple liyofilizasyon ¢aligmalarinda proses kosullar1 ve formiilasyonun
optimize edilerek proses kayiplarinin minimize edilmesi gerekmektedir. Bir diger sik
tercih edilen yiintem olan piiskiirtmeli kurutma prosesinde ise ¢6ziinmiis katilar igeren bir
stv1 atomize ederek, kurutma odasi i¢inde sicak kuru bir gazla (tipik olarak sicak kuru
hava) temas ettirilmekte ve ince partikiillii kuru toz formlara dontistiiriilmektedir. Hem
yiiksek sicaklik iglemi ile termal strese hem de yiiksek kayma gerilimlerine maruz
kalmalar1 sebebiyle proses kayiplariin optimize edilmesi gereken bir yontem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Her iki yontem icin yliksek enerji maliyetlerinin ve uzun kurutma
strelerinin olmasi maliyet ve siire gibi 6nemli bir kisitlamay1 agiga ¢ikarmaktadir.
Endiistriyel ol¢eklenebilir bu yotemlerin islem gercgeklestirilecek bakteriyofajlar i¢in
optimize edilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu sebeple alternatif bir yontem olmasi
muhtemel, vakum kd&piik kurutma isleminde disiik ve yiiksek sicaklik gereksinimi
olmadan 1liman sicakliklarda kurutma iglemine izin vermesi ve daha ekonomik bir sistem
olmas: ile biiyiik bir potansiyel tasimaktadir. Onemli avantajlar1 arasinda
Olceklendirilebilir ve tiirbiilent bir proses olmasi, 6rneklerin 6nceden donma sicakliginda
islem gorme ve dondurulma ihtiyaci bulunmamasi, etkili yiiksek ortam sicaklig
stabilizasyonu saglayarak kurutma ve depolama sirasinda minimum aktivite kaybi ile
sonuglanmasidir. Fakat litertiirde bakteriyofaj ¢alismalar1 agisindan kendisine yeterince
yer bulamamasi sebebiyle proses kosullari, optimizasyon ve bakteriyofajlarin
kurutulmasi konularinda genis kapsamli calisilmasi gerekmektedir. TUm bu veriler
1s18inda gida tirinlerinde kullanilmak iizere uygun maliyetli bakteriyofaj temelli kuru
preparatlarin formile edilmesi, bu Urlnlerin karakterizasyonu, depolama, tasima vb.
islemler i¢in stabiliteleri ve gida iizerindeki etkinliklerinin incelenmesi hem bilimsel hem

de endiistriyel agidan biiylik 6nem tagimaktadir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Bakteriyofajlar
2.1.1. Bakteriyofajlar ve Kisa Tarihgesi

Bakteriyofajlar, okyanuslar, toprak, derin denizler, su ve yiyecekler gibi her yerde
bulunmaktadir. Yeryiiziinde sayica en yiiksek canli varliklardir (tahminler toplamda 10%°
ile 10°? arasinda) ve kesfedilen her ekosistemde mikrobiyal dengenin diizenlenmesinde
kilit rol oynamaktadirlar. Bakteriyofajlarin dagilimi, yaygiligi ve dramatik tezahiirleri,
yaklagik 1880°de Avrupa ve Amerika laboratuvarlarinda ciddi bakteriyolojik ¢aligmalarin
baslamasindan sonra yaklasik 40 yil boyunca taninmamalarimi sasirtict kilmaktadir.
Bakteriyofajlarin  bakterisidal aktivitesi ilk olarak Hankin tarafindan 1896°da,
Hindistan’daki Ganj ve Jumna nehirlerinden filtrelenmis suyun Vibrio cholerae’ye karsi
antibakteriyel ozelliklere sahip oldugu, ancak bu Ozelliklerin kaynatma ile ortadan
kalktigi zaman gozlemlenmistir [8]. Emmerich ve LOw, otolize kiiltiirlerdeki bazi
maddelerin ¢esitli kiiltiirlerin pargalanmasina neden olabildigini, deneysel enfeksiyonlari
tyilestirebildigini ve sonraki asilamalara karsi profilaktik bagisiklik saglayabildigini
bildirmistir. Ancak bu noktada, bu ilk ¢aligmalarin kesin yorumlarin1 saglamak zordur.
Bu gozlemlerden bazilar1 bakteriyofajlarin eylemiyle uyumlu olsa da, diger arastirmacilar
bakteriyosin etkilerini 6ne siirmekte ve litik enzim Uretimine atfedilebilmektedir. Bu
raporlarmn tiimii, stvi kiiltiirler izerindeki deneyleri anlatmakta ve bakteriyolojinin bu
doneminde, bir kiiltiir, tek tek hiicrelerin popiilasyon dinamikleri agisindan degil, kendi
basina bir organizma olarak kavramsallastirilmistir. 1920’lere kadar bakteri hiicresinin
tiim kiiltiir yerine organizma olarak yeniden kavramsallastirilmasina izin veren énemli
bir diisiince degisikligi olmamistir [9]. Bakteriyofajlar Gzerindeki ilk etkili ve net
deneyler, kat1 ortam iizerinde kiiltiirler kullanilmis ve bunlar, lokalize bakteriyolizin (yani

plaklarin) gdzlemlenmesine dayanmaktadir.

Frederick W. Twort tarafindan yapilan bir gézlemin genellikle modern bakteriyofaj
aragtirmalariin baslangici oldugu kabul gormektedir. Ancak Félix d’Herelle’in oncii
calismasindan sonra, Twort’un raporunun bakteriyofajlarla ilgili oldugu kabul edilmistir.
Twort, Londra’daki Brown Enstitiisti’nde (bir veteriner hastanesi) calisan {inlii bir Ingiliz

bakteriyolog olan William Bulloch’un &grencisidir [10]. Twort, Vaccinia virus canli
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hicrelerini agar besiyerinde biiylitmeye ¢alisirken, bir¢ok mikrokok kolonisinin
biiylidiigiinii fark etmis ve bu kolonileri, kullandig1 Vaccinia posasinda bakteriyel
kontaminasyon olarak yorumlamistir. Gézlemi, bazi kolonilerin mukoid, sulu veya camsi
goriinmesi olarak kaydedilmistir. Twort camsi kolonileri mikroskop altinda
incelediginde, bakterilerin Giemsa ile kirmiziya boyanmis kiiciik graniiller halinde
oldugunu fark etmistir. Bu durumdan bagimsiz ve oldukca farkli nedenlerle, Felix
d’Herelle [11], bakterilere antagonisitik olan ve sivi kiiltiirde pargalanmalarina ve ayri
parcalar halinde (bunlara plak adin1 vermistir) 6liime neden olan bir mikrop kesfetmistir.
d’Herelle, bu goriinmez mikroplari, bakterileri istila eden ve ¢ogalan ultraviriisler olarak
tanimlamis ve bu nedenle onlara bakteriyofaj adin1 vermistir. d’Herelle, savas kosullari
altinda Paris’teki Pasteur Enstitiisii’nde caligmasi sebebiyle burada bir grup Fransiz
askerinde ortaya ¢ikan basilli dizanteri salginini arastirmak tizere cagrilmistir [4]. Klinik
gorevlerine ek olarak, enterik bakterilerin neden bazen patojenik olup bazen olmadigi
sorusuyla arastirma ilgisini stirdiirmiistiir. Yaklasimini, filtrelenebilir bir viriisiin neden
olduguna inanilan ancak Salmonella cholerasuis [12] adli bir bakterinin varligiyla
siddetlenen domuz kolerasinin etiyolojisi {izerine daha Once bildirilen calismalara
dayandirarak, d’Herelle dizanteri hastalarindan alinan bakterilerin biiylimesini ve
patojenitesini degistirebilecek gorlinmez viriisler i¢in filtrelenmis dizanteri drneklerini
incelemistir. Sivi kiiltiirde parcalanmay1 ve agar1 kaplayan birlesik bakteri kiiltiirlinde
berrak beneklerin (daha sonra bunlara taches vierges adin1 vermistir) olusumunu fark
etmistir. Arastirmalari bu varsayim iizerinde ilerlemis ve gériinmez ajanin sonsuza kadar
cogaldigini, ¢ogalmak i¢in canli hiicrelere ihtiya¢ duydugunu ve ¢ogalma islemi igin
hiicre pargalanmasinin gerekli goriindiigiinii kaydetmistir. d’Herelle, plak sayiminin,
partikiil olarak tasarladigi bu goriinmez ajanlari saymak i¢in bir yol sagladigin1 fark
etmistir. Fajin enfeksiyon, cogalma, saliverme ve yeniden enfeksiyon dongiilerini temsil

ettigi seklinde yorumladig: dalgalar veya adimlar halinde ¢ogaldigini gdsterebilmistir.

Bununla birlikte, bakteriyofajin biyolojik dogas1 iizerine yapilan bu arastirmalar, fajin
terapotik potansiyeli tarafindan golgede birakilmistir. Bakteriyofajin biyolojik nesneler
olarak anlasilmasima yonelik ilgi, bakteriyofajin ticari ve tibbi olanaklarina yenik
diismiistiir. d’Herelle’in dizanteri hastalarindan alinan digki 6rneklerinde bakteriyofaj
titrelerinin arttigina dair ilk gozlemlerinden, bakteriyofajin bulasici hastalik seyrindeki

roli cok 6nemlidir. Bakteriyofajin terapotik kullanimina iliskin ilk rapor, Louvain’den



Bruynoghe ve Maisin’in [13] kutandz ¢ibanlarin yerel bolgede bir stafilokok bakteriyofaj
miistahzarin1 enjekte ettikleri bir nottur. Hem sislikte hem de agrida azalmanin yani sira
ateste bir miktar azalma kaydetmislerdir. 1930’larda bazi aragtirmacilar bakteriyofaji
kimyasal agidan incelemeye baslamistir. Bu arastirma programu, tltin moziak virsi
(TMV) ve cocuk felci gibi diger viriislerin incelenmesiyle yakindan baglantilidir [14].
Yeni ultrasantriftjleme teknikleri, kollodion zarlarindan siizme ve kimyasal analiz fajlar
lizerinde uygulanmaya baslanmustir. ingiltere’de Elford ve Andrews [15] ve Fransa’da
d’Herelle’in meslektaglar1 tarafindan yapilan g¢alismalardan [16] farkli bakteriyofaj
izolatlarinin boyutlarinin 6nemli 6l¢iide farkli oldugu anlasilmistir. Bununla birlikte,
viriislerin boyutlarini belirlemeye yonelik bu yontemler dolaylidir ve kabul edilmis
herhangi bir standardizasyon yoktur. Once Almanya’da, sonra Ingiltere’de ¢alisan Max
Schlesinger [17], bakteriyofaj kimyasi1 Uzerine ilgili yillarda calisan neredeyse tek
biyokimyacidir. Kismen saflastirilmis bakteriyofaj hazirlanmasi, boyutlariin tahmin
edilmesi ve Feulgen reaksiyonu araciligiyla DNA min varhigini gdstermistir. Ilging bir
sekilde, 1940 yilinda yeni icat edilen elektron mikroskobunun ilk bilimsel
uygulamalarindan biri, bakteriyofajlarin preparasyonlarint gorsellestirmek ve bunlarin
bakteri hiicreleriyle etkilesimlerini incelemektir. Bu arastirma sonunda, bakteriyofajlarin
dogasina iligkin, partikiil karakterlerini agik¢a gdostermekte ve belirli bakteriyofajlarin
karakteristik morfolojilere sahip oldugunu gostermektedir [18-21]. Bakteriyofajin
morfojenezi ve supramolekiiler birlesimi ile bakteriyofaj DNA molekullerinin
konformasyonuna iligkin daha sonraki arastirmalar, biiyiik dl¢iide gelistirilmis elektron
mikroskobik yontemlere dayanmaktadir [22-24]. Molekiler biyolojinin kdkenlerine
iliskin kanonik agiklamalar, Alman fizik¢i Max Delbriick’iin modern bakteriyofaj

arastirmalarindaki ana gegis olay1 olarak gostermektedir [25].

2.1.2. Temel Bakteriyofaj Biyolojisi

Prokaryotik virosferin bir ¢arpici 6zelligi de dikkate deger c¢esitliligidir. Bakteriyofaj
viryonlar1 boyut, sekil ve karmasiklik bakimindan biiylik farkliliklar géstermektedir.
Bakteriyofaj genomlarinin boyutlari 3,4 kb ile 500 kb arasinda degismekte ve bakterilerin
aksine, tim bakteriyofaj genomlarinda tek bir gen (6rn. 16S rRNA) yoktur. Bakteriyofaj
genomlart muhtemelen biyosferin herhangi bir yerinde kesfedilmemis genlerin ve

proteinlerin en biiyiik rezervuarini temsil etmektedir.



Her yerde bulunmalar1 ve gesitlilikleri goz 6niine alindiginda, bakteriyofajlarin gesitli
biyolojik ve gevresel sureclerde derin roller oynamasi sasirtict degildir. Bakteriyofajlarin
her giin okyanus bakterilerinin %15 ile %40’ 1n1 parcaladig1 tahmin edilmektedir, bu da
partikiiliin ¢oziinmiis karbona oranini, fitoplankton iiretkenlik oranlarini ve oksijen
uretimini ve hatta belki de kiresel iklim ve hava durumunu etkilemektedir [26]. Dahasi,
bakteriyofajlar, hem bakterilerin viral yirticilari tarafindan 6ldiiriilmekten kaginmak igin
stirekli olarak evrim gecirmesi gerektiginden hem de &zellikle iliman bakteriyofajlar
(kendi genomlarin1 konak¢1r genomuna istikrarli bir sekilde entegre edebilenler) 6ne
¢iktig1 i¢in, bakteriyel evrimin 6nemli itici gii¢leridir. Kiiresel olarak, bakteriyofajlarin
bakteriler arasindaki gen transfer olaylarina (transdiiksiyon) saniyede 20 milyon milyar
defaya kadar aracilik ettigine inanilmaktadir. Her biri kendi genomunu duyarli bir bakteri
hiicresinden digerine tasiyarak daha fazla bakteriyofaj Uretimini yonlendirebilen

karmasik uzay gemileri gibidirler.

Her bakteriyofaj pargacigi (viryon), bir protein veya lipoprotein kilif veya kapsid i¢ine
alinmis kendi niikleik asit genomunu (DNA veya RNA) icermekte; birlesik niikleik asit
ve kapsid, niikleokapsidi olusturmakatdir. Her bakteriyofaj icin hedef konak, belirli bir
bakteri grubudur. Bu grup genellikle bir tirtin bir alt kiimesidir, ancak birkag ilgili tar
bazen ayni bakteriyofaj tarafindan enfekte olabilmektedir. Tim virlisler gibi
bakteriyofajlar da mutlak parazitlerdir. Uygun bir konakg¢ida kendi iiremelerini
yonlendirecek tiim bilgileri tasimalarina ragmen, enerji liretecek makineleri ve protein
yapacak ribozomlar1 yoktur. Bakteriyofaj, ev sahiplerinin yasadigi her yerde -
kanalizasyonda ve digkida, toprakta, derin termal bacalarda ve dogal su kiitlelerinde - gok
sayida bulunan, diinyadaki en bol canli varliklardir. YUksek diizeyde 6zgullukleri, uzun
stireli hayatta kalmalar1 ve uygun konakgilarda hizla ¢ogalabilmeleri, herhangi bir dogal
ekosistemdeki ¢ok cesitli bakteri tiirleri arasinda dinamik bir dengenin korunmasina
katkida bulunmaktadir. Uygun konakg¢i bulunmadiginda, dis etkenler tarafindan zarar
gormedikce, bircok bakteriyofaj onlarca yil boyunca enfekte etme yeteneklerini
koruyabilmektedir. Bakteriyofajlar, bakteri viriisleri olmalar1 sebebiyle enfekte ettikleri
bakterileri 6ldiirmek icin olaganiistii bir yetenege sahiptirler. Bugine kadar literaturde
tanimlanan bakteriyofajlarin % 95’inden fazlas1 Caudovirales’e (kuyruklu fajlar) aittir.
Viryonlari, yaklasik olarak yari ¢ift sarmalli DNA ve kiitle olarak yar1 proteindir ve belirli

bir veya iki proteinin birgok kopyasindan olusan ikosahedral baslar1 vardir. Koseler



genellikle bir proteinin pentamerlerinden olusur ve her iki tarafin geri kalan1 ayn1 veya

benzer bir proteinin heksamerlerinden olugsmaktadir.

Bakteriyofajlar yasam tarzina gore iki sinifa ayrilabilmektedir; 6ldiiriicii veya iliman.
Oldurtct  bakteriyofajlar yalnizca bir litik dongii aracihigiyla gogalabilmektedir;
bakteriyofaj viryonu, bir konake¢i hiicrenin yiizeyine adsorbe olmakta ve konakgi
metabolizmasinin ¢ogunu devralan ve daha fazla bakteriyofaj yapmak i¢in molekiler
makineyi kuran genomunu enjekte etmektedir. Konak hiicre daha sonra dakikalar veya
saatler sonra parcalanarak bircok yeni bakteriyofaji serbest birakmaktadir. Virilan
bakteriyofajlarin enfekte olmus bakterileri hizli bir sekilde 6ldirme ve parcalama
yetenegi, belirli bakteriler i¢in bakteriyofajlarin 6zgiilligii ve enfeksiyon siireci sirasinda
bakteriyofajlarin sayisinin artmasi, bakteriyofajlari bakteriyel hastaliklarla savagmak i¢in

muikemmel potansiyel terapétik maddeler haline getirmektedir [27].

Virtlan bakteriyofajlarin aksine, bir litik dongii indiiklenene kadar, konak¢i bakteri
hiicreleri ile siiresiz olarak birlikte var olma yetenegine sahip bakteriyofajlar da
mevcuttur. Iliml1 bakteriyofajlar, yeni bir konake1 hiicreyi enfekte ettiklerinde bir tireme
modu segenegine sahiptir. Enfekte edici bakteriyofaj alternatif olarak bir lizogenik dong
baglatabilir; bakteriyofaj genomu, replike olmak yerine, profaj adi verilen, genellikle
konak genomuna entegre olan ancak bazen bir plazmit olarak tutulan hareketsiz bir durum
varsayar. Stiresiz olarak bu durumda kalmakta ve konake¢1 hiicresi, tamami profaj iceren
hiicrelerin bir klonunu yapmak icin ¢ogaldikca kopyalanmaktadir. Bu hiicrelerin
lizogenize veya lizogenik (yani lizis tiretebilen) oldugu sdylenmesinin sebebi ara sira bu
hareketsiz durumundan ¢ikarak litik dongiiye girmeleridir. Levin ve Lenski [28]
tarafindan ortaya konuldugu gibi, lizogenik durum, muhtemelen her ikisine de ¢esitli
avantajlar yansitan viriis ve konakg¢inin birlikte evrimini gerektiren, olduk¢a gelismis bir
olgudur. Tlimlh bakteriyofajlar, konakeilarini diger bakteriyofajlarin neden oldugu
enfeksiyondan korumaya yardimce1 olabilmekte ve kisitlama sistemleri ve antibiyotiklere
ve diger ¢evresel hakaretlere kars1 direng dahil olmak {izere konakg¢ilarinin 6zelliklerinde

onemli degisikliklere yol acabilmektedir.



Daha buyuk oldirtct bakteriyofajlar genellikle bircok konak 6ldiriictu proteini
kodlamaktadir. Bazilar1 konakg¢1 replikasyonunu, transkripsiyonunu bozmakta; ayrica
konak genomunu bozabilmekte, belirli konak enzimlerini yok edebilmekte, yeniden
yonlendirebilmekte veya bakteri zarim1 degistirebilmektedir. Buna karsilik, 1liman
bakteriyofajlar genellikle konakgiy1 ¢ok daha az yeniden yapilandirmakta ve uzun vadeli
lizogeni sirasinda siki kontrol altinda tutulmasi gereken konakgi-0ldirtict proteinleri
varsa bile ¢ok az tagimaktadirlar. Diger bakteriyofaj genlerinin transkripsiyonunu bloke
etmek icin birkag operator bolgesinde hareket eden bir baskilayict proteini
kodlarmaktadirlar. Bu reseptor, lizogenik durum sirasinda iiretilen tek bakteriyofaj kodlu
protein olabilmekte, ancak genellikle konak¢inin hayatta kalmasi igin faydali olabilecek
birka¢ baska gen de profajlardan eksprese edilmektedir. Baskilayici, ayn1 bagisiklik
grubunun diger bakteriyofajlarinin, yani genleri aymi baskilayict tarafindan
diizenlenebilen diger bakteriyofajlarin neden oldugu litik enfeksiyonu da bloke
etmektedir. Bu sekilde, iliman bir bakteriyofaj genellikle konak bakterisini cesitli

bakteriyofaj tlirlerinin neden oldugu enfeksiyondan kormaktadir.

2.1.3. Bakteriyofajlarin Yasam Doéngiileri

Bakteriyofajlar, tipik olarak bir protein kilifi ile ¢evrili niikleik asitten olusan mikroskop
alt1 parcaciklardir. Bakteriyofajlarin morfolojisi, kuyrugu ve kuyruk lifleri olan ¢okyuzli
bir kafa iceren karmasik yapilardan nispeten basit g¢okylizliilere kadar biiylik Olciide
degismektedir. Bakteriyofajlar bir bakteri hicresini enfekte ettikten sonra
cogalabilmektedirler, ancak bdyle bir enfeksiyonun sonucu, bakteri hiicresinin
parcalanarak yeni nesil bakteriyofajlar1 serbest birakmasi (litik yol), hiicre O6limii
olmadan bakteriyofajlarin stirekli ekstriizyonu, bakteriyofaj niikleik asidinin bakteri
kromozomuna veya diger genetik elementlere entegrasyonu (lizogeni) veya bakteriyofaj
niikleik asidinin konak¢i i¢inde dengesiz bir iligki i¢inde var oldugu bir durum

(ps6dolizogeni) olusabilmektedir [29].

Gidalardan patojenleri uzaklastirmak i¢in litik bakteriyofajlar tercih edilmektedir. Litik
yolda, bakteriyofajlar spesifik bakteri hiicresi yilizey molekiillerine baglanmakta ve
bakteriyofaj genomu hiicreye tasinmakta ve daha sonra ekspres edilmektedir. Sonug
olarak hiicre basina birkag yiize kadar yeni bakteriyofaj tretilmekte ve bakteriyofaj kodlu

enzimler hiicre duvarini pargalayarak yeni bakteriyofajlari serbest birakmakta ve konake1
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organizmay1 oldiirmektedir. Bu suregte, bakteri hiicresi yok edilmekte ve bakteriyofaj

say1si artarak ve genel antibakteriyel etki artmaktadir.

Lizogenler kararhidir ve gerekli kosullar (6rnegin mitomisin C’ye maruz kalma veya UV
radyasyonuna maruz kalma) [30] olusana kadar bakteriyofaj ¢ogalmamaktadir, ancak bu
bakteriyofajlarin ¢ok kiiciik bir kismi kendiliginden bir litik dongiiye gecebilmektedir.
Bakteriyofaj niikleik asidi diger genetik materyalle biitiinlestiginde, biyokontrol amaciyla
kaybolabilmektedir, ancak gerektiginde litik dongiileri agma yollarinin gelistirilmesi,

biyokontrol elde etmek i¢in alternatif bir yaklasimi temsil edebilmektedir.

Psodolizogeni, bakterilerin var olabilecegi bir¢ok hiicre [29] veya de-novo protein
sentezini Onleyen antibiyotiklerin varliginda [31] karsilasilacagi gibi, konakg¢i besin
siirlamasina tabi oldugunda da ortaya ¢ikmaktadir. Kosullar bakteri biiylimesi i¢in daha
uygun olacak sekilde degistiginde, bakteriyofaj genetik materyali daha sonra litik veya
lizogenik dongulere girebilmektedir. Psodolizogeni, bakteriyofaj genomunun konak
hiicre replikonlarina entegre olmamasi bakimindan lizogeniden farklilik gostermektedir
[32]. Yeterince yiiksek sayida bakteriyofaj hiicreye yapistiginda ve hiicre duvarini
parcalayan enzimlerin aktivitesi yoluyla parcaladiginda, bakteriyofaj replikasyonu
olmadiginda da konak¢1 parcalanmast meydana gelebilmektedir. Bu islem disaridan lizis

olarak bilinir [33]. Konak hiicreler, bakteriyofaj saldirisina karsi tamamen savunmasiz

degildir ve tanimlanmis diren¢ mekanizmalar1 esas olarak plazmit kodludur (en sik
meydana gelen direng sekli, bir hiicre yiizeyi reseptdriiniin kaybidir). Ornekler arasinda
kisitlama ve modifikasyon sistemleri, abortif enfeksiyonlarla sonuglanan protein {iretimi
[34] ve bakteriyofaj DNA’sinin F plazmit igeren hiicrelere tamamen girmesinin

onlenmesi [35] yer almaktadir.

2.1.4. Bakteriyofajlarin Kimyasal ve Fiziksel Ajanlara Kars1 Hassasiyeti

Bakteriyofajlar, cesitli kimyasal ve fiziksel maddelere karsi duyarliliklarinda, genellikle
ongoriilemeyen ve her durumda deneysel olarak belirlenmesi gereken sekillerde blyuk
farkliliklar gdstermektedir. Bununla birlikte, baz1 genel ilkeler vardir. Ornegin, tiim

bakteriyofajlar giines 1s181in1n genel etkilerine ek olarak 260 nm araligindaki UV 1s181na
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oldugu kadar uzak UV’ye de ¢ok duyarlidir; floresan isikli buzdolaplarinda bakteriyofaj
koleksiyonlarinin kaybolduguna dair ¢ok sayida rapor vardir. Bakteriyofaj canliligini
potansiyel olarak etkileyen diger faktorler arasinda pH, askorbik asit, iire, iiretan,
deterjanlar, selatlama maddeleri, hardal gazi, alkoller ve 1siyla etkisizlestirme yer
almaktadir. Bakteriyofajlar genellikle pH 5 ile 8’de stabildir ve bir¢ogu pH 3 veya 4’¢
kadar stabildir; ancak her bakteriyofajin 6zel olarak karakterize edilmesi gerekmektedir.
Bakteriyofajlar genellikle iire ve iiretan gibi proteini denatiire edici maddelere karsi
oldukca hassastir, ancak inaktivasyon seviyesi hem konsantrasyona hem de sicakliga
baglidir ve farkli bakteriyofajlar i¢in farklilik géstermektedir. Hardal gazi, nitrik oksit ve
ultraviyole 151k gibi mutajenik maddeler bakteriyofaji etkisiz hale getirir ve birgok
lizogende litik donguyu indukleyebilmektedir. Litik bakteriyofajlar, enfeksiyondan sonra
konakg1 proteinlerin devam eden sentezini gerektirmediginden, yakin zamanda UV veya

diger mutajenlerle inaktive edilmis hiicreleri genellikle hala enfekte edebilmektedir.

2.2. Enfeksiyon Siirecine Genel Bakis

Bakteriyofajlar, diisiik bir infeksiyon ¢oklugunda (multiplicity of infection (MOI)) uygun
konake¢1 bakterilerle karistirilmaktadir. Adsorpsiyon i¢in birka¢ dakika sonra, enfekte
olmus hiicreler seyreltilmekte (salinan bakteriyofajin enfekte olmamis hiicrelere veya
bakteriyel kalinttya baglanmasini 6nlemek i¢in) ve enfekte merkezleri belirlemek icin
numuneler ¢esitli zamanlarda toplanmaktadir. Bir enfektif merkez, ya tek bir bakteriyofaj
pargacigl ya da tek bir plak iiretmek igin agar Uzerinde patlayan enfekte bir hiicredir.
Plaklarin sayis1 genellikle karakteristik bir siire, gizli donem boyunca enfekte olmus
hiicrelerin sayisinda sabit kalir ve ardindan keskin bir sekilde yiikselir, her hiicre
parcalanip tamamlanmis bakteriyofaji serbest biraktikga baslangig degerinin birgok
katina esitlenmektedir. Par¢alanmadan Once ve sonra elde edilen plak sayisi arasindaki
orana patlama boyutu denir. Hem patlama boyutu hem de latent donem, belirli kosullar
altinda her bakteriyofaj susunun karakteristigidir, ancak kullanilan konakg¢1, ortam ve
sicakliktan etkilenmektedir. Yuksek bir MOI’de (5-10 faj/hiicre) enfeksiyon, ayni
zamanda Oldiirmenin etkililigini (yani hayatta kalan bakteri sayisi) ve bakteriyofaj
enfeksiyonunun, hiicre kiitlesinin siirekli genislemesi ve absorbans veya optik yogunlukta
yansitildigi gibi nihai hiicre lizisi agisindan etkisi 6l¢meye olanak taninmaktadir. Stirecin
verimliligi, zamanlamas1 ve diger yonleri, konagin metabolik durumundan ¢ok fazla

etkilenebilir ve ¢ogu durumda, bakteriyofaj hiicreyi ele gecirdikten sonra konakg1, artik
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biiylik metabolik degisikliklere uyum saglayamaz. Bu nedenle, 6rnegin, anaerobik
enfeksiyon lizerine ¢aligsmalar, yalnizca kendileri anaerobik olarak biiylimiis olan konak¢1

hiicrelerde gerceklestirilebilmektedir.

2.2.1. Adsorpsiyon

Kuyruklu bakteriyofajlarin neden oldugu enfeksiyon, lifler veya sivri uglar gibi 6zel
adsorpsiyon yapilari, hedef bakterileri iizerindeki belirli yiizey molekiillerine veya
kapsiillere baglandiginda baslamaktadir. Gram-negatif bakterilerde, proteinlerin,
oligosakkaritlerin ve lipopolisakkaritlerin hemen hemen her biri, baz1 bakteriyofajlar igin
reseptdr gorevi gorebilmektedir. Gram-pozitif bakterilerin daha karmasik mureini, gok
farkli bir dizi potansiyel baglanma bolgesi sunmaktadir. Bircok bakteriyofaj, ylzey
penetrasyonu igin bakteriyofaj kuyrugunu uygun sekilde konumlandirmak igin yiiksek
konsantrasyonda bulunan belirli bir molekdl tirinun kimelerini gerektirmektedir.
Adsorpsiyon hizi ve etkinligi, belirli bir bakteriyofaj-konak sistemi i¢in dis etkenlere ve
konagin fizyolojik durumuna bagli olarak degisebilen 6nemli parametrelerdir. Birgok
bakteriyofaj, Ca®*, Mg?* veya herhangi bir divalent katyon gibi spesifik kofaktorler
gerektirmektedir.

Bakteriler genellikle belirli bir bakteriyofaja karsi, o bakteriyofaj tarafindan kullanilan
reseptorlerin mutasyonel kaybi veya degistirilmesi yoluyla direng gelistirmektedir.
Bununla birlikte, bazi reseptorlerin kaybedilmesi, farkli hiicre yiizeyi molekdillerini
reseptor olarak kullanan diger bir¢cok bakteriyofaj tiirtine kars1 koruma saglamaz. Ayrica
¢ogu durumda bakteriyofaj, degistirilmis hiicre ylizeyi proteinini tanityabilmeleri veya
farkli bir reseptore baglanabilmeleri icin kuyruk liflerini degistiren uygun konake1 araligi
mutasyonlart yoluyla dengeleyici bir adaptasyon elde edebilmektedir. Bu muhtemelen
bakterilerin diren¢ kazanmasindan daha az etkilidir, ¢linkii yeni reseptorlere bakteriyofaj
adaptasyonu yeni bir islevsel etkilesimin kurulmasini gerektirirken, konakg¢r direncinin
gelisimi fonksiyon kaybini gerektiren negatif bir olaydir [36]. Kuyruk liflerinin yapigsma
bolgeleri, yeni, kimerik adezinlerin olusumunu kolaylastiran yiiksek rekombinasyon
oranlar1 ile ilgili bakteriyofajlar arasinda olduk¢a degiskendir. Taksonomik olarak
uzaktaki konakgilar1 enfekte edebilmeleri i¢in iyi karakterize edilmis bakteriyofajlarin

kuyruk liflerine yeni alici-tanima elemanlar1 tasarlama konusuna biyiik ilgi
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bulunmaktadir. Bir hicrenin fizyolojik durumu, belirli hiicre ylzeyi molekullerinin
konsantrasyonunu ve dolayisiyla belirli bakteriyofajlarin neden oldugu enfeksiyonun
etkinligini blyiik 6l¢iide degistirebilmektedir. Belirli bakteriyofajlarin reseptor olarak
kullandig1 yiizey molekiillerinin ¢ogu, en azindan bazi ¢evresel kosullar altinda bakteri
hiicresi i¢in ¢ok Onemlidir, bu nedenle direng, dnemli islevlerin kaybina ve rekabet

guclnin azalmasina neden olabilmektedir.

2.2.2. Penetrasyon

Geri doniisiimsiiz baglanmadan sonra, bakteriyofaj genomu kuyruktan konake1 hiicreye
gecmektedir. Bu durum her faj i¢in spesifik DNA transfer mekanizmalarini igermektedir.
Genel olarak kuyruk ucu, peptidoglikan tabakasina niifuz etmek ve ardindan DNA’y1
dogrudan hiicreye salmak icin i¢ zara dokunmak veya niifuz etmek icin enzimatik bir
mekanizmaya sahiptir; kuyrugun baglanmasi ayni zamanda, DNA’nin kapsidden ¢ikisini
potansiyel bir konakg¢1 iizerinde uygun sekilde konumlanana kadar bloke eden bir
mekanizmay1 da serbest birakir. DNA daha sonra, genellikle hiicresel enerjiye bagli olan,
ancak birkag faj disinda tam olarak anlasilamayan islemlerle hiicreye ¢ekilir (6rnegin, T7
fajinda DNA’nin girisine transkripsiyon siireci aracilik etmektedir). Hiicre igine girdikten
sonra, bakteriyofaj DNA’s1 potansiyel olarak konakgi ekzoniikleazlara ve restriksiyon
enzimlerine duyarlidir. Bu nedenle, bir¢ok bakteriyofaj, DNA’larin1 yapiskan uglar veya
terminal fazlaliklar1 araciligiyla hizla dairesel hale getirir veya dogrusal uglar1 korur.
Diger durumlarda, genomlari, ortak konakgilarinda bulunan restriksiyon enzimleri
tarafindan taninabilecek bolgeleri ortadan kaldirmak icin evrimsel zaman boyunca

secilmistir.

2.2.3. Konakcidan Bakteriyofaj Yonlii Metabolizmaya Gecgis

[lk adim genellikle ¢ok gii¢lii bakteriyofaj promotérlerinin konak¢r RNA polimerazi
tarafindan taninmasini igermekte ve bu da hemen erken genlerin transkripsiyonuna yol
acmaktadir. Bu genlerin iirinleri bakteriyofaj genomunu koruyabilmekte ve konakgiy1
bakteriyofajin ihtiyaglarina uygun sekilde yeniden yapilandirabilmekte; konak
proteazlarini inaktive edebilmekte ve kisitlama enzimlerini bloke edebilmekte, gesitli
konak makromolekuler biyosentezlerini dogrudan sonlandirabilmekte veya bazi konak

proteinleri yok edebilmektedir. T4, SPO1 ve Sb-1 gibi bakteriyofajlar, bu konak devralma
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slirecine katiliyor gibi goriinen, tek tek klonlandiklarinda bile konakei igin 6lddriict olan
birgok proteini kodlamaktadir. Daha sonra, yeni bakteriyofaj DNA’sin1 sentezleyen
tirlinler iireten bir dizi orta gen, ardindan bakteriyofaj partikiiliiniin bilesenlerini kodlayan
bir dizi ge¢ gen kopyalanmaktadir. Baz1 bakteriyofajlar i¢in bu gegisler, konak¢gt RNA
polimerazi yeniden programlamak icin yeni sigma faktorlerinin veya DNA baglayici
proteinlerin sentezini icerir; diger bakteriyofajlar kendi RNA polimerazlarint kodlar.
Konak DNA’sinin bozulmasi ve konak¢i mRNA’larin translasyonunun inhibisyonu,
hicrenin yeni bakteriyofaj sentezi i¢in yeniden programlanmasina katkida bulunabilen

diger mekanizmalardir.

2.2.4. Morfogenez

DNA, prokapsid adi verilen onceden birlestirilmis ikosahedral protein kabuklarina
paketlenmektedir. Cogu bakteriyofajda, bunlarin montaji, spesifik yapr iskelesi
proteinleri ile ana bag yapisal proteinler arasindaki karmasik etkilesimleri, ardindan hem
yap1 iskelesinin hem de ana bas proteinlerin N-terminalinin proteolitik bolinmesini
icermektedir. Paketlemeden Once veya paketleme sirasinda, DNA igin artan i¢ hacimle
birlikte kafa genislemekte ve daha kararli hale gelmektedir. Basin bir kosesinde yer alan
portal kompleks, kafa montaj1 i¢in baslangig noktasi, DNA paketleme enzimleri icin
kenetlenme bolgesi, DNA’nin gegisi i¢in bir kanal ve miyoviriisler ve sifoviriisler i¢in,
ayr1 olarak bir araya getirilen bakteriyofaj kuyrugu icin bir baglanma bdlgesi olarak

hizmet etmektedir.

2.2.5. Hicre Lizizi

Son adim olan konakgi hiicrenin pargalanmasi, zamanlamasi siki bir sekilde kontrol
edilen ani bir olaydir. Par¢alanma c¢ok hizli gerceklesirse, dongiiyii etkili bir sekilde
stirdiirmek i¢in ¢ok az sayida yeni bakteriyofaj yapilmis olacaktir; liziz ¢ok uzun sure
ertelenirse, enfeksiyon firsatlari ve yeni bir patlayici lireme dongiisii kaybedilmis
olacaktir [37, 38]. Kuyruklu bakteriyofajlarin hepsi lizis igin iki bilesen kullanir:
peptidoglikan matrisindeki anahtar baglardan birini parcalayabilen bir enzim olan lizin
ve lizinin hareket etmesine izin vermek icin uygun zamanda i¢ zardaki gozenekleri bir
araya getiren bir protein olan holin peptidoglikan tabakasina ulasir ve lizisi

hizlandirmaktadir. Zamanlama, biliyime kosullarindan ve genetikten etkilenir;
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degistirilmis lizis siirelerine sahip mutantlar segilebilir. Kuyruksuz bakteriyofajlar,
konake1 peptidoglikan isleme enzimlerini ¢esitli sekillerde bozan ¢esitli tek proteinli liziz

cokeltici proteinleri kodlar.

2.3. Bakteriyofajlar ve Guvenlik

Bakteriyofajlarin giivenli bir kullanim ge¢misi vardir. Konak ozgiilliikleri, insan
hiicrelerinin enfeksiyonunun olasi olmadigim disiindlrir. Terap6tik bakteriyofajlarin
eski Sovyetler Birligi’nde ve Dogu Avrupa’daki lilkelerde kapsamli tibbi kullanimi,
bakteriyofaj preparatlarinin giivenle alinabilecegini diisiindiirmektedir [8, 39]. Hayvan
deneyleri, konak adapte olmayan bakteriyofajlarin yiiksek dozlarda bile agizdan
uygulanmasinin, bakteriyofajlarin dolasim sistemine girmesine izin vermedigini
gostermistir. Hayvanlarda intravendz bakteriyofaj enjeksiyonu ile yapilan deneyler,
bakteriyofajlarin dolasim sistemine gegse bile retikiiloendotelyal sistem tarafindan hizla
temizlendigini ortaya ¢ikarmustir [40]. Bakteriyofajlar terapotik dozlarda kullanildiginda
bile, insanlarda bakteriyofajlara kars1 siddetli bagisiklik reaksiyonlar1 olduguna dair ¢ok
az kanit vardir. Tedavi hastalarinin % 0,5’inden daha azinda bazi hafif yan etkiler rapor
edilmig, ancak etkiler kolayca tersine ¢evrilmistir [40]. Bakteriyofaj kullaniminin
potansiyel bir sorunu, parcalanmis bakteri hiicrelerinden toksinlerin salinmasidir, ancak
bu saliverme, diger kontrol uygulamalarinda da meydana gelmistir. Her yerde bulunan
dogalar1 nedeniyle, bakteriyofajlar cesitli gidalarda diizenli olarak tiiketilmektedir.
Bakteriyofajlar ¢cevrede bol miktarda bulunur; topraktaki dogrudan sayimlar ortalama
1,5x107 POB/g bulmustur [41]. Insanlar muhtemelen yasamlar1 boyunca hem yutulan
gidalardan hem de gastrointestinal sistem, deri ve st solunum sistemindeki endojen

bakteriyofajlarla temas halindedir [8, 40].

Konak¢i Spesifikligi: Bakteriyofajlar tarafindan bakteriyel patojen biyokontrolinin en
onemli avantajlarindan biri, belirli bir konakgr i¢in 6zgilliiktiir. Bir bakteriyofajin konak
araligi, hiicre girisinde, bunun konak hiicre reseptorleri ile etkilesimi ve ardindan
restriksiyon modifikasyon sistemleri tarafindan belirlenmektedir. Bir bakteriyofajin bir
konakgiya basarili bir sekilde baglanmasi, hiicre yiizeyindeki spesifik reseptorler ile
bakteriyofaj {izerindeki antireseptorler arasinda baglanmayi gerektirmektedir. Tipik

reseptorler, dis zar tasima proteinlerini, lipopolisakaritleri, karbonhidratlari, flagella ve
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pili gibi 6zellesmis yapilar1 igermektedir. Bazi bakteriyofajlar ayn1 anda birkag farkli
reseptore veya birden fazla reseptore baglanabilmektedir [42-44]. Sonug olarak, E. coli
O157:H7 gibi bir patojen, belirli bir bakteriyofaj tarafindan enfekte olabilmektedir, ancak

yakindan iligkili patojenik olmayan serovarlar etkilenmeden kalabilmektedir.

Minimum Konakg1 Esigi: Diger bir potansiyel problem, bakteriyofaj replikasyonuna izin
vermek i¢in minimum sayida konak¢inin mevcut olmast gerekliligidir. Bu gereklilik,
stitte Pseudomonas [45], kiltiirde Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis ve E. coli [46]
ve tavuk cekumunda Salmonella’y: enfekte eden bakteriyofajlar igin gosterilmistir [47].
Berchieri ve ark. [47], bakteriyofajlarin konakgilarini ancak konagin yogunlugu belirli bir
esigi (yaklasik 10* KOB/ml) astiginda etkileyece@i sonucuna varmustir. Bununla birlikte,
gidada, konak¢1 yogunlugunun cm? basina 46 hiicre oldugunda aktivite gézlemlenmistir
[48]. Bakteriyofajlarin biyokontrol i¢in etkin bir sekilde kullanilmasi i¢in yogunluga baglh
cesitli esikler ve kritik zaman noktalar1 dikkate alinmalidir [49].

Konak¢r Olmayan Bakteri: Baz1 gida sistemlerindeki diger bir karmasiklastiric1 faktor,
onemli sayida konak¢i olmayan bakteri hiicresinin varligidir. Biyokontrol igin
bakteriyofajlarin etkinligi, enfeksiyoz partikiilleri bir konakg¢iya tasimak igin pasif
difiizyona giivenmekle sinirhidir. Bir matematiksel model sisteminde [50], bakteriyofaj
eyleminin hedef olmayan tiirlerin veya diger par¢acikli maddelerin yiiksek yogunluklari
tarafindan engellenmesi, hedef organizmanin yok olma olasiligini azaltma egilimindedir.
Yalnizca diger tiirlere kiyasla konak¢i bol oldugunda, bakteriyofajin rakip tuzaklarin
yoklugunda oldugu gibi ayni seviyelere ulasacagi tahmin edilmektedir. Model bir
gosterge olmasina ragmen, bildigimiz kadariyla, gida bilesenlerinin veya hedef olmayan
tirlerin  bakteriyofajin  konakgilarina taginma  kabiliyeti  iizerindeki etkisini
degerlendirmek icin ¢cok az veri mevcuttur. Besin matriksi ve bakteriyofajin her bir
kombinasyonu, muhtemelen, biyokontrol parametrelerinin 6zel bir optimizasyonunu

gerektiren, kendi benzersiz etkilesim setine sahip olacaktir.

Kaginma ve Direng: Bakteriyofajlar, konakgilarini enfekte etmede ve yok etmede etkilidir
(istisna: lizogeni). Bununla birlikte, konakgilarin, cografi [51] ve genetik [52] stratejiler

de dahil olmak iizere avcilarindan ka¢mak i¢in mekanizmalar1 vardir. Konakei,
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bakteriyofajlarin erisemeyecegi bir yer bulabilirse, o zaman agik¢a enfekte olmayacaktir.
Bu tiir yerlerin sinirli olmast muhtemeldir ancak bazi biyofilmler [53] ve bakteriyofajlar
yok eden ancak konak¢iya zarar vermeyen (6rn. diisik pH [54]) durumlar
olusabilmektedir. Teorik olarak, konak¢inin bakteriyofajlara karsi direnci, DNA
mutasyonu, yatay olarak hareketli genlerin edinilmesi veya bagisiklik kazandiran bir
lizogenik bakteriyofajin enfeksiyonu ile gelistirilebilmektedir. Luria ve Delbruck [55]
doniim noktast niteligindeki 1943 yilinda yaymladiklar1 makalelerinde, E. coli B
mutasyonunun bakteriyofaj T1 direncine olan sikligin1 hiicre bdoliinmesi basina
2,45+3x10® POB/ml olarak belirlemislerdir. Ayrica mutasyonlarin nadiren vahsi tipe
dondiglinii de bulmuglardir. Bakterilerin antibiyotiklere verdigi yamitin aksine,
bakteriyofaj tedavisi sonucunda ortaya c¢ikan direngli organizmalar, kapsiil ve diger
organellerin kaybi nedeniyle genellikle daha az oOldiriicidir [56]. Daha yakin
zamanlarda, bakteriyofaj ve konakg1 arasindaki uzun vadeli etkilesimlerin modellenmesi,
konak¢mnin daha direngli olma egiliminde olmas: ve bakteriyofajin konak menzilinde
daha genis olma egiliminde olmasiyla, antagonistik birlikte evrimin meydana
gelebilecegini gostermektedir [57]. Bununla birlikte, ¢alisilan baz1 gidalarin sonuglarinda
One siirdiigii gibi, bakteriyofajlar konak¢inin minimum biiytiime sicakliginin altindaki
sicakliklarda ¢ogalabiliyorsa, biiylime gerceklesmeyecegi i¢in direncli bir alt

popiilasyonun gelisme olasilig1 yoktur.

Genlerin Hareketi: Genellestirilmis transdiiksiyon olarak bilinen bir siirecte, bazi
bakteriyofajlar, konak¢inin kromozomundan veya hiicre igindeki diger mobil genetik
elementlerden yeni bir konak¢tya DNA yollari iletebilmektedir. {letilen DNA, toksin veya
antibiyotik direngli genler gibi patojen popiilasyonu arasinda yayilmasi istenmeyen
genler icerebilmektedir. Bu nedenle, herhangi bir biyokontrol uygulamasinda
kullanilacak ~ bakteriyofajlarin,  genellestirilmis  transdiiksiyon  gerceklestirip
gergeklestiremeyecekleri veya oliimden once konakgida ifade edilebilecek herhangi bir

viriilans geni tasiy1p tasimadiklarini belirlemek i¢in dikkatlice karakterize edilmelidir.

2.4. Bakteriyofajlar ve Gida

Gida kaynakli hastaliklar diinya ¢apinda biiylik endise kaynagidir. Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezleri (CDC), ABD’de her y1l yaklasik 5.000 6lime neden olan 76 milyon
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gida kaynakli hastalik vakasimin meydana geldigi tahmin edilmektedir [58].
Bakteriyofajlarin gesitli gidalardan izolasyonunu detaylandiran ve bakteriyofajlarin gida
ekosistemlerinin normal sakinleri oldugunu 6ne siiren birgok rapor vardir. ABD’deki
yerel pazarlardan satin alinan 45 sogutulmus gida drneginin 22’sinden 38 bakteriyofaj ve
konakgilart geri kazanilmistir [59]. Bu tespit diizeyi, taksonomik olarak ¢esitli
konakgilarin izole edilmesine izin vermek i¢in seg¢ici olmayan bir ortamin kullanildigi,
esasen rastgele bir yaklasim kullanilarak elde edilmistir. Bakteriyofajlar, salatalik
fermantasyonu [60], salam fermantasyonu [61], marul [62, 63], kimchi, sogutulmus ve
dondurulmus yengecler, domuz eti [63], istiridye [63], midye, mantar [63], borek [63],
biskiivi hamuru [63], sarkiiteri ekmegi [63], hindi ve tavuk kizartma [63], tavuk [63-65],
peynir [66], yogurt [66, 67], ayran [68] ve sigir eti [63, 65, 69] dahil olmak iizere gesitli

gidalardan veya gida islemlerinden izole edilmistir.

Gidada bakteriyofajlarin varligi, konak¢imnin da mevcut oldugunu veya bir zamanlar
mevcut oldugunu ancak isleme sirasinda etkisiz hale getirildigini gostermektedir. Bu
nedenle, konakgis1 E. coli olan kolifajlarin varligi, bazi yiyeceklerde hos karsilanmazken
bazilarinda (6rnegin ¢ig et) beklenmeyen bir durum olmayabilir. Bakteriyofajlarin
konakg¢ilarinin mevcudiyetinde olugsmasi muhtemel oldugundan ve bu nedenle normal
mikrobiyotanin bir parcasi olduklarindan, gida kalitesinin degerlendirilmesinde hijyen
gostergeleri olarak belirli bakteriyofajlarin kullanilmasi &nerilmistir [63, 70]. Indikator
olarak bakteri yerine bakteriyofaj kullanmanin bir avantaji, sonug¢larin bakteri sayimi igin
kullanilan geleneksel tekniklerle miimkiin olandan daha hizli, yani 6 ile 8 saat iginde
tespit edilebilmesidir [65].

Son 15 yilda, bir¢ok arastirmaci enterik viriislerle [71-75] ¢evresel kontaminasyonun
gostergesi olarak bakteriyofajlarin potansiyel kullanimini arastirmis ve EPA suda
bakteriyofaj sayimi igin protokoller yayinlamistir. Bakteriyofajlar boyut, fiziksel
Ozellikler ve davranmis olarak enterik viriislere geleneksel bakteriyel gosterge olan E.
coli’den daha benzerdir. Gidalardaki bakteriyofajlarin  stabilitesine iliskin
degerlendirmeler 6nemlidir, ¢iinkii bakteriyofajlarin biyokontrol ajanlar1 olarak basarili
olmalar1 i¢in, uygulandiklar1 gidanin fizyokimyasal kosullar1 (6rnegin, pH ve su

aktivitesi) altinda stabil olmalar1 gerekebilir. Cesitli gidalardaki gida kaynakli bakteriyel
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patojenlerin seviyelerini azaltmanin en etkili yollarindan biri {iriin paketlenmeden Once
¢ig veya tiiketime hazir (ready-to-eat (RTE)) gidalara dogrudan bakteriyofaj uygulamak
olarak degerlendirilebilir. Bu noktada, tiim biiylik gida iireticileri tarafindan kullanilan
mevcut gida giivenligi miidahale uygulamalarinin bir sonucu olarak, olagan gida kaynakli
bakteriyel patojenlerle kontaminasyon genellikle asgari diizeydedir. Bu nedenle, o sirada
bakteriyofajlarin uygulanmasi, iiriin temizligi i¢in nihai bir yol saglayabilir. Ayrica,
bakteriyofajlar1 nihai iriiniin ambalajina miimkiin oldugu kadar yakin bir yere
uygulamak, bunlarin igleme tesisine geri tasinmasini en aza indirecek ve bu da
bakteriyofaja direngli bakteriyel mutantlarin olas1 ortaya cikisini azaltacaktir. Birkag
calisma, ¢ig veya hazir gidaya bakteriyofaj uygulanmasinin, bunlarin bakteriyel
patojenlerle kontaminasyonunu &nemli dlgiide azalttigim gostermektedir. Ornegin,
Goode ve ark., ¢ig tavuk tlizerine Campylobacter jejuni ve Salmonella’ya ozgi
bakteriyofajlarin uygulanmasinin kontaminasyonu sirasiyla 10 ile 100 kat ve % 99
oraninda azalttigin1 bildirmistir [76]. Leverentz ve ark., ¢esitli RTE gidalarinda gida
kaynakli patojenleri ortadan kaldirmak veya sayisini azaltmak icin bakteriyofaj
kullanmanin ilk inceleyenlerden biridir [77]. Salmonella bakteriyofajlarinin canli
Salmonella konsantrasyonunu 5 ve 10°C’de saklanan deneysel olarak kontamine edilmis
tatli kavun dilimlerinde 3,5 log birim ve yaklagik 20°C’de saklanan dilimlerde 2,5 log

birim azalma gdzlenmistir.

2.4.1. Patojenler i¢in Biyokontrol Ajanlar1 Olarak Bakteriyofajlar

Bakteriyofajlar, insan besin zincirindeki klasik tarladan sofraya siirekliliginde iiretimin
tiim asamalarinda yiyeceklerdeki patojenlerle savagmak i¢in kullanilabilmektedir. Buna

gore, bakteriyofajlarin kullanimina 6rnek olarak asagidaki maddeler sunulabilmektedir:

I.  ¢iftlik hayvanlarinda hastaliklar1 6nlemek veya kolonizasyonu azaltmak icin;
ii.  bakteriyel yiikleri azaltmak igin gida materyalinde (karkas ve diger ham {irlinler
gibi) veya ekipman ve temas yuzeylerinde;

iii.  raf dmriinii uzatmak i¢in gidalarda dogal koruyucu olarak.

Bakteriyofajlari biyokontrol ajanlari olarak kullanmanin en belirgin yolu, onlar1 dogrudan
gidalara uygulamaktir. Birgok gida buzdolabinda saklandigindan ve gida kaynakl

patojenlerin ¢ogu bu kosullar altinda gelismediginden, bakteriyofajlarin sogutulmus
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gidadaki (yaklagik 4°C) konakgilarini 6ldiiriip 6ldiiremeyecegini belirlemek 6nemlidir.
Bakteriyofaj-konak iligkisi ile ilgili diger hususlar arasinda, konakg¢i olmayan
organizmalarin varhiginin etkileri, gidalarin pH ve diger fizyokimyasal 6zelliklerinin
etkisi, kat1 bir substrat veya biyofilm tizerindeki aktivite, direngli bakteriyel mutantlarin
ortaya c¢ikist ve replikasyona izin vermek icin gereken bakteriyofajlarin ve konakgilarin

nispi sayilar1 yer almaktadir.

Cevaplanmasi gereken birincil soru, bakteriyofajlar gidalardaki bakteriyel patojenleri
kontrol edebilir mi? Simdiye kadar bu sorunun cevabi1 evet olmakla birlikte en azindan
belirli durumlarda kontrol edebildigi ortaya konulmustur. Kesin bir gida giivenligi
endisesi olmasa da, gidalarin raf Omriiniin bakteriyofajlar tarafindan bozulma
organizmalarinin kontrolii yoluyla uzatilmasi diisiiniilmiistiir ve elde edilen bilgiler,
fajlarin patojen biyokontrol ajanlar1 olarak kullaniminin anlasilmasina ve gelistirilmesine
yardimer olmak i¢in kullanilabilmektedir. Bakteriyofaj biyokontrol yoluyla gida
giivenligini artirmak i¢in alinabilecek baska bir yaklagim, gida hayvanlarini kesimden
once bakteriyofajlarla tedavi etmek olabilir. Bakteriyel patojenler, sigir ve koyunlarda
digkidan deriye dogrudan veya dolayli ¢apraz kontaminasyon yoluyla karkaslara
verilmektedir [78]. Kiimes hayvanlarinda, patojenler canli kus iizerinde ve bagirsak
igeriginde bulunur ve mekanik yolma sirasinda dogrudan karkasa yayilmaktadir [79].
Patojenler hayvanin diskisindan uzaklastirilabilir veya 6nemli 6lgiide azaltilabilirse, bu

kaynaktan kontaminasyon olasilig1 en aza indirilmis olacaktir.

Bakteriyofajlar kendi kendini kopyalayan farmasotikler olarak gorilebilmektedir [49,
80]. Bu benzersiz 6zellik nedeniyle, patojenleri kontrol etmek i¢in kullanilabilecekleri iki
olasi yol vardir. Aktif bir tedavi yaklagiminda, ¢ogu bakteri komsu organizmalardan
replikasyon ve bulagsma nedeniyle ikincil enfeksiyonlar tarafindan 6ldiiriillmektedir. Bu
durumda, patojenin etkili bir sekilde ortadan kaldirilmasi i¢in nispeten kiiciik bir
bakteriyofaj dozu gereklidir, ¢linkii konagin kendisi bakteriyofajlar1 ¢ogaltmakta ve
komsu hiicrelere gegislerini siirdiirmektedir. Bakteriyofaj uygulamasinin zamanlamasi
aktif tedavide 6nemli goriinmektedir ve konakgi hiicreler, tiim hedef hiicreleri 61diirmeye
yetecek kadar faj yaymak i¢in tahmin edilen kritik replikasyon esigini agmalidir. Bazi in-

vitro deneyler igin bir esik noktasinin varligi tartisilmaktadir [49, 80], ancak kesin bir veri
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sunulmamustir. Sonug olarak, bu aktif tedavi yaklasimi, patojen sayilarinin muhtemelen
daha yiiksek oldugu hasat 6ncesi miidahaleler i¢in daha uygun olabilmektedir. Alternatif
uygulama sekli pasif tedavidir; burada etki sekli, ikincil enfeksiyoz replikasyon bir
gereklilik olmadigr i¢in geleneksel ila¢ rejimlerine daha benzerdir. Bu prosedirde,
birincil enfeksiyon veya disaridan lizis yoluyla tiim hedef organizmalari alt etmek i¢in
yeterli miktarlarda bakteriyofajlar eklenmektedir. Daha fazla sayida bakteriyofaj
gerekmesine ragmen, patojenlerin  seyrek  popiilasyonlari1  bile  ortadan

kaldirabilmelidirler.

2.4.2. Gidalarda Salmonella ve Bakteriyofaj Uygulamalari

Gida kaynakli hastaliklar ve Salmonella’nin en yaygin goriilen ve yaygin olarak dagitilan
ajanlar olmasiyla diinya ¢apinda biiyiiyen bir halk sagligi sorunudur. Bu Gram-negatif
bakteri, sicakkanli hayvanlarin, 6zellikle ¢iftlik hayvanlarinin bagirsaginda yaygin olarak
bulunmakta ve insanlara oncelikle hayvansal kaynakli kontamine gidalarin tiiketimi
yoluyla bulagsmaktadir. Kanatli eti ve tiirevleri, insanlarda gorilen salmonellozun en
yaygin kaynagi olarak kabul edilmektedir. Bu tiir patojenlerin yiiksek prevalansina ve
bunun sonucunda ortaya ¢ikan saglik sorunlarina ek olarak, antibiyotige direngli suslarin
ortaya ¢ikmasi nedeniyle bu patojenlerin kontrolii giderek zorlasmaktadir. Bu ortaya
cikis, antimikrobiyallerin hayvanlarinda kotiiye kullanilmasinin bir sonucudur ve
insanlarda gida kaynakli hastaliklarin tedavisinde bir zamanlar etkili olan antibiyotiklerin
etkisini tehlikeye atmaktadir. Bakteriyofajlar, ortamda her yerde bulunan, yuksek konak
Ozgiilliigline ve bakteriyel direncin iistesinden gelmek icin gelisme kapasitesine sahip,
onlar1 patojenlerin kontrolii i¢in ¢ekici bir segenek haline getiren, dogal olarak olusan

bakteri avcilaridir.

Domuz vebasi’nin etiyolojik etkeni iizerine yapilan arastirmalar Theobald Smith’i
1885°te Bacterium suipestifer adli Gram-negatif bir basilin izolasyonuna gotiirmiistiir.
Bakteri ayrica, Salmonella adimin tiretildigi D. E. Salmon tarafindan karakterize
edilmistir. Spor olusturmayan hiicreler, ¢aplar1 0,7 um ile 1,5 um ve uzunluklar1 2 pm ile
5 pum arasinda degisen boyutlarda diiz ¢ubuk seklinde bir morfolojiye sahiptir. Bu
hicreler genellikle peritrikoz flagella sunan hareketlidir. Salmonella spp.

Enterobacteriaceae familyasina aittir ve kemoorganotroflar (enerji kaynagi olarak
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organik bilesikleri kullanan organizmalar), fakiiltatif anaeroblar ve hidrojen siilfit
ureticileridir [81]. Hemen hemen tim Gram-negatif bakterilerde oldugu gibi
Salmonella’nin dis zari, membran proteinleri ve lipopolisakkaritlerden olusmaktadir.
Lipopolisakkaritler, hiicre yapisal bitiinliigiiniin korunmasinda ve kimyasallardan
korunmada 6nemli bir rol oynamaktadir. Konak organizmalarda endotoksinler ve gicli
bir bagisiklik tepkisi sergileyen bir pirojen gibi davranmaktadir. Yapisal olarak ti¢ farkli
bilesenden olusurlar: lipid A, ¢ekirdek oligosakarit ve O-polisakarit [82]. O-polisakarit
(aym1 zamanda O-antijeni veya O-yan-zincir) ile birlikte H-antijeni (flagella’dan) ve Vi
(kapsuiler antijenler), Kauffman-White siniflandirma semasinin temelidir ve farkli
Salmonella’nin spesifik ticari antiserumlarla reaksiyona girdiklerinde agliitinasyon

paternlerine gore serotiplerde gruplanmasini saglamaktadir [81, 83].

Salmonella’y1 enfekte eden ¢ok sayida bakteriyofaj izole edilmistir. Bir Salmonella
bakteriyofajina iligkin ilk rapor 1918 yilina dayanmaktadir ve Félix d'Hérelle tarafindan
tanimlanmustir. Salmonella bakteriyofajlar1 farkli kaynaklardan izole edilmistir: atik su
bitkileri, kanalizasyon, giibre, disk1 ve farkli hayvanlardan (6r. kiimes hayvanlari, hindi,
domuz, insanlar), hayvanat bahcesi goletlerinden, kimes hayvani ciftliklerinden
yuvalardan vb. [84-86]. Salmonella bakteriyofajlarinin ¢ok sayida ve farkli 6zgilligi,
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 6nerilen daha yaygm Salmonella enterica serotiplerini
(6rnegin S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Heidelberg) alt kategorilere ayirmak i¢in
yararli bir tipleme araci olan bakteriyofaj tiplendirme yoluyla Salmonella
smiflandirmasima olanak saglamistir. Muhtemelen en iyi bilinen Salmonella
bakteriyofajlari, litik bakteriyofaj Felix 01 ve iliman viriis P22°dir. Felix 01, Salmonella
arasinda genis litik spektrumu ile karakterize edilmis ve Salmonella’nin tanimlanmasinda
bir teshis araci olarak kullanilmistir. Son yillarda, Felix 01°den daha genis bir konakg1
araligina sahip olan ve yalnizca terapdtik bir ajan olarak degil, ayn1 zamanda bir teshis
araci olarak da biiyiik potansiyel sunan bir bakteriyofaj tanimlanmistir [85-87]. Bazi
gidalarda Salmonella’nin biyokontrolii iizerine yapilan ¢alismalar genel olarak olumlu
sonuclar vermistir. Bu patojenin insanlara bulagmasini 6nlemek amaciyla hayvanlarda ve
gida maddelerinde Salmonella’nin kontroliinde bakteriyofajlarin potansiyel kullanimin
degerlendirmek i¢in gesitli ¢alismalar yapilmistir. Genel olarak, hedef bakterilerin yok
edilmesi son derece olas1 olmayan bir olay olsa da, bakteriyofajlarin bu patojenlerin

sayisini azaltabildigi ilkesinin kanit1 olusturulmustur.
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Bakteriyofajlarin gida giivenligini artirmak i¢in kullanilabilecegi baska bir yol da onlar1
dogrudan ¢ig gida iriinlerine uygulamaktir. Bu yaklasimin pratik uygulanabilirligi,
bakteriyofaj replikasyonu i¢in gerekli oldugu 6ne siiriilen konak¢1 hiicrelerin minimum
yogunlugu nedeniyle tehlikeye girebilmektedir [49, 88]. Bununla birlikte,
bakteriyofajlarin, konak hiicre popiilasyonu 46 KOB/cm? kadar diisiik oldugunda etkili
biyokontrol ajanlar1 olabilecegi gosterilmistir [48]. Bu ¢eliskili sonuglar, bakteriyofaj-
konak kombinasyonlarindaki, kullanilan matristeki, konak¢i olmayan tuzaklarin
varliginda ve hatta uygulanan modellerdeki farkliliklarin bir sonucu olabilmektedir. Bu
nedenle, bakteriyofaj bazli biyokontroliin etkinligi vaka bazinda belirlenmelidir [89].
Ormegin, Cheddar peynirinin {iretimi ve depolanmasi sirasinda lux genini igeren bir
Salmonella Enteritidis izolatinin hayatta kalmasi tizerinde bakteriyofajlarin etkisi, sabit
bir patojen/bakteriyofaj oraninda degerlendirilmistir [90]. Cig ve pastorize siit 6rnekleri,
ml basina 10* Salmonella ve 108 bakteriyofaj ile asilanmis ve islem sirasinda her ikisinin
de sayilar1 belirlenmistir. Hem ¢ig hem de pastorize siit peynirinde, bakteriyofaj
eklenmemis iiretim sirasinda alinan 6rneklerde asilanmis patojen sayist artmis, ancak
bakteriyofaj varliginda azalmistir. Olgunlasma sirasinda, hicbir bakteriyofaj
bulunmadiginda, Salmonella sayis1 yaklasik 2 log birim azalmistir. Bakteriyofajlarin
varhiginda, pastdrize siitten yapilan peynirde 89 giinliik depolamanin ardindan Salmonella
saptanamaz hale gelmis, ancak pastdrize edilmemis siitten yapilan peynirde yaklasik 102
KOB/g’de varligim siirdlirmiistiir. Bu nedenle yaklagim, pastorize siitten yapilan peynir
icin, kullanilan inokulum seviyesinde daha etkilidir. Gida maddelerinde Salmonella
kontrolii sadece et ve tiirevleri ile sinirli degildir. Salmonella Enteritidis'in kontrolii ayrica
5, 10 ve 20°C’de saklanan yapay olarak yaralanmis elma ve kavun dilimleri iizerinde de
calisilmistir ve etkinlik elmada gosterilmezken kavunda gosterilmistir [77]. Bu ¢alisma,
tek bir sabit oranli bakteriyofaj ve patojen ile gerceklestirilmistir. Bakteriyofajlar,
patojenin blyimesini 10 ve 20°C’de geciktirmis, son sayimda (168 saat inklbasyon)
kontrollere kiyasla bakteriyofajla muamele edilmis kavun numunelerinde yara basina 1
ile 2 log birim daha az sayim elde edilmistir. Elmalar igin, islenmis ve islenmemis
numuneler arasinda fark yokken faj sayisi hizla azalarak 24 ile 48 saat iginde tespit
edilemez hale gelmistir. Iki meyve arasindaki aktivite ve bakteriyofaj canli kalimindaki
fark, pH’daki bir farka bagl oldugu belirtmistir. Bakteriyofajlarin Salmonella

serotiplerinin kontroll Gzerindeki etkisi deneysel olarak kontamine brokoli ve hardal
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tohumlarinda da arastirilmistir [91]. Islenmis ve islenmemis 6rneklerde nihai Salmonella
sayisinda kiiciik azalmalar gozlenmistir. Bununla birlikte, her durumda, kullanilan
bakteriyofajlarin mevcudiyetinde Salmonella gelisebilmistir. Sonuclar, patojenlerin
verimli biyokontroliinde konake¢1 6zgilliigiiniin bir faktor olarak dikkate alinmasi

geregini vurgulamistir.

Etlik pili¢ ve hindi karkaslarinda Salmonella’yr kontrol etmek icin bakteriyofajlarin
etkinligi Higgins ve ark. tarafindan test edilmistir [92]. Bu c¢alismada, karkaslara
uygulanan 10® POB bakteriyofajin, 10%iin altindaki seviyelerde S. Enteritidis’in
uzaklastirilmasinda yetersiz oldugu kabul edilmigtir. Bunun yerine, > 108 POB
uygulamasi, geri kazanilabilir Salmonella igceren karkas sayisinda belirgin bir azalma ile
sonuglandig1 rapor edilmistir. Higgins ve ark. ayrica dogal olarak kirlenmis hindi
karkaslarmi tedavi etmek i¢in 72 farkli Salmonella bakteriyofajindan olusan bir kokteyl
kullanmustir. Sonuglar, kokteylin kontamine karkaslardan Salmonella iyilesmesini etkili
bir sekilde azalttigin1 gosteren umut vericidir. Bu ¢aligmalar, Salmonella ile kontamine
olmus karkaslar1 verimli bir sekilde tedavi etmek i¢in yiiksek konsantrasyonda

bakteriyofajin, tercihen farkli fajlardan olusan bir kokteylin kullanilmasi gerektigini

gostermektedir.

Bakteriyofajlarin etkisiyle Salmonella’nin kontrolii, Bigwood ve ark. tarafindan ¢ig ve
pismis sigir etinde de test edilmistir [93]. Numuneler diisiik veya yiiksek yogunluklarda
(sirastyla <102 veya 10* KOB/cm?) Salmonella ile asilanmistir. Daha sonra, 10! veya 10*
MOTI’de bakteriyofajlar eklenmis ve sogutulmus ve oda sicakliginda saklamayi simiile
etmek icin farkli sicakliklarda (sirasiyla 5°C ve 24°C) inkibe edilen numuneler
kullamilmustir.  Bakteriyofajlar, kontrollerle karsilastirildiginda  (bakteriyofajsiz
Salmonella ile asilanmis ornekler) 5°C’de inkiibe edilen numuneler i¢in Salmonella
sayisi 2,3 log KOB/cm?’ye kadar ve 24°C’de inkiibe edilen numuneler igin 5,9 log
KOB/cm?’den daha fazla diisiirmeyi basarmistir. Bu sonuglar hem yiiksek Salmonella
yogunluklar1 (10* KOB/cm?) hem de 24 saat inkiibe edilmis drneklerle yiiksek MOI’de
(10% uygulanan bakteriyofajlar i¢in elde edilmistir. Diisiisler, 8 gunliik inkiibasyondan

sonra daha da yiiksek kaydedilmistir. Diisiitk Salmonella yogunluklari igin numunelerin
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cogu icin azalmalar dénemli degildir. Ilging bir sekilde, geri kazanilan Salmonella

hlcrelerinin bakteriyfaj enfeksiyonuna karsi hala hassas oldugu bulunmustur.

2.5. Gidalarda icin Yenilebilir Kaplama ve Bakteriyofaj Uygulamalar

Biyopolimerlerden olusan ve gidalarla birlikte tiiketilebilen birincil ambalaj tabakasi olan
yenilebilir kaplama uzun yillardir talep goren bir islemdir. Polisakkaritler, proteinler ve
lipitler, yenilebilir kaplamada kullanilan baslica yenilebilir biyopolimerlerdir. Yenilebilir
kaplamanin birincil iglevi, ¢cevresiyle birlikte gida yiizeylerindeki gaz ve su gegirgenligini
kontrol etmektir. Ikincil islev, iiriinlerin mikrobiyal bozulma ve mekanik hasardan
korunmasimi i¢cermektedir. Ek olarak, yenilebilir kaplama, kaplanmis gidalarin
zenginlestirilmis organoleptik ve duyusal ozellikleri aracilifiyla tiiketici kabuliinii
gelistirmektedir. Yenilebilir kaplama uygulamasi, biitiin ve taze kesilmis meyve ve
sebzelerin, deniz {riinlerinin, etin kaplanmasini ve firincilik iirlinlerindeki son
uygulamalarim1 icermektedir. Yenilebilir kaplama ayn1 zamanda besin kayiplarini ve
kalite bozulmalarin1 dnleyerek raf dmriinii uzatan taze ve islenmis gidalar igin aktif bir
koruma teknigidir. Bu biyopolimerler, gida iirlinlerinin giivenligini artirmak i¢in
antioksidan, antimikrobiyal ve antiviral ajanlar i¢in tastyicit malzeme gorevi gérmektedir.
Yenilebilir kaplamalar, bozulabilir maddelerin hasat sonrasi kayiplarina, gida

giivensizligine ve artan ¢evresel kaygilara umut verici bir ¢oziimdiir.

Biyopolimer, bitkiler ve hayvanlar gibi biyolojik sistemlerden tiretilen monomer
kalintilar1 zinciridir. Polisakkaritler ve proteinler, gida endiistrilerinde kullanilan iki ana
biyopolimerdir. Biyopolimerlerin gida molekiilleri ile etkilesimi, yenilebilir filmlerin ve
kaplamalarin gelistirilmesine yardimci olan donma, doku modifikasyonu, jel ve ag
olusumuna yardimei olmaktadir [94]. Biyopolimerler ayrica herhangi bir baska islem
veya yabanct madde olmaksizin kendi kendini parcalama potansiyeline sahip olan yesil
polimerler olarak da bilinir. Biyopolimerlerin ¢ogu, bir film matrisi ve kaplama ag ile
sonuclanan bilesikler arasinda molekiiller arasi etkilesimlerin olusumu dahil olmak iizere
cesitli fonksiyonel Ozelliklere sahip olan hidrokolloidlerdir. Biyopolimerler, taze ve
islenmis gidalarin raf omriinii uzatan kaplamalar ve filmler olusturma potansiyeline
sahiptir [95]. Ag olusturma kabiliyeti, besleyici kompozisyon, antioksidan ve

antimikrobiyal ajanlar1 tutma kabiliyeti, yenilenebilir kaynak, diisiik maliyet, hazir
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bulunabilirlik ve ¢evre iizerinde olumsuz bir etkisinin olmamasi, biyopolimerlerin
yenilebilir kaplamada kullaniimasinin nedenleridir. Biyopolimerler, IV jenerasyon

paketleme olarak adlandirilmaktadir [96].

Yenilebilir kaplama, yenilebilir olan ve gidalarin biyopolimer ¢ozeltisine daldirilmasiyla
veya biyopolimer ¢dzeltisinin gida yiizeyi iizerine piskiirtiilmesiyle dogrudan gida
yuzeyi Uzerine kaplanan biyopolimerlerden olugsmaktadir. Bozulabilir ve yar1 bozulabilir
gidalarin ¢ogu icin birincil ambalaj malzemesidir. Yenilebilirlik ve biyolojik olarak
parcalanabilirlik, yenilebilir kaplamanin iki ana avantajidir. Diger avantajlar arasinda,
yenilebilir kaplamali gidalarin yiiksek tiiketici kabul oranlarina yol acan geligmis estetik
goriinim ve gelismis duyusal Ozellikler yer almaktadir. Robertson [97] tarafindan
belirtildigi gibi yenilebilir kaplama/filmlerin sentetik tizerindeki umut verici 6zellikleri

asagidaki gibidir:

e Ambalaj malzemesini gida ile birlikte tiiketerek israf olusumunu engellemek.

e Tarimm ve gida endiistrilerinden yan tiriin kullanim kaynagi olarak tiretilebilmek.

e Renklerndirici, tatlandiricilar vb. ekleyerek kaplanmig iriiniin  duyusal
ozelliklerini gelistirebilmek.

e  Uriiniin besin degerini artirabilmek.

e Pizza, borek, tatli gibi heterojen gidalardaki diger bilesikler arasindaki
migrasyonu engellemek.

o Aktif maddeler (antimikrobiyal ve antioksidan) tasimak.

Hasat sonrasi kayiplar, meyve ve sebze lireticilerinin en biiyiik zorluklarindan biridir. Bu
kayiplarin iistesinden gelmek i¢in kimyasal mumlar ve fungisitler dahil olmak {iizere
geleneksel tedaviler uygulanmaktadir. Ancak bu kimyasallara siirekli maruz kalmak
saglik ve g¢evre igin tehlikeli durumlara neden olmakatdir. Meyve ve sebzelerin tavsiye
edilen tiiketim oranlar1 arasinda artan tiiketici farkindaligi ve asir1 ambalaj atig
olusumunun ortadan kaldirilmasi ve depolama [98], yenilebilir kaplama gibi minimum
isleme/koruma yontemlerinin yolunu ag¢maktadir. Yenilebilir kaplamali meyve ve
sebzelerde, biyokimyasal degisikliklere ve kalite kaybina neden olan fizyolojik
degisiklikler ve mikrobiyal buyime geciktirilmektedir. Kolay bozulabilen meyveler,

sorumlu besin icerikleri ve kisa raf dmiirleri nedeniyle yenilebilir kaplama i¢in en uygun
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olanlardir [99]. Gida matrisine antimikrobiyal ve antioksidan ajanlarin eklenmesi, gida
kontaminasyonunu onlemek i¢in kullanilmistir. Ancak bu ajanlarin  dogrudan
uygulanmasi, hizli ve dengesiz salim mekanizmalar1 nedeniyle gida ylizeyinde notralize
veya buharlasmis veya azalmis etkili konsantrasyona yol ag¢maktadir [100]. Bu
dezavantajlarin tistesinden gelmek i¢in, yenilebilir kaplama, aktif maddeleri kontrollii bir
sekilde gidaya tagima ve salma potansiyeline sahiptir [101]. Taze kesilmis meyve ve
sebzelerin drunleriyle ilgili en blyuk dezavantaj, metabolik, fizikokimyasal ve dokusal
degisikliklerle sonuglanan doku bozulmasiyla iliskili kalite bozulmasina neden olan
islenmesidir [102]. Antioksidan ve esmerlesme Onleyici ajanlar tasiyan yenilebilir
kaplama, taze kesilmis tiriinleri herhangi bir besin kaybi olmadan korumak i¢in umut
verici bir yontemdir. Unlu mamul endustrisinde bir uygulama olan hamur dondurma,
ekonomik avantajlar igin izlenmistir [103]. Dondurma sirasinda olusan buz kristali,
hamur mukavemetini ve COz2 tutulmasini, uzun siireli fermantasyonu, canlilikta azalmay1
ve maya aktivitesini azaltmistir. Bu unlu mamuliin hacmini ve dokusunu azaltmaktadir
[104]. Yenilebilir kaplama, hamurdan karbondioksit salinimma kars1 gerekli gaz
bariyerini saglar, donma sirasinda buz kristali olusumunu 6nler ve nihai iiriinlin yapisini

ve kalitesini korumaya yardimci olmaktadir [105].

2.5.1. Yenilebilir Kaplamanin islevleri

Yenilebilir kaplamanin birincil islevleri, gaz (karbondioksit, oksijen ve ugucu maddeler)
transferini 6nlemek ve degistirilmis bir atmosfer yaratmaktir. Boyle bir atmosfer meyve
ve sebzelerin olgunlagsmasimi geciktirir ve raf Omriinii uzatmaktadir. Ette lipid
oksidasyonunun gecikmesine ve ayrica oksijen aliminin kontrol edilmesi, aerobik
mikroorganizmalar1 etkiler ve et ve {irlinlerinde bulunan bozulmaya neden olan
mikroorganizmalarin sayisini azaltmaktadir [106]. Ette oldugu gibi, peynirde de bozulma,
yag oksidasyonu ve kabul edilemez tat, koku ve goriiniim degisiklikleri ile sonucglanan
mikroorganizmalarin biiylimesi nedeniyledir. Bu degisiklikler, yaglarin oksidasyonunu
ve tat, koku ve goriinlimde degisikliklere neden olan istenmeyen mikroorganizmalarin
biiyiimesini 6nlemek i¢in diisiik oksijen gecirgenligine sahip bir ambalaj uygulanarak
kontrol edilebilmektedir [107]. Et drinlerinde nem tutulmasi durumunda bile,

biyopolimerler etkili bir alternatif olarak ortaya ¢ikmustir [106].
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Meyve ve sebze dokularinin yumusamasi duyusal puanit ve tiiketici kabuliinii
etkilemektedir. Yumusama, seliiloz, hemiseliilloz ve pektinden olusan hiicre duvari
hasarina neden olmakatdir. Bu yumusamadan sorumlu olan enzimler pektinmetilesteraz
(PME) ve poligalakturanazdir (PG). Meyve ve sebzelerin depolanmasi sirasinda doku
hasarlarini en aza indirmek i¢in yenilebilir kaplamalara doku arttiricilar eklenmektedir
[108]. Ek olarak, yenilebilir kaplama, antioksidanlar, antimikrobiyaller ve esmerlesme
Onleyici maddeler dahil olmak {iizere koruyucularin aktif bir tastyicist olarak islev
gormektedir. Bu ajanlarin dogal kaynaklari, dogrudan biyopolimer ¢ozeltilerine dahil
edilebilen baharatlar, organik asitler, yag asidi esterleri ve ugucu yaglardir [109]. Hasat
sonras1 islemler sirasinda renk degisiklikleri veya esmerlesme, enzim katalizli
reaksiyonlardan kaynaklanmaktadir. Polifenol oksidaz (PPO), fenolik ve polifenolik
bilesikleri parcalayan ve meyvelerin antioksidan aktivitesini azaltan baslica esmerlesme
enzimidir [110]. Askorbik asit, oksalik asit, sitrik asit, fenolik asit ve resorsinol,
yenilebilir kaplamada kullanilan esmerlesmeyi Onleyici maddelerden bazilaridir [108,

111].

2.5.2. Yenilebilir Kaplama Yapiminda Kullanilan Malzemeler

Yenilebilir kaplama i¢in kullanilan biyopolimerler, bitki ve hayvan kaynaklari olmak
tizere kokenlerine gore ayrilmaktadir. Bu, belirli bir kaplamanin ancak belirli bir gida

urtind igin uygun olana kadar dayanabilecegi gergegiyle dogrulanabilmektedir.

2.5.2.1. Bitkisel Kaynaklar

Nisasta, yenilebilir kaplamalar i¢in en ¢ok kullanilan tarimsal hammaddedir. Misir,
patates, bugday, yulaf, arpa ve soya fasulyesi gibi bitkiler baslica nigasta kaynaklarindan
bazilaridir [112]. Bu tiir kaynaklar nisasta graniillerinin fiziksel ve kimyasal durumunu
belirlemektedir [113]. Polimerik bir karbonhidrat olan nisasta, iki polisakaritten
olusmaktadir: amiloz ve amilopektin. Amiloz, a-1,4 anhidroglikoz birimlerine sahip
dogrusal bir polimer zinciridir ve nisastalarin ¢apraz baglanma yapisindan sorumludur
[114]. Amilopektin, kisa a-1,4 birimlerinin a-1,6 glikozidik bag yoluyla baglandigi dalli
bir zincirdir [115].
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Yenilebilir kaplamada yaygin olarak kullanilan diger ana polisakarit aljinatlardir. Aljinat,
alglerden elde edilen bir polisakkarittir. Aljinat, aljinik asit tuzlarini ve tiirevlerini temsil
etmektedir. Aljinatlarin koloidal 6zellikleri, kalsiyum gibi ¢ok degerlikli metal katyonlari
ile reaksiyona girdiginde jel ve ¢oOziinmeyen polimer olusturma yetenegidir [116].
Sodyum aljinat kapli mango meyvesi, kontrol meyvesinden daha yuksek antioksidan
kapasite gostermektedir. Kaplanmis mangodaki polifenoloksidaz aktivitesi, siirekli arttig1
gozlemlenen kontrolden (kaplanmamis mango) daha diisiik kalmigtir [117]. Sodyum
aljinatin askorbik ve sitrik asitlerle kombinasyonu, taze kesilmis elmalarda, aym

maddelerle pektinden daha az esmerlesme tiretmistir [118].

Ahsap, pamuk ve bitki bazli malzemeler gibi tiim yenilenebilir kaynaklarda bulunan en
bol biyopolimer olan seliiloz, B-(1-4) baglantili glikoz kalintilarindan olusmaktadir [119].
Seliiloz polimerlerinin zayif c¢oziinlrligli ve yiiksek kristalli dogasi, ambalaj
uygulamasinda kullanimlarini zorlastirmaktadir. Seliillozun zay1f suda ¢6ziintirligi, alkali
ile 1slatildiginda artmakta, sismekte ve Kloroasetik asit, metil klortr veya propilen oksit
ile reaksiyona girerek karboksimetil seliloz, metil seluloz, hidroksipropil metilseliloz
uretmektedir [120]. Bu nedenle, seliiloz asetat, metilseltloz, hidroksipropil metilseliloz,
taurin selliloz gibi seluloz turevleri ¢cevre dostu biyopolimerler, [121] filtreler, emiciler ve
tastyict malzemelerdir [94]. Metilseliiloz ve hidroksipropil metilseliiloz, gaz transferine
karst mitkemmel bir bariyer, ancak yiiksek nem gegirgenligi saglamaktadir [122]. Bu
tiirevler, derin yagda kizartma {iriinleri i¢in kullanilan termal olarak kararli kaplama
oOlusturma yetenegine sahiptir [123]. Termal olarak kararli kaplamalarin prensibi, termo-
jellesme davranisi sergileyen metilseliiloz ve hidroksipropil metilseliiloz bilesiklerinden
kaynaklanmaktadir [66]. Bu davranis, siispansiyonlar 1sitildiginda, jellesme sicakligiin

altina donen jel olusumuna yol actifinda ortaya ¢ikar ve viskozite geri kazanilmaktadir

[124].

2.5.2.2. Hayvansal Kaynaklar

Son on yilda, deniz isleme endiistrisinin odak noktasi, atigin islenmesi sirasinda olusan
karbon ayak izlerini karsilamak i¢in atiklarinin fizibilite daha iyi ve yaratici bir sekilde
kullanilmasina yoneliktir. Bunlardan biri, kabuklu deniz hayvanlarinin islenmesi

sirasinda gelisen yiiksek hacimli atiklardan sorumlu olan kabuklu deniz kabuklarinin
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kullanilmasidir [128]. Bu atik dogrudan gida amaciyla tiiketilemez, ancak kasitl isleme
kullanimi, biri onu yenilebilir bir kaplama olarak gelistirmek olan birka¢ uygulamada
hayati olabilmektedir.

Kabuklularin dis iskeletlerinde bol miktarda bulunan biyopolimer olan Kitin, yapisal
olarak seliilozla aynidir. B-(1-4)-2-amino-D-glukoz ve B-(1-4)-2-asetamido-D-glukozun
bir kopolimeri oldugu ortaya ¢ikan kitosan, kitinin deasetillenmis formudur ve katyonik
ve film olusturucu 6zellikleriyle ilgili antimikrobiyal dzellikleriyle bilinmektedir [129].
Cesitli gida matrisleri tizerinde yapilan birkag in vitro deneme, dogal bir gida koruyucusu
olarak hareket etme yetenegini kanitlamistir. Ancak kitosan kaplamalarin su buhari
limitlerine kars1 oldukca gegirgen olmasi, nemi kontrol etmesi nedeniyle kullanilmasi,
nemli ortamda saklanan gidalarda kullanilan kaplamalarin en ¢ok arzu edilen 6zelligidir
[130]. Bu nedenle, kitosanin tek bagina bir kaplama olarak kullanilmasinin sinirlamalarini

karsilamak icin hala kapsamli ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Et isleme endiistrisinde, jelatin, etkileyici fonksiyonel 0zellikleri nedeniyle bir
biyopolimer olarak yaygin bir sekilde kullanilan kollajen tiirevlerinden biridir. Protein
bazl1 biyopolimer boliimiine girdiginden, gesitli etkilesimler tarafindan yonetilen 3-D
yapilara sahiptir, aralarinda en 6nemlisi kovalent olmayan kuvvetlerdir [155]. Bu tiir
polimerin et ve balik kesimleri gibi olduk¢a ¢abuk bozulan mallar i¢in bir kaplama olarak
kullanilmasi, maliyete, mevcudiyete, mekanik kapasiteye ve optik 6zelliklerine baghdir.
Jelatin, iyi bilinen ozelliklerinden biri olarak film olusturma kapasitesi ile genis bir
uygulamaya sahiptir. Yiyecekleri kurumaya karsi koruma ve sergiden 1s18a ve oksijene
maruz kalmaya karst koruma yetenegi agisindan kapsamli bir sekilde incelenmistir.
Ancak capraz baglayicilar, plastiklestiriciler, yaglar ve diger katki maddeleri gibi
maddelerin yani sira jelatin kaplamalar tiim dezavantajlarini ortadan kaldirmis ve gida
iriinlerine daha iyi stabilite saglamistir [159]. Hatta baz1 literatiirlerde peynir alt1 suyu
proteinleri, nisasta, pektin ve kitosan gibi diger biyopolimerlerle birlikte jelatinin
kullaniminin mekanik ve su direnci 6zelliklerini iyilestirmek i¢in daha iyi bir strateji

oldugu kanitlanmistir [ 160].
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Siit proteini, biyopolimer olarak kullanilmaya uygun kilan gesitli temel bilesenleri
icermektedir. Kazein gevis getiren hayvanlarin siit proteinlerinde bol miktarda
bulunurken, inek siti peynir altt suyu proteininin yaklasik % 18’ini vermektedir.
Smiflandirma kapsaminda, peynir alt1 suyu protein izolati (WPI) ve peynir alti suyu
protein Konsantreleri (WPC), kaplama malzemeleri olarak en yaygin sekilde
kullanilanlardir. Kavrulmus yer fistig1 taneleri [ 175], kesilmis elmalar [176], turna levregi
filetolar1 [177] ve hatta havuglar {lizerine kaplama uygulamasi i¢in bildirilen literatrler,
WPI’nin etkili bir kaplama malzemesi olarak etkinligini iddia etmektedir. WPI ayrica ton
balig1 i¢in degistirilmis atmosferler ve vakum paketleme altinda kullanildiginda olumlu

sonuglar vermistir [178].

2.5.3. Yenilebilir Kaplama — Bakteriyofaj Calismalar:

2006 y1ilinda giivenli bir biyo-koruyucu olarak gida giivenligini artirmak i¢in belirli gida
tiriinlerinde bakteriyofaj kullanimina iligkin FDA onayindan bu yana, tavuk eti ve sigir
eti, siit tirlinleri, bebek mamas1 ve taze meyvelerde gida patojenlerine kars1 daha fazla
bakteriyofaj aktivitesi olup olmadigini arastirmak ic¢in gida kaynakli kontaminantlar
uzerindeki bakteriyofaj etkisi Uzerine kapsamli bir arastirma yapilmistir [125].
Bakteriyofajlar, konakc¢ilar1 bulundugunda popiilasyon sayilarini artirarak ¢ogaldiklari
bir otomatik dozlama 6zelligine sahiptir ve ayrica biyofilmi depolimerize eden enzimler
tireterek veya biyofilmden gecerek bazi biyofilm popiilasyonlarini yok etme yetenegine

sahiptir [126].

Geleneksel olarak, gidaya litik bakteriyofaj uygulamasi, biiyiik miktarda gidaya daldirma,
plskiirtme veya sivi bir slispansiyon olarak verilmesiyle yapilabilmektedir. Bununla
birlikte, bu yontemlerin bakteriyofaj israfi olmasi ve bakteriyofajlarin sivi-besleyici
ortamlarda slspansiyonu nedeniyle bakteri tiiremesine katkida bulunmasi gibi
dezavantajlar1 vardr. Ek olarak, operasyon alanlarinda kullanilan dezenfektanlarin
bakteriyofajlar1 etkisiz hale getirme olasilig1, dnceki yontemlerin dezavantajlarindan biri
olarak gortlmektedir. Bununla birlikte, gida iriinlerinde kullanilmak iizere kuru
bakteriyofaj elde edilmis, ancak bu uygulama yontemi i¢in bakteriyofaj seyreltmesi ve

konsantrasyonunun hesaplanmasi zorluklar1 sebebiyle ozellikle diisiik bakteriyofaj
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konsantrasyonlarinda bakteriler tarafindan daha olas1 bakteriypfa; direncine neden

olmustur. Ancak ¢ok yiiksek konsantrasyon bunu engelleyebilmektedir.

Biyokoruyucu olarak serbest bakteriyofaj kullanimindaki bu zorluklar, bakteriyofajlarin
fiziksel veya iyonik olarak bazi materyallerin bir yilizeyinde tutuldugu ve ardindan tedavi
edilen yiizeye maruz birakildig1 immobilizasyon yonteminin kullanilmasina yol agmustir.
Gida orneklerinde serbest bakteriyofaj kullanimindaki bu zorluklarin 6niine gegmenin bir
yontemi de yenilebilir biyofilm kaplamalarma goémulli bakteriyofaj formlarmin
kullanimidir. Biyolojik olarak pargalanabilen ambalaj malzemelerinin bir alt sinifi olan
yenilebilir daldirma kaplamalar, antimikrobiyallerin taze {irlinlere verilmesi i¢in 6nerilen
cozlimlerden biridir. Yenilebilir kaplamalar, nem degisimini 6nlemek, gaz degisimini
azaltmak ve gidadan kaynaklanan aroma ugucularinin kaybini kontrol altina almak i¢in
bariyer gorevi gormekte, boylece gida kalitesini ve raf dmriinti korumaktadir [127, 128].
Birgok ¢alisma, organik asitler, bitki esansiyel yaglari, polipeptitler gibi antimikrobiyal
maddeler igeren fonksiyonel yenilebilir kaplamalari rapor etmis [129-131], ancak
yalmzca smirli sayida calisma fajlarin  yenilebilir ambalaj malzemeleriyle
entegrasyonunu arastirmistir. Yenilebilir kaplamalarin islevselligi, gida giivenligini
giiclendirmeye katkida bulunmak iizere gida iiriinlerini bakteriyel kontaminasyondan
korumak i¢in bakteriyofajlar dahil edilerek genisletilebilmektedir. Antimikrobiyal
ajanlarin biyopolimer bazli kaplamalara dogrudan dahil edilmesiyle yeni fonksiyonel
gida paketleme sistemlerinin gelistirilmesi, gida giivenliginin korunmasina 6nemli 6l¢iide

katkida bulunabilmektedir [132].

Son yillarda tiiketiciler daha dogal, kaliteli ve glivenli gida iiriinleri talep etmektedir.
Ancak dogal gida iiretilmesine ragmen kalite ve gida glivenligini etkileyen en énemli
konulardan biri de bozulmaya neden olan ve patojenik mikroorganizmalarin varligidir
[133]. Antimikrobiyal 6zelliklere sahip gida ambalajlari, bu 6zellikleri gelistirmek igin
onemli bir faktordiir. Bu c¢abada gida endiistrisi, gida kalitesi saglamasi, gida
bozulmalarin1 6nlemesi, gidalarin raf Oomriinii uzatmast ve antimikrobiyal gibi aktif
maddelerin tastyicist olmasi nedeniyle yenilebilir film ve kaplamalarin imalatina agirlik
vermistir [134]. Antimikrobiyal ajanlarin tasiyicilari olarak yenilebilir filmler ve

kaplamalar ile ilgili arastirmalar son yillarda artmistir. Antimikrobiyal maddeler olarak
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bakteriyosinler, esansiyel yaglar, organik asitler ve enzimlerin kullanimi genis capta
incelenmistir ve gida iiriinlerinde uygulanmasi bazi durumlarda iyi sonuglar vermistir
[135]. Son on yilda, bakteriyofajlarin bakterileri enfekte ederek ve oldiirerek dogal
antibakteriyel ajanlar gibi davranmalar1 ve tat, aroma ve diger antibakteriyel ajanlarla
karsilagtirildiginda gidanin besin degerini degistirmemeleri gibi avantajlarindan dolay1
yenilebilir film ve kaplamalara dahil edilmesi Onerilmistir [136-138]. Bakteriyofaj
eklenmis yenilebilir filmlerin ve kaplamalarin antimikrobiyal aktivitesini ele alan
calismalar, bazilar ¢eliskili olsa da farkli sonuglar bildirmistir. Ornegin, Kalkan ve ark.,
¢ig balik filetolarinda 6,46 log KOB/cm’ye kadar bakteri azalmasi bildirmistir [139].
Aksine, Vonasek ve ark., bakteriyofaj eklenmis filmleri salatalik 6rnekleri iizerinde test
ettiginde bakteri sayisinda herhangi bir azalma bulunmadigini rapor etmistir [140].
Gelecekteki uygulamalarda bu tedavilerin etkinligini artirmak i¢in, sadece filmler ve
kaplamalar igindeki bakteriyofajlarin davranisimi anlamak degil, aym1 zamanda

siirlamalarini da degerlendirmek gerektigi acikca gozlenmektedir.

Gida giivenligi ¢ergevesinde, litik fajlar, yiiksek o6zgiilliik, toksik olmayan maddeler,
gidaya veya tiiketiciye zarar vermeme ve gidanin organoleptik 6zelliklerini degistirmeme
dahil olmak {izere bircok avantaja hitap etmektedir. Bakteriyofajlarin antibakteriyel
aktivitesi, meyveler, sebzeler, et, kiimes hayvanlari, domuz, deniz tirtinleri ve sit Grlnleri
gibi ¢ok ¢esitli gida iriinlerinde gosterilmistir [141]. Cesitli bakteriyofaj trtinleri gida
glivenligi uygulamalar1 i¢in onaylanmistir (6rn. Secure Shield E1, EcolicidePX™,
EcoShield™, ListShield™, SalmoFresh™, ShigaShield™, PhageGuard Listex™,
PhageGuard S™, Finalyse®, AgriPhage™, SalmoPro®), ve bazilart GRAS olarak FDA
tarafindan onaylanmistir. Bu drlinler, gida {iretimi sirasinda dogrudan uygulama
teknikleriyle veya gida yiizeyine bir bakteriyofaj solusyonu puskirtilerek nihai Grtinde
uygulanmistir [142]. Bununla birlikte, dogrudan uygulama fajlarin kurumasina veya
inhibisyonuna neden olarak antibakteriyel aktivitesinin kaybina neden olabilmektedir
[143]. Bu problemin tstesinden gelmek icin, hem stabilitesini hem de uzun vadeli bir
koruma saglamak icin aktivitesini gelistirmek amaciyla gida ambalajina (6rnegin, gida

pedleri ve yenilebilir filmler) bakteriyofajlar dahil edilmistir.

34



Yenilebilir film ve kaplama kavramini tanimlamak i¢in, ana farkin uygulama bigiminden
kaynaklandigin1 anlamak gerekmektedir. Kaplama, genel olarak, sivi formda dogrudan
gida ylizeyine piiskiirtme, daldirma, kaydirma veya fircalama yoluyla uygulanan film
olusturucu bir c¢ozelti olarak tanimlanmaktadir. Kaplama kurudugunda, gidanin bir
parcast olarak cikarilabilen veya tiiketilebilen ince bir yenilebilir malzeme tabakasi
olusturmaktadir. Buna karsilik, bir film, kati ve esnek levhalar olarak kaliplanan ve
kurutulan bir film olusturucu ¢o6zeltiden oOnceden olusturulmus ince bir tabaka
malzemesidir. Daha sonra, bu Onceden sekillendirilmis filmler, gidayr sarmak i¢in
kullanilir ve ayrica bunlarin bir pargasi olarak ¢ikarilabilir veya tiiketilebilir [144]. Bu
yenilebilir ambalajlarin en 6nemli amaglar1 gidalarin bozulmasini 6nlemek ve gidalarin
raf Omriinii uzatmaktir. Giivenlik acisindan, yenilebilir filmler ve kaplamalar FDA
tarafindan GRAS olarak onaylanmistir. Bakteriyofajlarin yenilebilir filmlere ve
kaplamalara eklenmesine iliskin sinirli sayida in-vivo ve in-vitro ¢alisma rapor edilmistir.
In-vitro calismalar {i¢ 6nemli sonuca ulasmistir: 1) bakteriyofajlarin yenilebilir filmlerde
ve kaplamalarda kullanilmas1 iyi antibakteriyel 0zelliklere sahiptir; 2) filmlerin
antimikrobiyal aktivitesini iyilestirmenin bir alternatifi, sinerjistik bir etki elde etmek i¢in
bakteriyofajlarin ve diger antimikrobiyal ajanlarin kombinasyonudur; ve 3) bakteriyofaj
eklenmis filmlerin antibakteriyel etkisi, patojenin ilk asilamasia baglidir [145, 146].
Bununla birlikte, gida matrislerinin biiyiime ortamlarindan daha karmasik oldugu iyi
bilinmektedir ve gida uygulamalarinda benzer sonuglar elde etmek igin daha fazla
calismaya ihtiya¢ vardir. Bakteriyofaj ilaveli yenilebilir filmlerin ve kaplamalarin
uygulanmasi, daldirma veya sarma gibi teknikler kullanilarak sebzeler, meyveler, et,
kiimes hayvanlar1 ve peynir dahil olmak tizere farkli gida {irinlerinde degerlendirilmistir.
Cizelge 2.1 ile Cizelge 2.6 arasinda gosterildigi gibi, bu ¢alismalar Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella spp., Vibrio parahaemolyticus ve Listeria

monocytogenes gibi gida kaynakli patojenlerin kontroliine odaklanmuistir.
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Cizelge 2.1. Yenilebilir filmler ve kaplamalarda bakteriyofaj kullanimi — in-vitro ¢alismalar

Gida Bakeriyofaj (inokulum) Mikroorganizma Yenilebilir Kaplama Kaplama Yoéntemi  Log Diisiis Kaynak
(inokulum) (kontrol ile
kiyaslanmis)
in- Coliphage T4 E. coli DH5a Peynir alt1 suyu protein izolatt ~ Film  ile  temas 22°C’de 24 saat [147]
vitro (3 log KOB/ml) (% 5 a/h) halinde sonra 2 log
KOB/mlI
in- BFSE16, BFSE18, PaDTAL, PaDTA9, S. typhimurium ATCC Seliloz asetat 1 cm? asetat film 35°C’de 24 saat [148]
vitro PaDTA10 ve PaDTALL. 14028 (% 10 a/h) iceren diskler, S. sonra0,23-0,35
(10 log POB/mI) (4 log KOB/ml) typhimurium iceren cm inhibisyon
plakalara haleleri
yerlestirildi.
in- Sodyum aljinat ile enkapsile V. V.parahaemolyticus Metilseltlloz (% 8 a/h) V. parahaemolyticus 25°C’de 24 saat [139]
vitro parahaemolyticus (3 log KOB/cm?) filmle temas halinde  sonra 3,99 log

(9 log POB/mI)

KOB/mI
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Cizelge 2.1 (devam) Yenilebilir filmler ve kaplamalarda bakteriyofaj kullanimi — in-vitro ¢aligmalar

Gida Bakeriyofaj (inokulum) Mikroorganizma (inokulum) Yenilebilir Kaplama Kaplama Yontemi  Log Diisiis Kaynak
(kontrol ile
kiyaslanmis)
in-vitro  vB_Ec0S-EC4 E. coli Sodtum aljinat E. coli kaltdrd filmin -~ 20°C’de 24 saat [145]
(9 log POB/ml) (6 log KOB/ml) (% 1 a/h) ustiine ekleme sonra 1,4 log
KOB/mlI
in-vitro @135 S. enteritidis Sodtum aljinat S. enteritidis 20°C’de 24 saat [145]
(9 log POB/mI) (6 log KOB/ml) (% 1 a/h) kaltard filmin Gstine  sonra 5,1 log
ekleme KOB/ml.
in-vitro  Listex P100 L. monocytogenes 1. Sodyum kazeinat L. monocytogenes 30°C’de 48 saat [146]

(9 log POB/ml)

(3-6 log KOB/ml)

(% 4 a/h)

2. Jelatinle+ sodyum aljinat (%
1ve %4 alh)

3. Polivinil alkol (PVVOH)

(% 2 a/h)

filmle temas halinde

sonra ~1,2-9 log
KOB/ml.

*a/h: agirlik/hacim
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Cizelge 2.2. Yenilebilir filmler ve kaplamalarda bakteriyofaj kullanimi — meyve ve sebze ¢aligmalari

Gida Bakeriyofaj (inokulum) Mikroorganizma Yenilebilir Kaplama Kaplama Log Diisiis (kontrol ile Kaynak
(inokulum) Ydntemi kiyaslanmis)

Salatalik T7 E. coli BL1 Peynir alt1 suyu protein Daldirma 4°C’de 24 saat sonra 0 log [140]
(7 log POB/ml) (5 log KOB/ml) izolat1 (% 10 a/h) KOB/mlI

Elma T7 E. coli BL1 Peynir alti suyu protein Daldirma 4°C’de 24 saat sonra 2 log [140]
(8 log POB/m) (7 log KOB/ml) izolat1 (% 10 a/h) KOB/mlI

Ceri domates T7 E. coli BL1 Peynir alti suyu protein Daldirma 4°C’de 24 saat sonra 4 log [140]
(7 log POB/ml) (6 log KOB/ml) izolat1 (% 10 a/h) KOB/mlI

Domates vB_EcoMH2W E. coli O157:H7 Kitosan Daldirma 20°C’de 6 giin sonra 3 log [149]
(6 log POB/mI) (7 log KOB/ml) (1 dakika) KOB/ml
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Cizelge 2.3. Yenilebilir filmler ve kaplamalarda bakteriyofaj kullanimi — siit iiriinleri ¢aligmalar1

Gida Bakeriyofaj (inokulum) Mikroorganizma Yenilebilir Kaplama Log Diisiis (kontrol ile Kaynak
(inokulum) Kaplama Yontemi kiyaslanmis)

Peynir pillPLA-RODI S. aureus Jelatin Daldirma 4°C’de 6 giin sonra 1 log KOB/ml [150]
(7-8 log POB/ml) (3 log KOB/ml) (% 10 a/h)

Peynir pilIPLA-RODI S. aureus Jelatin Kaplama 4°C’de 6 gin sonra ~0-15 log [150]
(7-8 log POB/m) (4 log KOB/ml) (% 10 a/h) KOB/ml

Cizelge 2.4. Yenilebilir filmler ve kaplamalarda bakteriyofaj kullanimi — deniz tirtinleri ¢aligmalari
Gida Bakeriyofaj (inokulum) Mikroorganizma Yenilebilir Kaplama Log Diisiis (kontrol ile Kaynak
(inokulum) Kaplama Yoéntemi kiyaslanmis)
Cig balik Sodyum aljinat ile enkapsile V. V.parahaemolyticus Metilseliiloz (% Kaplama 4°C’de 14 giin sonra 6,46  [139]

filetosu parahaemolyticus (9 log POB/mI) (4-5 log KOB/mI)

8 a/h)

log KOB/ml
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Cizelge 2.5. Yenilebilir filmler ve kaplamalarda bakteriyofaj kullanimi — kirmizi et ¢aligmalari

Gida Bakeriyofaj (inokulum) Mikroorganizma Yenilebilir Kaplama  Kaplama Yontemi Log Diisiis (kontrol ile Kaynak
(inokulum) kiyaslanmis)
Sigir eti Lipozom enkapsiile E. coli E. coli O157:H7 Kitosan Kaplama 25°C’de 15 giin sonra 4,5 [151]
(11 log POB/mI) (3 log KOB/ml) (% 1 a/h) log KOB/ml
Sigir eti E. coli E. coli O157:H7 Kitosan Kaplama 25°C’de 15 giin sonra 0,29  [151]
(11 lo POB/mI) (3 log KOB/ml) (% 1 a/h) log KOB/ml
Et 6 bakteriyofajli koktey E. coli (DH5a, EPEC, non- Peynir alt1 suyu protein  Gida lzerine  4°C’de 24 saat sonra 2 log  [152]

(DT1’den DT6’ya)
(7 log POB/ml)

0157 STEC,
STEC)
(2-3 log KOB/ml)

0157:H7

konsantrati

yerlestirilen film

KOB/ml ; 24°C’de 24 saat
sonra 0,6-3,5 log KOB/ml
ve 37°C’de 1 saat sonra 2
log KOB/ml
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Cizelge 2.6. Yenilebilir filmler ve kaplamalarda bakteriyofaj kullanimi — kanatli eti ¢aligmalari

Gida Bakeriyofaj (inokulum) Mikroorganizma Yenilebilir Kaplama Yontemi  Log Diisiis (kontrol ile Kaynak
(inokulum) Kaplama kiyaslanmis)
On pisirme yapilmis, Felix 01 S. typhimurium DT104 Ksantan gam ve Gida iizerine Anaerobik paketleme, 4°C’de [153]
kesilmis hindi gogiis (12 log POB/ml) (3 log KOB/mlI) polilaktik asit yerlestirilen film 30 guin sonra 0,83 log KOB/ml
eti (% 2 a/h) ; 10°C’de 30 giin sonra 1,3 log
KOB/ml
On pisirme yapilmis, A511 S. typhimurium DT104 Ksantan gam ve Gida tizerine  Aerobik paketleme, 4°C’de 14 [153]
kesilmis hindi gogiis (12 log POB/ml) (3 log KOB/ml) polilaktik asit yerlestirilen film gun sonra 3,79 log KOB/ml ;
eti (% 2 a/h) 10°C’de 14 glin sonra 2,19 log
KOB/mlI
Anaerobik paketleme, 4°C’de
30 gun sonra 6,31 log KOB/ml
; 10°C’de 30 giin sonra 1,52
log KOB/ml
Tavuk gogis filetosu  @IBB-PF7A (8 log POB/ml)  P. fluorescens Sodyum aljinat Gida tizerine 4°C’de 5 giin sonra 1 log [154]

(6 log KOB/ml)

(% 1 a/h)

yerlestirilen film

KOB/mlI
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Bakteriyofajlari yenilebilir filmlerde ve kaplamada katki maddesi olarak kullanmanin
baslica zorluklar1 arasinda bakteriyofaj stabilitesi, bakteriyofajin salinmasi, bakteriyofaj
hareketliligi ve bakteriyel mevcudiyet yer almaktadir. Antibakteriyel ambalaj
malzemelerindeki bakteriyofajlarin iyi bir stabilitesi, gida sistemlerinde uygulanmasi i¢in
¢ok dnemli bir faktordiir. Onceki galismalar, bakteriyofajlarin polimerik matrislere dahil
edilmesinin sadece iyi bir stabilite saglamakla kalmayip ayni zamanda inhibisyonuna ve
hatta inaktivasyonuna da yol acabilecegini gostermistir. Bu inhibisyon veya
inaktivasyonun arkasindaki neden belirsizdir, ancak bakteriyofaj tuzagi, kesme ve
kuruma stresi, kullanilan biyopolimerin antiviral etkisi ve gida iizerindeki asitlik dahil
olmak iizere cesitli faktorler One siriilmiistir [140, 145, 155]. Bazi arastirmalar,
bakteriyofajlarin uzun depolama siireleri boyunca filmlerin icinde sabit kalabilecegini
gostermis olsa da, bagka bir ¢alisma, iki haftalik depolamanin ardindan asetat filmlerde
alt1 fajli bir kokteylin tamamen inaktivasyonunu bulmustur [148]. Yazarlar bu etkiyi,
filmin gida yiizeyi ve dolayisiyla konak¢i bakteri ile temas halinde olmamasina
baglamigtir. Bununla birlikte, film formiilasyonu aseton icerdiginden ve bu solvent,
bakteriyofaj canliliginin kaybiyla iliskili oldugundan, diger faktorler etkilemis olabilecegi
rapor edilmistir [156].

Farkli daldirma yontemi ile kaplanmis gidalarin  ylizeyindeki bakteriyofaj
yasayabilirligini arastirmak icin ¢ok az calisma yapilmistir ve burada bakteriyofaj
sayilarinda 0,6’dan 5 log POB’ya kadar diisiisler gézlemlenmistir [140, 149, 153]. Hatta
bu ¢aligmalar arasinda WPI kaplamalarin bakteriyofajlar Gizerinde koruyucu etkiye sahip
oldugu kaydedilmistir. Bu, Vonasek ve ark. tarafindan WPI kaplamasinda ve bir su
cozeltisinde T7 fajinin stabilitesini arastirilmasi ile desteklenmektedir [140]. Her iki
soliisyon da yaklasik 7 log POB’luk bir nihai bakteriyofaj konsantrasyonu ile hazirlanmis
ve salatalik, elma ve domatesleri daldirma yontemi ile kaplanmistir. Daha sonra 6rnekler
4°C’de sakland1 ve 7 giinliik bir siire boyunca faj sayilar1 belirlenmistir. Sonuglar,
kaplanmus salatalik 6rneklerinde bakteriyofajlarin daha stabil oldugunu, WPI kaplama ve
su ¢ozeltisi ile kaplanmis ornekler igin sirasiyla 0,6 ve 0,7 log POB/cm?’lik azalmalar
gosterdigini gostermistir. Bu azalma, sadece WPI kaplama ile daldirilan elma
dilimlerinde benzer sekilde 0,7 log POB/cm?’lik bir azalma gdstermistir. Salatalik ve
elmanin aksine, domates numuneleri bakteriyofaj canlilig1 iizerinde 6nemli bir etki

gostermistir ve ayrica su kapli domateslerde bakteriyofaj azalmasi, WPI kaph
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domateslere gore daha belirgin olmustur (4.6’ya kars1 2.1 log POB/cm?). Bakteri varli,
bakteri lizisi ve yeni bakteriyofajlarin salinmasi nedeniyle bakteriyofaj popiilasyonunun
artmasina yardimci olan bir faktordiir. Bu baglamda Amarillas ve ark., E. coli varliginda
ve yoklugunda kitosan daldirma kapli domateslerin ylizeyinde vB. EcoMH2W fajinin
canliligini incelemistir. Bakteri iceren Orneklerde bakteriyofaj titresinin hizla arttigi,
ancak bakteri icermeyen drneklerde bakteriyofajin 20°C’de 6 giin sonra 2 log POB/ml
azaldig1 rapor edilmistir [149].

Yenilebilir filmlerden ve kaplamalardan bakteriyofaj salimi, gida iiriinlerini bakteriyel
biiylimeye karst korumak i¢in kritik bir gerekliliktir, ¢iinkii bu salinma, onlarin konak
hedefle temas kurmasina izin verecektir. Yenilebilir film ve bakteriyofajli kaplamalar
lizerine arastirmalar yapilmis olmasina ragmen, filmden yiyecege bakteriyofaj salma
mekanizmalar1 hala tam olarak anlagilamamustir. Alves ve ark., filmlerden bakteriyofaj
salimiminin, bakteriyofaj boyutu veya filmlerin sisme kapasitesi gibi faktorlere bagl
oldugu 6ne siiriilmistiir [154]. Calismalar kapsaminda bakteriyofajlarin sulu sistemlere
kiyasla gida yiizeylerine maruz kaldiklarinda daha yavas salindiklarin1 da ortaya
koymustur. Bu bir avantaj olabilmektedir, ¢linkii bakteriyofajlarin yavas salinmasi, gida
kaynakli bakterilere kars1 koruma saglamak icin bunlarin yeterli konsantrasyonlarinin

korunmasina yardimci olacaktir.

Bakteriyofaj hareketliligi de tedavi etkinliginde belirleyici bir anahtardir. Gida tiriinlerine
bakteriyofaj hareketliligine miidahale etmekten sorumlu olarak baz1 faktorler
tanimlanmistir, bunlar arasinda su aktivitesi, gida yapist ve ¢evre ile etkilesimler yer
almaktadir [157-159]. Ornegin, Lu ve ark, her iki sistemdeki E. coli azaltiminm
karsilastirdiklarinda bakteriyofaj hareketliliginin marul yapraklarinda sivi kiiltiire gore
daha kisith oldugunu gozlemistir [158]. Bakteri mevcudiyeti, bakteriyofajlar ve bakteriler
arasindaki fiziksel temasi tesvik etmek i¢in Onemli bir faktordiir. Bununla birlikte,
konakg1 bakteri, bakteriyofajlar i¢in erisilemez hale gelen gida agina gomiilebilmektedir.
Hickeyve ark., bakterilerin yag ve proteinler dahil olmak iizere gida bilesikleriyle
etkilesime girebilecegini bildirmistir [160]. Bununla birlikte, bakteriyofajlarin, gida
bilesiklerine bagli olduklarinda bakteri hiicrelerini enfekte edip edemeyecekleri

bilinmemektedir, bu nedenle bu soruyu cevaplamak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag
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vardir. Ote yandan, gida fiiriinleri, yalmzca bakteriyofaj hareketliligini degil, ayni
zamanda bakteriyel yerlesimi de etkileyebilecek farkli yapilara (6rnegin, sivi, emiilsiyon,

jel veya kati formda) sahiptir.

Tiim bu durum degerlendirildiginde bakteriyofaj ilaveli yenilebilir filmler ve kaplamalar,
gida ambalajlarina bir alternatif olarak ortaya ¢ikmistir. Bunun igin bakteriyofajlar,
yenilebilir filmler ve kaplamalar Gretmek icin polisakkaritlere veya proteinlere dahil
edilmistir. Yenilebilir filmlere bakteriyofajlarin eklenmesi, gidanin fizikokimyasal
Ozelliklerini degistirmedigi ancak bu filmlerin mekanik 6zelliklerinden minimum
diizeyde etkilendigi goriilmektedir. Bakteriyofaj eklenmis yenilebilir filmlerin ve
kaplamalarin antibakteriyel etkinligi, meyve, sebze, et, kiimes hayvanlar1 ve deniz
trtinleri gibi farkli gida {riinlerinde test edilmistir. Bu caligmalarin sonuglar1 tutarsiz
olmustur ve bakteriyofajlarin antimikrobiyal maddeler olarak birgok avantaji olmasina
ragmen, bu yenilebilir ambalajlarda kullanildiklarinda hala bazi zorluklar vardir. Bu
zorluklar arasinda filme bakteriyofaj stabilitesi, filmden gidaya bakteriyofaj salinimi ve
ayrica fiziksel temasi tesvik etmek igin bakteriyofaj hareketliligi ve bakteriyel
mevcudiyet yer almaktadir. Yenilebilir filmlerde ve kaplamalarda bakteriyofaj stabilitesi
degiskendir ve hatta bunlarin inaktivasyonu bildirilmistir. Bakteriyofaj inhibisyonunun
veya inaktivasyonunun arkasindaki neden belirsizdir. Bu sorunlar1 azaltmak ig¢in iki
strateji kullanilmistir. Birincisi, stabilitesini artirmak i¢in bakteriyofaj kapsiilleme ve
ikincisi, sinerjistik bir etki elde etmek i¢in iki antimikrobiyal ajanin kombinasyonu.
Ayrica, viriis stabilize edici ajanlarin eklenmesi gibi stratejiler birka¢ yazar tarafindan
onerilmistir. Filmden bakteriyofaj salimi, gida sistemlerinde sulu sistemlere gore daha
yavastir. Bu, antibakteriyel aktivitesini siirdiirmek icin bir avantaj saglasa da, sadece
bakteriyofaj salma mekanizmalarinin incelenmesi konusunda degil, ayni zamanda
bakteriyofaj stabilitesini gelistirmek icin film olusturma yontemleri ilizerinde de daha

fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir.

2.7. Bakteriyofaj Depolama ve Stabilite

Terapotik veya biyokontrol ajanlart olarak bakteriyofajlara artan ilgi ve bir bakteriyofaj
veya bakteriyofaj bazli {iriinii ticari olarak dagitma niyeti, geleneksel ¢ift agar kaplama

yontemiyle uyumlu olmayan biyik 6lcekli bir Gretim gerektirmektedir. Sonug olarak,
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bakteriyofaj Uretimi kesinlikle biyoreaktorlerden yararlanacak ve bakteriyofaj tiretiminin
kontrolii ve optimizasyonu onemli bir rol oynayacaktir. lyi {iretim uygulamasi
gereklilikleri, bakteriyofaj preparasyonlarinin yiiksek diizeyde saflagtirilmis, bakteri,
toksin, pirojenik madde ve diger zararli bilesenlerden arinmis olmasini saglayan
yontemlerin  gelistirilmesini  gerektirmektedir. Hayvan c¢aligmalarimin  ¢ogunda
bakteriyofajlar, hayvan i¢in olumsuz bir etki olmaksizin ham lizatlar olarak uygulanmis
olsa da, endotoksinlerin, ekzotoksinlerin ve hicre kalintilarinin uzaklastirilmasi,
bakteriyofaj iirliniiniin giivenligi ve ayrica tiiketiciler tarafindan daha kolay kabull icin
cok onemlidir. Bir secenek, bakteriyofajlarin patojenik olmayan veya toksin iiretici
olmayan bir konak¢ida gogaltilmasi olabilmektedir [85]. Preparatlarin hedef bakterileri
enfekte edebilen canli bakteriyofaj partikiilleri i¢erdiginden emin olmak i¢in depolama
ayrica dogrulanmis ve ilgili bakteriyfaj i¢in uygun olmalidir. Ayrica, miistahzarin
kararlilig1 ve pH kontrolii, gegmiste bu gercekler goz ardi edildiginde artan problemlerin

gosterdigi gibi 6nemlidir [161].

Bakteriyofaj tirlinlerinin iyi bilimsel sonuglarina ve ekonomik uygulanabilirligine ragmen
unutulmamasi gereken dnemli bir konu da, bakteriyofajlarin gidaya girisinin niinde ciddi
bir engel teskil edebilen halkin kabuliidiir. Tiiketicilerin, gidalarina canli viriislerin
eklendigini ve onlar tarafindan yutulacagini bildiklerinde antipati hissetmeleri
muhtemeldir. Her seyden 6nce bakteriyofajlar, insan hiicreleri gibi dkaryotik hicreleri
degil, yalnizca bakterileri enfekte eden viriislerdir. Ayrica, bu sekilde disbiyozdan
kaginan hedef bakterilere ¢ok Ozeldir. Bir virlisiin bir patojenle savasmak igin
kullanilmasinin o kadar da garip olmadigina dikkat etmek de dnemlidir, ¢linkii baz1 asilar
zayiflatilmis da olsa canli dkaryotik viriisler kullanilarak gergeklestirilmektedir. igme
suyunda ve yogurt ve salam gibi gidalarda bakteriyofajlar tespit edildiginden, genellikle
guvenli kabul edilmektedirler [162]. Ayrica bu, sadece bakteriyofajlarin zaten
viicudumuzda oldugu anlamina gelmez, ayni zamanda siirekli olarak yutulduklari
anlamina da gelmektedir. Dogu Avrupa’da bakteriyofaj tedavisinin uzun tarihi boyunca
insanlara farkli uygulama yollar1 kullanilarak farkli dozlarda uygulanan farklh
bakteriyofajlar ciddi komplikasyonlara yol agmamuistir [8]. Ayrica, goniilliiler tarafindan
bakteriyofaj T4 alimini igeren dikkatli bir sekilde kontrol edilen ¢ift kor bir ¢alismada
hicbir yan etki bildirilmemistir [163]. Bu gercekler, bakteriyofajlarin hayvanlar ve bitkiler

icin toksik olmadigini ve klinik agidan goriiniiste zararsiz oldugunu gostermektedir. Bu

45



dogrultuda, bakteriyofajlarin canli hayvanlarda veya karkaslarda biyokontrol ajanlari
olarak kullanilmas: yoluyla insan besin zincirine sokulmasimin giivenli kabul
edilebilecegi ve hayvansal iiretimde antibiyotik kullanimina degerli bir alternatif olarak

goriilebilecegi sonucuna varilabilmektedir.

2.7.1. Enkapsulasyon Yolu ile Bakteriyofajlarin Korunmasi ve Depolanmasi

Bakteriyofajlarin insan ve hayvanlarda kullanimi, oral veya lokal uygulama i¢in uygun
formiilasyonlar gelistirilmesini gerektirmektedir. Farkli gida yiizeyleri, mide-bagirsak
kosullart gibi ¢evresel etmenlerin degisken oldugu ortamlar bakteriyofajlarin hayatta
varligi olumlu ve olumsuz etkenlere sahiptir [164, 165]. Bakteriyofajlari olumsuz
kosullara kars1 korumanin en yaygin yontemleri kapsiilleme teknolojileridir.
Kapsiillemenin amaci, bakteriyfajlarin yalnizca zorlu mide-bagirsak kosullarinda degil,
ayni zamanda isleme ve depolama kosullarinda veya kuru gida iiriinleri i¢in kuruma
kosullarinda da hayatta kalacagi bir mikro ortam yaratmaktir. Bu nedenle tarim,
biyoteknoloji, ilag ve gida endiistrisi dahil olmak {izere gesitli endiistriler, kendilerini
olumsuz ¢evre kosullarindan ve teknolojik faktorlerden koruyan en iyi sistemi

aramaktadir.

Mikrokapsulleme, aktif maddelerin siirekli, yari gegirgen bir membran kaplama ile
kontrollii bir sekilde salinan kiigiik kapsiiller halinde paketlenmesi veya kaplanmasi
teknolojisidir [166-168]. Daha genis bir anlamda, mikrokapsiilleme ayni zamanda aktif
maddelerin polimerik matris iginde veya boyunca gémiilii oldugu ve aktif maddenin bir
kismini1 partikiillerin ylizeyinde birakan mikropartikiillerin {iretimini de igermektedir.
Buna ek olarak, bazi literatiirde hareketsizlestirme teknolojisi olarak da anilmaktadir.
Mikrokapsiilasyon teknolojisi, ila¢ ve asilarin insanlarda ve hayvanlarda hedeflenen
iletimi i¢in farmasdtik sektoriinde kapsamli bir sekilde incelenmis ve kullanilmistir. Son
20 yilda bu teknolojiler, probiyotik bakteriler ve proteinler gibi biyolojik malzemeleri
gida isleme, depolama ve sindirim faaliyetinin neden oldugu hasarlardan korumak igin

uygulanmaktadir [169].

Kapsiilleme isleminin Uriinu genellikle mikrokapsul olarak adlandirilir. Bunun nedeni,

mikrometre boyutunda (>1 mm) olan kapsiillerin boyutundan kaynaklanmaktadir.
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Mikrokapsiiller ideal veya ideale yakin bir kiiresel sekle veya diizensiz bir sekle sahip
olabilmektedir. Tipik olarak bir mikrokapsiil, ¢ekirdegi kalic1 veya gecici olarak dis
atmosferden korumak i¢in bir kabukla (bir kaplama malzemesi) ¢evrili bir ¢ekirdege
(mikroorganizma veya aktif madde igerir) sahiptir. Cok sayida literatiir kaynagi,
immobilizasyon ve kapsiilleme kelimelerini birbirinin yerine kullanilmaktadi. Bununla
birlikte, bu iki islem arasinda biiyiik bir fark vardir: kapsiilleme, bir ¢ekirdegin etrafinda
bir kaplama olusturmay1 igerirken, immobilizasyon, bir ¢ekirdegin bir matris i¢inde
hapsedilmesine dayanmaktadir. Sabitlenmis malzemenin (¢ekirdek) kiigiik bir yilizdesi
ylizeyde agiga ¢ikabilir, ancak bu, kapsiillemede meydana gelmez [170].
Mikrokapsiillerin morfolojisi esas olarak c¢ekirdek aktif maddeye ve kabugun
kapsiillenmesinin teknolojik siirecine baglidir. Mikrokapsiiller ayrica mononiikleer,
poliniikleer (kabuk i¢ine alinmis birden fazla ¢ekirdek ile) ve matris tiplerine ayrilabilir
ve ayrica c¢oklu kabuklarla mononiikleer olabilir veya mikrokapsil kumeleri

olusturabilmektedir.

Endiistriyel tiretim miktarlarindaki artis degerlendirildiginde, en 6nemli seylerden biri,
parcaciklarin belirli boyutudur. En ¢ok talep edilen, ideal bir kiiresel sekil ve ¢ok kiiciik
parcaciklardir. Kapsiilleme teknolojisine bagli olarak, kapsiiller asagidaki sekilde ayirt
edilebilmektedir [171, 172]:

e parcacik boyutu 1 mm’nin altinda oldugunda, nanoparcaciklar, nanokapstiller,
nanokureler olarak bilinmektedir (bu terminoloji, kapsiilleme alanindaki birgok
arastirmaci tarafindan kabul edilir, ancak Roco, Mirkin ve Hersam’a gore
nanoodlgek boyut araligi yaklagik 1 nm ve 100 nm) [173];

e cap1 3-800 um arasinda olan parcgaciklar, mikro parcaciklar, mikro kapsiiller veya
mikro kureler olarak bilinmektedir;

e 1000 pm’den biiyiik parcaciklar makro parcaciklar olarak bilinmektedir.

Mikrokapsiilleme, birgok yazar tarafindan bahsedilen birgok ilging avantaja sahiptir [170,
172, 174]:

e mikroorganizma veya hassas bilesiklerin korunmast;
o fiziksel ve teknik 6zellikleri iyilestirmek (¢oziiniirliik, dagilabilirlik, akiskanlik);

e kiiclik ¢apl kapsiiller, kiitle transfer sinirlamalarini azaltmaya yardimer olur;
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e oksidasyon korumasi;

o aktif bilesenlerin kontrollii salinimz;

e toksik maddelerin giivenli ve rahat kullanima;

¢ maddenin rengi, tad1 ve kokusu gibi organoleptik 6zelliklerin maskelenmesi;
e ilacin gastrik tahrisi gibi olumsuz etkilerden kagiilmasi;

e Besinlerin ve metabolitlerin yar1 gecirgen zardan difiizyonunu kolaylastirir.

Mikroorganizmalarin kapsiillenmesi i¢in kullanilan pek ¢ok teknik ve islem arasinda en
yaygin olanlar1 solvent buharlastirma veya ekstraksiyon, puskirterek kurutma,
ekstriizyon kompleksleme, emiilsiyon, polimerizasyon teknikleridir. Genel olarak,
mikroenkapsiilasyon teknikleri kimyasal ve fiziksel yontemler olarak ayrilir, ancak
fiziksel yontemler daha spesifik olarak fiziko-kimyasal ve fiziko-mekanik teknikler
olarak ayrilmaktadir. Cizelge 2.7’de farkli kapsiilleme teknikleri sunulmustur. Farkli
kapstilleme terminolojisinin nedeni, birka¢ asamadan olusan siirecin karmasikligidir. Bir
kapsiilleme yoOntemini tanimlamak i¢in kullanilan terimler, genellikle, c¢esitli
terminolojiyle sonuglanan siirecin ana agamasinin terminolojisine dayanmaktadir. Genel
olarak literatiirde iki ana teknik ayirt edilir: emiilsifikasyon ve ekstriizyon [175-177].
Bununla birlikte, baz1 durumlarda, bu teknikler, belirli bir kapsiilleme yonteminin hazirlik
asamasi olabilmektedir. Bir 6rnek, ekstriizyon yoluyla mikrokapsillemeyi, bir emlsiyon
cekirdegini ve kaplama malzemesini yiiksek basingta bir noziilden gecirmeyi igeren bir
stire¢ olarak tanimlayan Kailasapathy’nin ¢alismasidir [170]. Bu durumda ekstriizyon,
kapsullemenin ana agamasi olarak ele alinmis ve emdilsifikasyon, bir 6n adim olarak ele
alinmistir. Bazi makalelerde liyofilizasyon, tartismali olan enkapsiilasyon olarak da
tanimlanmaktadir. Bununla birlikte, liyofilizasyon genellikle farkli kapsiilleme
tekniklerinden once gelir veya tamamlanmaktadir. Kapsiilleme tekniklerinin bazi adlari

birbirinin yerine kullanilmaktadir.
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Cizelge 2.7. Kapsiilleme i¢in kullanilan farkli teknikler

Kimyasal Prosesler Fiziko-Kimyasal Prosesler Fiziko-Mekanik Prosesler

Suspansiyon,  dispersiyon, Koaservasyon ve faz ayrimi Sprey kurutma ve

emdlsiyon polimerizasyonu dondurma

Polikondenzasyon

Yerinde (dogal durumda)

polimerizasyon

Sol-jel kapsilleme
(iyonotropik jellesme)
Stperkritik CO; destekli
mikrokapsilleme
Katman katman (L-B-L)

Vakum enkapstulasyon

(Ko-) ekstriizyon
damlamasi

Akiskan yatakli kaplama

mikrokapsilleme
Emiilsiyon karigtirma
Ultrasonik atomizor
Santrifujleme
Tava kaplama
Elektrospun nanolifler

Vakum ile kapsiilleme ve akigkan yatakli kaplama siklikla ¢6ziicii buharlagtirma, gémme
veya daldirma yontemleri olarak tanimlanmaktadir. Ayrica, damlatma ydntemlerine
dayal1 teknolojilerle mikrokapsiil iiretimi, diger islemler ve cihazlar tarafindan biiyiik
Ol¢iide desteklenir, drnegin: ¢coklu meme, titresim mekanizmasi, kesme yontemi (jet
parcalama sistemi), koaksiyel hava akisi, elektrostatik potansiyel, donen disk
atomizasyonu. Mikrokapsiiller iiretmek ic¢in nispeten basit yontemler oldugundan,
ekstriizyon damlatma yontemlerine 6nemli bir ilgi ve genisleme vardir. Bakteriyofajlarin
ve diger biyolojik malzemelerin mikrokapsiillenmesi i¢in polimerlerin ve ilgili
teknolojilerin se¢imini  bir dizi faktor belirlemektedir. Ilk olarak, polimerler,
kapsiillenecek maddelerle uyumlu olmali ve islem, bunlarin biyoaktivitesini onemli
Olclide azaltmamalidir. Asir1 sicaklik, pH ve basingtan kaginilmalidir. Mikrokapsiil

boyutu da olduk¢a 6nemlidir.

Bakteriyofajlarin mikroenkapsiilasyonu hakkinda smirli  sayida rapor vardir.
Bakteriyofajlar, ilgili akciger hastaliklarinin tedavisi i¢in S. aureus veya P.
aeruginosa’nin kontrolii i¢in tasarlanmis bir inhalasyon dozaj formunda PLG
mikrokiireleri igine kapsiillenmistir [178]. Bu calismada, modifiye edilmis bir gift

emiilsiyon ve solvent ekstraksiyon protokolii kullanilmis olup, burada fajlarin solvent
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arayiiziine maruz kalmasimi en aza indirmek igin bakteriyofajlar harici sulu faza
eklenmistir. Mikrokiireler, bir kuru toz soluma cihazi yoluyla solumay1 kolaylastirmak
icin uygun bir boyuta ve yogunluga sahip olacak sekilde tasarlanmustir. islemin,
bakteriyofajlarin sudiklorometan arayiiziine maruz kalmasina atfedilen bakteriyofajlarin
canliliginin kismen kaybma neden oldugu gosterilmis; 4 veya 22°C’de 7 giinliik
depolamanm ardindan litik aktivite tamamen kaybolmustur. Uriin, uygulama iizerine
fajlarin % 60’1n1n ilk yarim saatte salindig1 ve ardindan yaklasik 6 saat siiren bir siirekli
salim sergiledigi bir ani salim fazi sergilemistir. Formilasyonun raf dmrind uzatmak igin
daha fazla gelistirme gereklidir. Bakteriyofajlar ayrica, antibiyotige direngli bakterilerin
neden oldugu topikal enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in bir yara iyilestirici miistahzar
(PhagoBioDerm; Intralytix, Inc., Baltimore, MD) olarak bir antibiyotikle birlikte
biyolojik olarak pargalanabilen poli(esteramid) iginde kapsiillenmistir [179, 180].

2.7.1.1. Piskirtme ile Kurutma

Puskirtmeli kurutma ile kapsiilleme, gida endiistrisinde kuru ve kararli gida katki
maddelerinin ve tatlarin hazirlanmasi icin yaygm olarak kullaniimaktadir. Gida
endistrisinde, c¢ogunlukla kokularin, yaglarin ve aromalarin kapsiillenmesinde
kapsiilleme uygulamasi i¢in tavsiye edilmistir. Bu yontemde, kapsiilleme i¢in bilesen ya
tasiyici polimerlerin soliisyonunda siispanse edilir ya da dnce gerekli katki maddeleriyle
(emiilsifiye ediciler, stabilizatorler) sulu bir soliisyonda siispanse edilmekte ve ardindan
bir w/o emiilsiyonu olusturmak igin tasiyict polimerler igeren bir organik faz ile daha
fazla karistirilmaktadir. Karisim (¢6zelti, slispansiyon veya emiilsiyon formunda) daha
sonra piiskiirtmeli kurutucunun 1sitilmis bélmesine beslenmekte, yiliksek hizli donen bir
disk araciligryla pompalanmakta ve sicak hava ile birlikte bir odaya piiskiirtiilmektedir.
Bu islem sirasinda karigtm milyonlarca ayr1 damlacik halinde atomize edilmekte ve
¢oziicli kuvvetli bir sekilde buharlagtirilmaktadir. Damlaciklar, piiskiirtmeli kurutucudan
tiretilen bir siklon akimi kullanilarak kurutulmakta ve toplanmaktadir. Cok kiiglk atomize
damlaciklarin yiiksek yiizey alani/hacim orani nedeniyle, ¢oziicli hizla buharlasir ve her
damlacik ucucu olmayan bilesenleri (bakteriyofaj ve eksipiyanlar i¢eren kati fraksiyon)
iceren bir pargacik olusturmaktadir. Parcaciklar, kurutucudan ¢ikan hava akimindan
ayrilmakta ve bunun igin tipik olarak siklonlar veya torba filtreler kullanilmaktadir.
Puskdirterek kurutma, élgeklendirilebilir bir endistriyel proses teknolojisidir ve kuru toz

inhalatorleri yoluyla pulmoner uygulama dahil olmak Gzere farmasétik uygulamalar igin
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biyolojik maddeler i¢eren ince tozlar tiretmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [181].
Kuru tozlar, soguk tedarik zinciri ve sogutma gerektirmeden nispeten uzun depolama
stabilitesi gosterdikleri igin bakteriyofaj ilag drunleri igin giderek daha fazla
degerlendirilmektedir [182]. Bakteriyofajlarin yiiksek kesme gerilimine ¢ok uzun siire
dayanamadig1 gosterilmistir. Nebulizasyon isleminin bakteriyofaj titresinde kayipla
sonuglandigi gosterilmistir [183]. Bakteriyofajlar ayrica termal streslere karst hassastir ve
60°C’nin tizerindeki sicakliklarda kismen aktivitelerini kaybettigi gosterilmistir [184].
Diisiik ptiskiirtmeli kurutma sicakliklarinin (~40°C c¢ikis havasi sicakligi), daha yiiksek
sicakliklarda gbzlemlenen yiiksek bakteriyofaj titresi kaybi ile daha yiiksek faj titresine

neden oldugu gdsterilmistir.

Bakteriyofaj slispansiyonlarinin piiskiirtiilerek kurutulmasi, tipik olarak, bakteriyofajlari
termal ve kuruma streslerinden korumak i¢in formilasyonda eksipiyanlar icermektedir.
Trehaloz, sukroz ve laktoz, yiiksek camsi gegis sicakligi ve su degistirme 6zelliklerinden
dolay1 trehalozun ©n siralarda yer almasiyla, piskiirterek kurutma bakteriyofaj
slispansiyonlar1 i¢in en umut verici eksipiyanlar olarak ortaya g¢ikmistir [185].
Piiskiirterek kurutma tizerine, seker eksipiyanlari, yiiksek camsi gegis sicakliklarina sahip
amorf yapilar olusturmaktadir. Cams1 gegis sicakliginin altinda, eksipiyan nedeniyle
vitrifikasyon, kapsiillenmis biyoaktif maddeyi stabilize eder ve ortam veya daha diisiik
sicakliklarda uzun siireler boyunca depolamaya izin vermektedir [184]. % 20’yi asan
bagil nemde piiskiirtiilerek kurutulmus tozlarin buzdolabinda saklanmasinin bakteriyofaj
titresinde kayba neden oldugu, diisik nemde saklanan numunelerin ise stabil oldugu
gosterilmistir [184]. Piskiirterek kurutulmus bakteriyofaj igeren tozlarin dagilabilirligini
gelistirmek i¢in kullanilmis olan diger eksipiyanlar arasinda dekstranlar, laktoz (Kuru
solunabilen tozlar (DPI) tozlar1 igin kullanilan yaygin eksipiyan), glikoz, sukroz,
mannitol ve 16sin yer almaktadir [183, 186]. Laktoz gibi sekerler, indirgeyici 6zellikleri
ve higroskopik yapilari nedeniyle bakteriyofajlar i¢in uygun olmayan eksipiyanlar
olabilmektedir [187]. Literatiirde mannitol gibi alternatifler 6nerilmistir, ancak mannitol
sekilsiz kalmak yerine yeniden kristallesme egilimindedir [188]. Mannitol kullanilarak
yapilan bakteriyofaj piiskiirtmeli kurutma caligmalari, gelistirilmis parcacik dagilim
ozellikleri rapor edilmistir. Proteinlerin eklenmesi, 6rn. trehaloz ile kombinasyon halinde

kazein, fajlarin termal stresten korunmasina atfedilen iyi sonuglar géstermistir [186].
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Piiskiirterek kurutma kosullarinin, son ila¢ drlninde puskdrtilerek kurutulan
bakteriyofajlarin  yasayabilirligini saglamak i¢in dikkatlice optimize edilmesi
gerekmektedir. Puskurtmeli kurutma igin bakteriyofaj siispansiyonlarinin atomizasyonu
icin tipik olarak kullanilan 2-s1vi noziillerinin kesme kaynakli hasar ve faj titresi kaybi
olusturdugu gosterilmistir [183, 187]. Bakteriyofajlar, yuksek puskurtmeli kurutma
sicakliklarinda (es akimli kurutucular i¢in, ¢ikis sicakliklart 60°C’yi asan) bakteriyofaj
aktivitesinde kayipla sonuglanan termal streslere karsi oldukg¢a hassastir [189]. Tipik
olarak, bakteriyofajlarla yapilan piiskiirtmeli kurutma c¢alismalari, disiik puskiirtmeli
kurutma ¢ikis sicakliklarinda (~40-50°C ¢ikis havasi sicakliklar1) ¢alisan es akimli
kurutucular kullanmis, bu da tozlarda daha yiiksek bakteriyofaj titrelerine ve plskirtmeli
kurutmadan hemen sonra toplam bakteriyofaj kayiplarinin azalmasina neden olmustur
[184]. Daha yiiksek piiskiirtme kurutma sicakliklarinda bakteriyofaj titrelerinde yiiksek
kayip gozlenmistir. Bununla birlikte, diistik kurutma sicakliklar1 (40-50°C kurutucu ¢ikis
sicakliklar1) nedeniyle piiskiirtiilerek kurutulmus tozlarda kalan nem igerigi, camsi gegis
sicakliginin (Tg) diismesine neden olabilmektedir [190]. Sekilsiz bir farmasotik katinin
camsi gegis sicaklig, viskoelastik 6zelliklerinin yani sira kimyasal ve fiziksel stabilitesini
de dnemli Olciide etkileyebilen kritik bir fiziksel 6zelliktir. Su, nemli bir atmosfere maruz
kalmas1 nedeniyle depolama iizerine suyu adsorbe edebilen spreyle kurutulmus tozlarda
plastiklestirici gorevi gormektedir. PUskirterek kurutulmus bakteriyofaj iceren tozlar,
tiretim {izerine amorf olma egilimindedir, ancak depolama kosullari, malzemeyi cam
gecis hattinin {izerinde uzanan sicakliklara ve nem kosullarina maruz birakabilmektedir.
Camlarin kristallesme oranlari, Tg ile iliskili olarak depolama sicakligina baglhdir.
Piiskiirterek kurutulmus tozlarda amorf sekerin yeniden kristallestirilmesi, seker
molekiilleri artik kristallesme {izerine protein konformasyonunu korumak icin
proteinlerle hidrojen bagi yoluyla etkilesime giremediginden, belki de bakteriyofaj
reseptor proteinlerinin denatiirasyonu nedeniyle bakteriyofaj yasayabilirligini olumsuz
etkilemektedir. Depolama sicakligi ve bagil nem, piiskiirtiilerek kurutulmus tozlarda
bakteriyofaj stabilitesini etkiledigi gosterilen iki ana faktordiir. Kuru toz farmasotik
biyolojiklerin amorf formlari, diizensiz durumdaki molekiiler hareket anlamli bir
farmasotik zaman gergevesi boyunca geciktirildiginde en kararhidir [191]. Farmasotik
tiriiniin tipik olarak birkag¢ yil mertebesinde olan dmrii boyunca ilag {irliniiniin kimyasal
ve fiziksel kararsizliginin meydana gelmeyecegi sekilde molekiiler hareketi yavaslatmak
icin saklama sicakliginin amorf toz malzemenin Tg’sinin dnemli 6l¢iide altinda olmasi

gerekmektedir. Camsi gegis sicakligmmin 50°C altindaki depolama sicakliklarinin
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molekiiler hareketi 6nemli 6lglide azalttigi ve bakteriyofaj tozu depolama raf dmriniin
uzamasina yardimci oldugu disiiniilmektedir [191]. Trehaloz, sukroz ve laktoz gibi
disakkaritler, kuru halde bakteriyofajlarin biyoaktivitesini korumaktadir [184].
Piiskiirterek kurutulmus tozlarin buzdolabinda saklanmasinin, ortam kosullar1 altinda
depolamaya kiyasla uzun siireli saklama sirasinda daha yiiksek faj titreleri verdigi rapor
edilmigtir. Ayni kosullar altinda formiile edilen ve piiskiirtilerek kurutulan farkli
bakteriyofaj suslari, elde edilen bakteriyofaj titresinde 6nemli farkliliklar gdsterdi; bu da,
bir bakteriyofaj kokteylinde kullanilacak her bir fajin ayr1 ayri formiile edilmesi ihtiyacini
ortaya koymustur [187].

Coziicli buharlagtirma yontemiyle karsilastirildiginda, piiskiirterek kurutma yontemi daha
giivenilirdir, daha yiiksek yiikleme verimliligi saglamakta ve daha kolay seri Uretime
olanak tanimaktadir. Uretim maliyeti diger kapsiilleme ydntemlerine gore nispeten
diistiktiir. Ancak bu uygulamanin oral uygulama amach kullanimi ¢ok siirli olmustur.
Bunun baglica nedeni, geleneksel piiskiirterek kurutma teknolojisinin biyolojik
materyalleri etkisiz hale getirebilecek yiiksek sicaklik ve kesme kuvveti kullanmasidir.
Son zamanlarda, pH’a bagli bir dizi enterik polimerin, diisiik sicakliklarda (60°C)
puskirterek kurutma yoluyla mikrokapsiiller olusturdugu ve farkli bakteriyel antijenlerin

kapsiillenmesinde basartyla uygulandigi bulunmustur [192, 193].

Kapsiillenmis bakteriyofajlarin kuru toz formu, hayvansal tiretimde saha uygulamalari
icin kolaylik saglar ve depolama ve nakliye maliyetlerini azaltmaktadir. Islak
mikrokurelerdeki bakteriyofaj canliligi, 4°C’de 6 haftalik bir test siiresi boyunca
degismeden kaldig1 ancak canlilik, kurutma islemi ve ardindan oda ve donmus
sicakliklarda saklama sirasinda kademeli olarak kayboldugu goézlenmistir. Sekerler,
proteinler ve polisakkaritler gibi koruyucu katki maddelerinin eklenmesi, dehidrasyon
sirasinda  bakteriyofajlar1  stabilize edebilmektedir. Havayla kurutma sirasinda
bakteriyofaj K’nin stabilizasyonu igin birka¢ koruyucu degerlendirilmis ve sonuglar,
sakkaroz, trehaloz, maltodekstrin ve yagsiz siitln, kuruduktan sonra bakteriyofaj K
canliligmin tutulmasini degisken bir Olciide artirabildigini gdstermistir. Sakkaroz ve
trehaloz ile karsilastirildiginda maltodekstrin, diisiik fiyat1 ve genis ticari bulunabilirligi

nedeniyle daha uygun bir koruyucu katki maddesi gibi goriinmektedir [194]. Bu hidrofilik
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maddelerin koruyucu etkilerini su molekullerini ikame ederek ve kapsid proteinleri
etrafinda hidrojen baglar1 olusturarak sagladiklart ve boylece su yoklugunda dogal
yapilarimi  stabilize  ettikleri  ileri  siirilmektedir  [194].  Bakteriyofajlarin
mikrokapstillenmesinin ve miiteakip kurutmanin, fajlarin canliligini konsantre ve kat1 bir
bicimde korumamiza izin vermektedir. Bu tiir bakteriyofaj preparasyonlari, fajlarin
depolanmasi, tasinmasi ve saha uygulamalari igin kolaylik saglamaktadir.Bu yontemin
dezavantaji, suyun buharlagmasin1 kolaylagtirmak igin gereken yiiksek sicakligin
mikroorganizmalarin kapstillenmesi i¢in uygun olmayabilmesidir. Isitma faktorleri ve
dehidrasyon, nihai triindeki hiicre canliigini ve aktivitesini azaltabilir [170, 175].
Bununla birlikte, puskirterek kurutmanin probiyotik hiicreleri [195] veya nitrojen

sabitleyici bakterileri [196] korumada etkili oldugu bulunmustur.

Vandenheuvel ve ark., uzun siireli depolama sirasinda piiskiirterek kurutma
bakteriyofajlarinin stabilitesini ve matrisin kristallesmesinin canliliklar1 {izerindeki
etkisini arastirmistir. P. aeruginosa faj LUZ19 ve S. aureus bakteriyofaj Romulus’un faj-
trehaloz siispansiyonu, daha 6nce tarif edildigi gibi kurutulmustur [187]. islemden sonra,
toz formiilasyonlar farkli sicakliklarda ve kontrolli bagil nemde saklanmistir. Toz
parcaciklarinin kristal olusumunu 6nlemek icin 6zel depolama kosullar1 gerektirdigi
gosterilmistir. Matrisin kristallesmesi mikrokapsiillii bakteriyofajlarin yikimina ve daha
yiiksek sicakliga yol agmaktadir. Bakteriyofajlarin piiskirterek kurutma yoluyla
mikroenkapsulasyonu ve depolama sistemlerinin optimizasyonu, mide asiditesinden
koruma saglamak ve enfeksiyon bdlgesinde kontrollii salimi saglamak igin umut verici
bir yol sunmaktadir. Pasternack ve Sulakvelidze, patentlerinde, E. coli O157:H7 suslarina
kars1 litik aktivite sergileyen ECML-4 olarak adlandirilan yeni bir bakteriyofaji tarif
etmiglerdir. Bu c¢alismada, saklama amaciyla bakteriyofaj bilesimleri yapmak igin
alternatif bir yontem olarak puskurterek kurutma ve kapsiillemeden bahsedilmistir.
Bulusu yapanlara gore, bakteriyofaj bilesimleri ve preparasyonlari, gida iiriinlerinin
muhafazasi, 6rn. uygun bir sulu ¢ozelti veya liyofilize veya dondurularak kurutulmus toz

icinde dagitilarak ve gida tirtinlerinin yiizeyine uygulanarak [197] gergeklestirilmelidir.
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2.7.1.2. Dondurarak Kurutma (Liyofilizasyon)

Dondurarak kurutma (liyofilizasyon), farmasotik endustrisinde [198] proteinleri, asilari,
peptitleri veya lipozomlar, nanopartikiiller ve nanoemiilsiyonlar gibi koloidal tastyicilari
kurutmak i¢in rutin olarak kullanilmaktadir [199]. Dondurarak kurutma tipik olarak
cozeltinin dondurma asamasini takiben bir kurutma asamasini igermektedir. Dondurma
adimi sirasinda, faj iceren cozelti sogutulmakta ve kalan sivinin konsantrasyonuyla
sonuglanan saf su buz kristalleri olusmaktadir. Bu tipik olarak konsantre ¢dzeltinin
viskozitesinin yani sira ozmolaritesinde bir artisa meydana gelmekte, bu da daha fazla
kristallesmeyi engelleyerek ve sonunda donmus amorf/kristal faz ile sonuglanmaktadir.
Donma asamasinin sonunda, zamanla numuneden su ¢eken ¢ok diisiik sicakliktaki bir
kondensoriin ¢alistirilmas: sonucunda kurutma baslamaktadir. Kondansatore kutle
transferini yavaglatan havay1 ¢ikarmak icin bir vakum da cekilmektedir. Bir birincil
kurutma asamasi, buz kristallerinin dogrudan siiblimlesmesiyle sonug¢lanmakta ve geri
kalan su, bir ikincil kurutma asamasinda ¢ikarilmaktadir. Dondurularak kurutulmus
durumda, ¢ogu kimyasal ve fiziksel bozunma reaksiyonlarinin hiz sabitleri 6nemli 6l¢iide
azalmakta ve bdylece buzdolabinda veya ortam sicakliklarinda (25°C) uzun sdreli
depolamaya izin verilmektedir. Geleneksel dondurarak kurutma, yavas bir siirectir ¢linkii
liyofilizasyon, maksimum dondurarak konsantre edilmis bakteriyofaj-kriyoprotektan
cozeltisinin (Tg) cam gegis sicakliginin altindaki sicakliklarda ve numunenin ¢okme
sicakliginin (Tc) altindaki sicakliklarda gerceklestirilerek gozenekli kurumaya elverisli
mikroyapiya bir malzeme sahiptir. Dondurularak kurutulmus malzeme tipik olarak daha
fazla islem gerektiren kuru solunabilir inhal6rlerine yiklenmeye uygun ince pargaciklar

elde etmek i¢in 6gilitme islemi gibi bir kekle sonug¢lanmaktadir [200].

Bakteriyofajlarin dondurarak kurutulmasi hakkindaki makaleler, esas olarak fajin
depolama i¢in stabilize edilmesi amaciyla formiilasyonlarin degerlendirilmesine
odaklanmustir [201-203]. Bir dizi makale, formiilasyona amino asitlerin (6rn. sodyum
glutamat [203]), peptidlerin (6rn. pepton [189]) ve proteinlerin (kazein ve laktoferrin
[204]) eklenmesinin, dondurarak kurutma ve ardindan rehidrasyon sonrasinda
bakteriyofaj canliligini iyilestirdigini gostermistir. Literatir, disakkaritlerin or. laktoz
[204], sakkaroz [201] ve trehaloz [205] dondurma ve ardindan gelen liyofilizasyon
sirasinda fajin canlili@ini iyilestirdigini rapor etmistir. Ozmotik hasar, dondurarak

kurutma prosesinde hayatta kalan fajlar1 azaltan 6nemli bir faktordiir [189]. Bu durum,
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hidrasyon ortamina sekerlerin eklenmesiyle iyilestirilebilen hidrasyon stresleri ile
giderilmeye ¢alisilmistir [206]. Farkli bakteriyofajlarin  yiikksek veya diisiik
konsantrasyonlari tercih ettigi goriilse de, birgok makale, formulasyondaki sakkaroz
konsantrasyonunun dondurarak kurutma ve miiteakip rehidrasyon sirasinda faj canliligini
etkiledigini gostermistir [201, 205]. Nispeten diisiikk sicakliklarda (<-20°C) hizli
dondurma oranlarinin, yavas dondurmaya kiyasla daha iyi bakteriyofaj canlili sagladig
bulunmustur. Bu, ozmotik hasarin meydana gelmesi i¢in daha az zamana sahip olmasina

baglanmustir [189].

Engel ve ark. [203] dondurarak kurutma kullanarak mikobakteriyofajlarin depolama
stabilitesini arastirmigtir. Sodyum glutamat (jelatinli ve jelatinsiz), jelatin, pepton
(sorbitolli ve sorbitolsiiz), dekstran (glukozlu), sigir serumu ve yagsiz siit dahil olmak
lizere ¢esitli kriyoprotektanlarin ve liyoprotektanlarin degisen faj titrelerindeki (104, 10°
ve 10° POB/ml, faj BK1) etkisi arastirilmistir. 53 farkli bakteriyofaj, sodyum glutamat
(% 5 (a/a) jelatin ile % 0,5 (a/a) jelatin) kullanilarak test edilmistir. Dondurularak
kurutulmus fajin oda sicakliginda karanlikta 2,5 yil kadar saklanmasi, bakteriyofaj
canliliginda orta diizeyde bir degisiklikle sonuglanmistir. Puapermpoonsiri ve ark. [207],
dondurarak kurutma sirasinda sakkaroz, PEG ve jelatinin, 30 gunluk bir stre boyunca S.
aureus ve P. aeruginosa bakteriyofajinin kisa vadeli canliligi iizerindeki etkisini
degerlendiren nitel bir ¢alisma gergeklestirmistir. Birincil kurutmanin (donmus suyun -
30°C’de 1000 dakika siireyle dondurulmasi ve siiblimlestirilmesi) ardindan, adsorbe
edilmis suyu desorbe etmek i¢in ikincil bir kurutma dongisu (25°C’de 6 saat siireyle
yiiksek sicaklikta) izlemistir. Dondurularak kurutulmus tozun kalintt nem igeriginin
(agirlikga % 4-6) daha iyi bakteriyofaj canlilig: ile iligkili oldugu bulunmus; ancak bu
calismanin dogasi nedeniyle, daha fazla arastirmaya ihtiyagc duyan bu etkinin
biiyiikliigiinii dogru bir sekilde degerlendirmek zor oldugu vurgulanmustir. Jelatinin,
liyofilizasyonun ardindan bakteriyofaj canliliginin korunmasinda higbir rol oynamadigi
bulundugu raporlanmistir. Liyofilize malzemede kalan nem igeriginin kontroliiniin,
bakteriyofajin kimyasal (amino asitlerin reaktivitesi) ve fiziksel stabilitesini (kuyruk
proteinlerin agilmasi) dengelemek ve litik aktivite kaybina neden olmak i¢in 6nemli
oldugu bulunmustur. 25°C’de ikincil kurutma nedeniyle dondurularak kurutulmus
keklerin cokmesini énlemek icin yuksek konsantrasyonlarda sakkaroz ve polietilen glikol

(PEG) gerekligi belirtmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda kimyasallarin (6rn. sakkaroz),
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bakteriyofaj titresinde bir azalmaya yol a¢tigi ve daha diisik sakkaroz
konsantrasyonlarinda daha iyi sonucglar verdigi rapor edilmistir. 4°C’de 30 giinliik

depolamadan sonra canli bakteriyofaj varligi rapor edilmistir.

Dini ve Urraza, dondurarak kurutma ve depolama (-80°C, 24 saat) sirasinda bir Podoviriis
kolifaj stabilitesi tzerinde tampon sistemlerinin (fosfat tamponlu salin (PBS) ve SM),
yagsiz siit i¢eren/igermeyen tamponlarin ve disakkaritlerin (sakkaroz veya trehaloz)
eklenmesinin etkisini arastirmistir. SM tamponunda dondurularak kurutulan kolifaj,
sirastyla yagsiz siit ve PBS ile karsilastirildiginda en yiiksek titreyi verdigi gézlenmis ve
PBS’ye trehaloz veya sukroz eklenmesi, bakteriyofaj titresi sonuglarini iyilestirmedigi
rapor edilmistir. Bu, dondurarak kurutma isleminden ziyade ozmotik soktan kaynaklanan
hidrasyon streslerinden kaynaklaniyor olabilecegi belirtilmistir. Dondurularak
kurutulmus numuneler, ozmotik soku 6nlemek i¢in sakkaroz eklenmis bir tampon yerine
basit bir tampon kullanilarak yeniden hidratasyon islemi uygunlanmistir. PBS’ye
sakkaroz eklenmesi, 120 gun boyunca (4°C’de) depolamanin ardindan bakteriyofaj
titresini stabilize etmis ve yalnizca PBS i¢inde dondurularak kurutulmus bakteriyofaj, 120
gunlik depolama boyunca bakteriyofaj titresinde ilerleyici bir diislis gostermistir (ilk
liyofilize edilen iiriin ile karsilagtirildiginda ~2,5 log kayip). SM tamponunda diigiik
konsantrasyonlarda (0,1 M) sakkaroz ilavesinin, donma sonrasi kurutmada (dondurma
asamasindan ziyade kurutma asamasina atfedilen titrede yalnizca ~0,5 log diisiis) yiiksek
bir bakteriyofaj titresine yol agtig1 ve titrenin depolamadan sonra 120 giine kadar sabit
kalmasiyla sonuglandigi raporlanmistir. SM tamponundaki sakaroz konsantrasyonunun
0,3 M veya 0,5 M’ye yiikseltilmesi, 0,1 M sakaroz drnegine kiyasla ~0,5 log daha diisiik
titre ile sonuglandigi rapor edilmistir. Sakkaroz iceren tozlar, PBS veya yagsiz siit
kullanilarak kurutulan numunelerle karsilastirildiginda daha yiiksek artik nem icerigine
sahiptir. Toplam bakteriyofaj titresi kaybinin (~0,3 log) yalnizca kiigiik bir kismi, ~1,5
log bakteriyofaj titresi kaybmin ¢ogunlugunu olusturan liyofilizasyon ile dondurma
asamasina (0,5 M sakkaroz-SM tampon numunesi i¢in) atfedilmistir. Bunun rehidrasyon
adimima atfedilip atfedilemeyecegi daha fazla arastirmaya ihtiya¢c duydugu rapor

edilmistir.
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Merabishvili ve ark. [205], dondurarak kurutmadan sonra bir S. aureus bakteriyofaj
ISP’nin stabilitesini arastirmistir. iki farkli konsantrasyonda bakteriyofaj titeri (108 ve 10°
POB/ml) igeren, farkli eksipiyanlarla (her eksipiyan 0,1 M veya 0,5 M konsantrasyonda:
sakkaroz, trehaloz, mannitol, glisin ve polivinilpirolidon (PVP) ve PEG 6000 (% 1 ve %
5)) hazirlanmistir. Birincil kurutma -30°C’de gergeklestirilirken, ikincil kurutma igin
sicaklik ~10 saatlik bir siire boyunca kademeli olarak 25°C’ye yiikseltilmis ve ardindan
izotermal kurutma yapilmistir. Bazi yardimc1 maddeler (PVP, mannitol ve PEG 6000)
basarisiz oldugu rapor edilmistir. PVP’nin donmadan once bile bakteriyofaji etkisiz hale
getirdigi bulunmustur. Yardimc1 madde olarak kullanilan glisin, liyofilizasyondan sonra
bakteriyofaj ISP’nin tamamen canliligin1 kaybettigi rapor edilmistir. 0,1 M’de seker
alkolti mannitol kullanilarak bakteriyofaj ISP aktivitesinin tamamen kaybi, 0,5 M
konsantrasyon kullanilarak 4 log titre azalmasiyla gozlendigi rapor edilmistir. Bundan
sonra bakteriyofaj titresinin 37 aylik depolamanin ardindan 2 log azalma ile 27 aylik bir
stire boyunca sabit kaldigi rapor edilmistir. PEG 6000’deki bakteriyofaj ISP titresi,
liyofilizasyonun ardindan 1,8 log (% 1 PEG) ve 5 log (% 5 PEG) azalma gosterdigi rapor
edilmistir. 37 aylik depolamanin ardindan, ilave titre kaybi 3 log (%1 PEG) ve 1,7 log (%
5 PEG) olrak hesaplanmustir. Yiksek konsantrasyonlarda (0,5 M) trehaloz ve sakkarozun
faj ISP’si i¢in en etkili dengeleyiciler oldugu bulunmustur. Liyofilizasyondan hemen
sonra bakteriyofa;j titresinde 1 log kayip ve 37 aylik saklamanin ardindan 1 log kayip
gozlenmistir. Farkl trehaloz ve sukroz konsantrasyonlar1 (0,3 M, 0,5 M, 0,8 M ve 1,0 M)
ayrica incelenmistir. 0,8 M ve 1,0 M seker ¢ozeltilerinden dondurularak kurutulan faj ISP,
kurutmadan hemen sonra (~0,5 log) en kiigiik titre azalmasini gosterdigi rapor edilmistir.
Sonraki 27 aylik depolamada faj ISP titresi sabit kalmistir (~1 log degiskenlik, 3, 7, 12
ve 27 aylik zaman periyodunda Ol¢iilmiistiir). Bakteriyofaj ISP stabilitesi, ayni slre
boyunca (37 ay sonra) 4°C’de saklanan LB besiyeri (1 log azalma) ve % 0,9 NaCl (~2
log azalma) iginde saklanan bakteriyofaj i¢in de kaydedildigi belirtilmistir.

Malenovskd [208] yapisal olarak farkli hayvan viriislerinin liyofilizasyonu sirasinda
jelatin ile kombinasyon halinde sakkaroz ile iyi sonuglar bildirmistir. Ticari olarak temin
edilebilen dondurularak kurutulmus bir faj kokteylinin sakkaroz ve jelatin icermesi bu

sebeple 6onem tagimaktadir [179].
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Cizelge 2.8. Bakteriyofaj liyofilizasyon calismalarina genel bir bakis

Kaynak Bakteri, bakteriyofaj Liyofilizazyon Duvar malzemesi Depolama Suire Baslangic Kalantitre % Kayip
yontemi (°O) titre (log) (log)
[209] 22 farkli faj [210] % 50 yagsiz siit 4,26 2 yil 7-10 6-9 )
[189] Corynebacterium faj H1 [211] % 20 pepton 0s 3ay () ) 25
[189] Corynebacterium faj H1 [211] % 20 pepton + % 10 0S 3ay ) ) 18
sakkaroz
[189] Corynebacterium faj H1 [211] % 20 pepton + % 10 0S 3ay ) O] 46
sakkaroz + % 2
sodyum glutamat
[212] Escherichia coli faj T4 [212] Pepton NA NA 6-8 ) 18-99
[213] Corynebacterium fajlart [211] % 20 pepton + % 10 Min. 25 2,5 yil 7-10 7-10 )

sakkaroz + % 2

sodyum glutamat
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Cizelge 2.8. (devam) Bakteriyofaj liyofilizasyon c¢alismalarina genel bir bakis

Kaynak Bakteri, bakteriyofaj Liyofilizazyon Duvar malzemesi Depolama Sure Baslangic Kalantitre % Kayip
yontemi (°O) titre (log) (log)

[206] E. coli faj T3 [214] Luria-Bertani sivi (-) ) 12 ) 87
besiyeri

[206] E. coli faj T3 [214] 0,05 M sakkaroz ) (-) 12 (-) 51

[206] E. coli faj T7 [214] Luria-Bertani sivi - (-) ) 12 ) 99
besiyeri

[206] E. coli faj T7 [214] 0,05 M sakkaroz ) (-) 12 (-) 87

[214] E. coli faj T4 [215] - Min. 20 0-7 glin 9,9 ) 99,8500

[214] E. coli faj T4 [215] Glukoz 4000 mg/ml Min. 20 0-7 guin 9,9 () 99,9500

60



Cizelge 2.8. (devam) Bakteriyofaj liyofilizasyon ¢alismalarina genel bir bakis

Kaynak Bakteri, bakteriyofaj Liyofilizazyon Duvar malzemesi Depolama Sure Baslangic Kalantitre % Kayip
yontemi (°O) titre (log) (log)
[214] E. coli faj T4 [215] Jelatin 20 mg/ml Min. 20 0-7 gun 9,9 ) 99,9600
[214] E. coli faj T4 [215] Jelatin 200 mg/ml Min. 20 0-7 glin 9,9 (-) 99,9200
[214] E. coli faj T4 [215] Fosfat tamponlu salin ~ Min. 20 0-7 gun 9,9 O] 99,9920
[214] E. coli faj T4 [215] % 0,9 NaCl Min. 20 0-7 glin 9,9 ) 99,9997
[216] Staphylococcus aureus [217] % 100 yagsiz siit Min. 20 12-18y1l  2-3 1-3 )
fajlart
[202] Caudovirales ) % 50 gliserol 4 20 ) Canli )
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Cizelge 2.8. (devam) Bakteriyofaj liyofilizasyon c¢alismalarina genel bir bakis

Kaynak Bakteri, bakteriyofaj Liyofilizazyon Duvar malzemesi Depolama Sure Baslangic Kalantitre % Kayip
yontemi (°O) titre (log) (log)
[207] S. aureus Siphovirus [178] 1 M Tris-HCI, 0,1 M NA NA 9,7, 7.8, (++p), )
NaCl, 3,7 (+p). (-p)
8 mM MgSO,, 0,1 g/l
jelatin
[178] S. aureus Siphovirus ve [178] 01 M ve 05 M 4 2, 7, 14, 8 (++p) - ()
P.aeruginosa Myovirus sakkaroz, 30 gin (+p)
% 1 ve % 5 PEG 6000
[218] S. aureus [178] 1mIHPMC + % 1 4 6-12 ay 8 5-6 ()
mannitol
[219] E. coli faj T4 [219] % 0,5 maltoz NA NA ) (-) (-)*
[219] E. coli faj T4 [219] % 5 maltoz NA NA ) ) (-)*
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Cizelge 2.8. (devam) Bakteriyofaj liyofilizasyon ¢alismalarina genel bir bakis

Kaynak Bakteri, bakteriyofaj Liyofilizazyon Duvar malzemesi Depolama Sure Baslangic Kalantitre % Kayip
yontemi (°O) titre (log) (log)

[219] E. coli faj T4 [219] % 0,3 ¢oziiniir nisasta  NA NA ) ¢) ()*

[219] E. coli faj T4 [219] - NA NA ) ) (-)*

(-): Belirtilmemis, NA: Uygulanabilir diizeyde degil, OS: Oda sicakligi
(++p): Konfluent lizis (par¢alanmig bakteri pargalari)

(+p): Sayillamayacak kadar gok bireysel plak (plaka basina >400)

(-p): Plak yok

(-)": Anlaml azalma yok (p<0,05)
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2.7.1.3. Vakum Kopik Kurutma

Farmasotik kurutma teknolojileri, termal olarak labil biyofarmasétik triinlerin depolama
stabilitesini ve ayn1 zamanda bitmis {iriinlin tagima verimliligini veya dagitim kolayligini
arttirmak i¢in siklikla kullanilmaktadir. Bununla birlikte, belirli bir kurutma yontemi
tarafindan saglanan termal ge¢cmisin, bir biyofarmasétik tirliniin hem kat1 hal 6zellikleri
hem de depolama stabilitesi lizerinde biiyiikk bir etkiye sahip olabilecegi daha 1yi
anlasilmaktadir [220]. Her biri kendi avantaj ve dezavantajlarina sahip, farkli olgunluk
seviyelerinde c¢ok sayida kurutma teknolojisi gelistirilmis olsa da, biyolojik ilaglarin
biyoaktivitesini koruma becerisini sergileyen yalnizca seg¢ilmis birkagi ticari olarak
uygulanmistir. Bu tiir teknolojiler, yani liyofilizasyon ve ¢ok daha sinirli bir dlciide
puskiirterek kurutmadir. Daha az bilinen ve daha az gelismis kurutma teknolojisi arasinda
vakumla kopiik kurutma vardir. Bazi dezavantajlart olmakla birlikte, bazi biyolojik
maddelere sagladig: yiliksek sicakliklarda depolama stabilitesindeki 6nemli gelismeden

kaynaklanan bazi ¢ok zorlayict yararlari da vardir.

Vakum kurutma, vakum uygulamasiyla nemin uzaklastirildig: bir vitrifikasyon islemidir.
Kopiik bir katt mutlaka nihai tiriin degildir ve 6rnegin film kurutma ve hatta dondurarak
kurutma islemlerini igerebilmektedir. KOplk kurutma, bir ara Grlin veya son urin olarak
koptiklii bir durumu iceren herhangi bir isleme atifta bulunabilir ve ayrica ¢alkalama
yoluyla hava dahil edilerek kopiiklii sivi iiretebilir. Bu baglamda benzer ii¢ kurutma
yontemi arasinda ayrim yapmak Oonemlidir: vakumla kurutma, kopiikle kurutma ve
vakumla kopukle kurutma. Vakumla kopik kurutma, 6zellikle biyofarmasotikler igin
gecerli bir yontemdir. Vakumla kopilik kurutma, kaynamaya neden olmak icin basinci
stvinin  buhar basincinin  altina  diisiirmek i¢in sivinin  vakum uygulanmasiyla
“kopiirtiildiigii” genel kopiik kurutmanm bir alt kiimesidir. Onemli 6lgiide buharlagmali
sogutma mevcut oldugunda, buharlasma ve hatta siiblimasyon yoluyla nemin giderilmesi
icin artan yiizey alani nedeniyle, genel vakumlu kurutmadan daha hizli kuruma
saglamaktadir. Vakumla kopiik kurutma ayni zamanda kopiiklerin iiretilmesi icin
kaynama i¢in daha diisiik bir sicaklik saglar ve her ikisi de genel kopiik kurutma
islemlerine uygun olmasi1 gerekmeyen ticari olarak temin edilebilen dondurarak

kurutucularda aseptik islemeyi miimkiin kilabilir.
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Bu yaklagim, dondurarak kurutmaya benzerdir, ancak birincil kurutma agsamasi tamamen
stiblimasyon ile gerceklestirilmez. Burada su, kati1 yapilar kilitlenmeden 6nce vakum
uygulanarak en azindan kismen uzaklastirilmaktadir. Bu yaklasim, genellikle ortam
kosullarina yakin olan raf sicakliklari ile miimkiin olmaktadir. Nem igerigi diistiikge
formulasyon daha viskoz hale gelmekte ve statik bir kopiik olusturmaya baslamaktadir.
Daha fazla vakum uygulamasi ve hafif yikseltilmis sicakliklar ek nem giderme
saglamaktadir (ikincil kurutma). Dondurarak kurutmada elde edilen mikro yapili {iriiniin
aksine, elde edilen kurutulmus iirlin tipik olarak makroskobik yapilara sahip kapali

hicreli bir kopuktar.

Kopiik kurutma i¢in, proses, tipik olandan daha diisiik, yani % 20’den daha az kat1 i¢erigi
ile baglamakta ve diisiik vakum ve ortam sicakliklarma yakin uygulama ile bir
konsantrasyon asamasi gerektirmektedir. Bu siire zarfinda numune sicakligl, nem
uzaklastirildikca azalan raf sicakligi ve/veya buharlagsmali sogutma nedeniyle
dusebilmektedir. Uriin soliisyonu yeterince konsantre ve daha viskoz hale geldiginde,
asir1 kaynama/sigrama riski olmadan yiiksek vakum uygulanabilmektedir. Ortaya ¢ikan
hizli su tahliyesi, gizli buharlasma 1sis1 nedeniyle iirlin sicakliginda keskin bir diisiis
uretmekte ve gecici iiriiniin donmasina ve kopiik yapisinda kilitlenmesine yol agmaktadir.
Dondurma iglemi sirasinda, nem giderimi ayni zamanda yiiksek bir yiizey alani altinda
ilerleyen siiblimlesmeyi de igerebilmektedir. Hizli buharlasma durdugunda, {iriin
1sinmaya baglamakta ve siiblimlesme ve buharlasmanin bir kombinasyonuyla ilave nem
giderilmekte ve sonunda, nemin birincil olarak buharlagsma yoluyla giderildigi raf
sicakligina yaklagmaktadir. Raf sicakliginda ortam kosullarinin {izerine bir artis, liriiniin
Tg’si raf sicakligina yaklasana kadar ek nem giderimi saglamaktadir. Urin daha sonra

oda sicakligina sogumaktadir.

Kopiik kurutma, bir biyofarmasoétik iiriiniin biyolojik aktivitesinin korunmasi i¢in hem
dondurarak kurutmaya hem de puskirterek kurutmaya gore, 6zellikle termal kararsiz
tirlinler ve faz ara ylizlerinde hasara kars1 hassas olanlar i¢in bir dizi avantaj sunmaktadir.
Dondurarak kurutma ile karsilastirildiginda, kopiik kurutmanin birincil avantaji, tirliniin
birincil kurutma sirasinda donmamasi ve dolayisiyla buz kristali olusumuyla iliskili

kararsizliklarin 6nlenebilmesidir. Bu ayn1 zamanda, 6rnegin pH’ta biiylik degisimlere ve
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biyolojik trlinde hasara yol acabilen ¢6ziinen maddelerin donma konsantrasyonunu da
Onlemektedir [221]. Ek olarak, dondurarak kurutma sirasinda donmus buz kristalleri ile
konsantre sivi arasindaki faz ara yiizlerinde biyolojik malzemenin denattirasyonu igin
yerler sunan daha genis bir yiizey alan1 vardir. Ayrica, nem siiblimasyondan ziyade
kaynatma ile giderildigi i¢in, bir¢cok durumda kopiikle kurutma, liyofilizasyondan daha

kisa kurutma dongtileri sunabilmektedir.

Puskiirterek kurutma ile karsilastirildiginda, kopiik kurutmanm avantaji, kurutma
sirasinda hava-su arayiizii miktarindaki 6nemli azalmadir. Bu arayiiz, biyolojik yuzey
aktif bolgelerini cekebilmekte ve hem kurutma siirecinde hem de depolama sirasinda
iirtiniin bozulmasina yol agabilmektedir. Caligmalar, kurutulmus tirlintin spesifik yiizey
alan1 (SSA) ile dahil edilen biyoaktif ajanin stabilitesi arasinda bir iliski oldugunu
gostermistir [222, 223]. Ek olarak, kdpuk kurutma, piskiirtmeli kurutma sirasinda iiriin
on 1sitmast ve sivi formiilasyonun yiliksek basing altinda bosaltilmasi sirasinda
acrosolizasyon nozulu tarafindan iretilebilen termal ve ylksek kesme gerilimlerini

onlemektedir.

Kopiik kurutma, ortam kosullarina yakin g¢alistig1 i¢in, isleme ile ilgili enerji tiiketim
maliyetlerinin diger kurutma islemlerinden daha diisiik olmas1 beklenmektedir [224]. Ek
olarak, kopiik kurutma, yiiksek konsantrasyonda ¢6ziinmiis kati iceren formilasyonlarla
gerceklestirilebilmektedir, orn. isleme sirasinda biyolojik ajanda daha iyi korunmasini
saglayan sekerler. Dondurarak kurutma, etkili kurutma ve iyi kek yapisi i¢in siiblimasyon
gereklilikleri nedeniyle baslangigtaki kati konsantrasyonunda sinirlidir, piiskiirtmeli
kurutma ise noziil basinci ve pargacik boyutu tizerindeki kisitlamalar nedeniyle benzer
sekilde sinirlanabilmektedir. EK olarak, az ¢6ziiniir aktif farmasotik bilesenlere (API’ler)
koptikle kurutma uygulamasi, tablet ¢oziinmesini ve oral biyoyararlanimi artirmak i¢in
kullanilmustir [225, 226]. Kopiik kurutmayla iliskili yukaridaki avantajlarin ¢ogu (ortam
isleme sicakliklari, daha diisiik SSA, en aza indirilmis buz kristali olusumu), dondurarak
veya pliskiirterek kurutmaya gore hem islemeyi takiben hem de depolama sirasinda
biyolojik aktivitenin {istiin korunmasiyla sonuglanmaktadir. Bir dizi ¢alisma bunu
bakteriyel ve viral asilarin yani sira monoklonal antikorlar igin gostermistir [222, 223,

227-229].
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Endustriyel bir ortamda kdpuk kurutma uygulamasinin belki de en eski kaydi, yirminci
ylizy1ilin baslarinda kopiikle kurutulmus siit iiretimi ile iliskilidir. Bu erken stiregte kopiik,
arttirllmis  viskoziteye sahip onceden konsantre edilmis bir stogun calkalanmasiyla
tiretilmistir [230]. Nem daha sonra yiikseltilmis sicakliklarda, 6rnegin 1sitmali tamburlu
kurutmayla giderilmistir. 1940’larin baslarinda, yalnizca hizli bir sekilde sulandirilan
degil, ayn1 zamanda orijinal tat profilini de koruyan, rafta dayanikli bir {iriiniin daha iyi
tiretilmesi hedefiyle, vakum kullanimiyla kopiikle kurutulmus gida {irlinleri iiretme
stiregleri gelistirilmeye baglanmuistir [231]. Yaklasim, 1950’lerden baslayarak, biiyiik
Olctide ABD Tarim Bakanlig1’nin bir arastirma ve gelistirme boliimii tarafindan kaliteli
bir kopiikle kurutulmus siit iirlinii tiretme hedefinden hareketle, liretim maliyetlerini

diistirmek igin surekli siireglere dogru rafine edilmistir [232].

Kopiikle kurutulmus biyolojik {irtinlerin en eski kayitlari, bakterilerin korunmasi icin
oldugu diisiiniilmektedir. 1930’larda Rus biyolog Olga Lepeshinskaya, bakterilerin
kopukli bir kati i¢inde giinlerce bekletilip sonra su ile sulandirildiktan sonra aktivitelerini
geri kazandigina dair bulgusunu yayinlamistir [233, 234]. Daha sonra, 1940’larda,
mikrobiyolog Lord Stamp, liyofilizasyona gore bakteriyel aktivitenin korunmasinda
biiylik bir gelisme saglayan, birka¢ giin boyunca bir kurutucu madde ile birlikte hafif bir
vakum uygulanmasini igeren bir kopiikle kurutma islemini tanimlamistir [235]. Daha
kapsamli bir ¢abayla, mikrobiyolog Douglas Annear 1950’lerin ortalarindan 1970’lere
kadar bir dizi makale yaymlamistir [236, 237]. Hiicrelerin korunmasina yonelik bu oncii
calisma, biyolojik aktivitenin tutulmasinda 6nemli bir gelismenin camsi bir matriste
koptlikle kuruyan bakteriler tarafindan saglanabilecegini gdstermistir. Kurutulmus
kopiigiin 100°C’de gilinlerce saklanmasindan sonra bile yeniden hidratlanmasi {izerine,
birkac bakterinin aktivitesinin énemli bir kisminin korundugu bulunmustur. Bu
teknolojiye yeniden ilgi, bu yaklasimin hem bakteriyel hem de viral asilarda
kullanilmastyla 1990’lara kadar yeniden ortaya ¢ikmamigtir. Hem Roser hem de Gribbon
ve Victor Bronstein, virlsler ve bakteriler gibi giiciinii koruyan kopiikle kurutulmus
biyolojik Grtnler Gretmek icin bir vakum siirecinin patentini almistir [238-240]. Truong
ve ark. 2000’lerde, canli zayiflatilmis grip viriisii ve parainfluenza viriisii gibi viral
asilarin potensinin korunmasi igin, liyofilizasyon gibi diger geleneksel yontemlere gore
depolama stabilitesinde 6nemli bir gelisme gosteren bir vakumlu kopiik kurutma

isleminin gelistirilmesi izlemistir [241].
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Kopiikle kurutulmus farmasétik bir {irliniin pazara ulasmasindan 6nce asilmasi gereken

bir takim zorluklar vardir. Bunlar;

Proses: Sivinin kopiirmesi veya kaynamasiyla iliskili yiizey gerilimi veya kayma
gerilimleri, 0zellikle araytzlerdeki proteinlerin denaturasyonundan kaynaklanan
bir biyofarmasotik maddeye potansiyel olarak zarar verebilmektedir. EK olarak,
dehidrasyon streslerinin genel etkisi protein agregasyonuna yol acabilmektedir.
Bununla birlikte, uygun cam olusturucularin, yiizey aktif maddelerin ve diger
stabilizatorlerin kullanilmasi bu sorunlari en aza indirebilmektedir.
Olgeklenebilirlik ve siireg devamliligi: Liyofilizasyonun tersine, kopiikle
kurutmanin ardindan kopiik yapisi tekdlze olmayabilmekte ve gorinim kek
yiiksekligi agisindan olduk¢a degisken olabilmekte ve bir parti i¢inde siseden
siseye degisebilmektedir. Baz1 siseler hi¢ kopiirmeyebilmekte ve bunun yerine
kurumus viskoz bir film olugsmaktadir. Baz1 durumlarda, siseler arasindaki ve
icindeki kopiik yogunlugu ve nemdeki homojensizlik, bazi siselerin islem
sirasinda veya sonrasinda kopiik ¢okmesine neden olabilmektedir. Bu homojen
olmama biyolojik stabilitede de degiskenlige yol agabilmektedir.
Olceklenebilirlik, koptirme eyleminin kontrol edilmesiyle iyilestirilebilmektedir.
Bu, raf sicaklik profilini ayarlarken daha kademeli, kontrollii bir vakum diisiis
oraniyla bir dereceye kadar elde edilebilmektedir. Zaman/sicaklik/basing
parametrelerinde dikkatli bir sekilde optimize etmek, liyofilizasyona goére képuk
kurutmanin diisiikk dongili siiresi avantajindan ¢ok fazla 6diin vermemek i¢in
gereklidir.

Aktif bilesen tasima: Kdopiikle kurutulmus bir iiriiniin ylizey/hacim orani daha
diisiik oldugu i¢in, liyofilize veya piuskiirtilerek kurutulmus muadili ile
karsilastirildiginda daha uzun sulandirma siirelerine sahip olabilmektedir.
Bununla birlikte, cogu kopiikle kurutulmus iiriin i¢in sulandirma siiresi genellikle
bir dakikadan azdir. Kopiikk kurutma igin bir zorluk, nihai iirlinii bir toza
doniistiirmektir; flakon formati buna elverisli degildir. Kopiik mat kurutma gibi
alternatif yOntemler, tozlarin iretilmesi i¢in bir O6glitme asamasini
kolaylastirabilir; ancak bunu aseptik bir siire¢ haline getirmek (genellikle
biyolojik icin gereklidir) zorlayict olabilmektedir. Puskurtmeli kurutma dogrudan

tozlar Gretilse de, bu sorun liyofilize trlnler igin de gegerlidir.
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Kopiik kurutmanin sundugu baslica avantaj, diger farmasdétik kurutma islemleriyle
siklikla rakipsiz olan, biyoaktif maddelerin gelismis termal stabilizasyonudur. Birkag
bakterinin basarili bir sekilde korundugu, yarim yiizy1l énce Annear tarafindan kopiikle
kurutma ile gosterildiginden, birka¢ arastirmaci bu yaklasimi, kurutulmus halde bir dizi
biyolojik maddenin stabilizasyonu igin kullanmustir. Ornegin, sigir vebasi ve peste des
petits ruminant virisleri [242], Newcastle hastalig1 virtisii [243], parainfluenza virisu
[222], Francisella tularensis bakterisi [228], Salmonella Typhi bakterisi [229], kuduz
Vvirisu [244] i¢in canli zayiflatilmis asilar , domuz ireme ve solunum sendromu virGsu
[245] ve grip virlst [227], liyofilizasyon vel/veya sprey kurutmaya goére Ustiin

stabilizasyon gostererek basariyla kopiikle kurutulmustur.

Kurutma yonteminin stabil bir Grlin Gretmesi ne kadar 6nemliyse, optimum stabilite ancak
farmasotik yardimer maddelerin uygun kombinasyonu ile elde edilebilmektedir. Aslinda,
kurutma islemleri i¢in daha iyi dengeleyicilerin kullanimindaki ilerleme, biyolojik
aktivitenin korunmasi i¢in dondurarak kurutma ekipmanindaki gelismeler kadar 6nemli
olmustur. Genellikle kopiikle kurutulmus bir formiilasyona dahil edilen eksipiyanlar,
diger farmasotik kurutma islemlerinde nadir degildir ve tamponlari, cam olusturuculari,
polimerleri, plastiklestiricileri, proteinleri, yiizey aktif maddeleri, amino asitleri vb.
icermektedir. Bununla birlikte, baz stabilizatoriin, yani cam olusturucunun veya polioliin

konsantrasyonu, 6nemli 6lciide daha yiiksek konsantrasyonda kullanilmaktadir.

Su, sekilsiz bir camin Tg’sini diisiiren ve molekiiler hareketliligini artiran ¢ok etkili bir
plastiklestirici gorevi gormektedir [246]. Bu nedenle nem, kurutulmus bir kati
formiilasyonun depolama kararliligin1 belirleyen en 6nemli bilesen olabilir, ancak
yukarida bahsedildigi gibi, her zaman tek basina depolama kararliliginin giivenilir bir
gostergesi degildir. Belki de baska hicbir kurutma islemi yontemi bu istisnay1 kopiik
kurutma kadar vurgulamamistir, ¢iinkii nem igerigini en aza indirmek (Tg’yi en {ist
diizeye ¢ikarmak amaciyla) kararliligi monoton bir sekilde iyilestirmez [227]. Herhangi
bir formiilasyon gelistirme siirecinde oldugu gibi, uygun bir tamponlama sistemi ve pH
bulmak genellikle ilk adimdir. Tamponlar, pH’1 kontrol etmenin yani sira bir stabilizator
veya ¢Ozucl goOrevi gorebilir ve kopirme isleminin kendisine katilabilmektedir.

Formiilasyonun pH’1 genellikle fizyolojik bir araliktadir, 6rn. pH 6-8. Kdpuk kurutma
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ortam kosullarina yakin oldugundan, buz kristalleri olusturma, eksipiyanlar1 dondurma-
konsantre etme ve biiyiik pH kaymalar1 yaratma egilimi en aza indirilmektedir. Bu
nedenle, dondurarak kurutma i¢in tampon se¢imi iizerindeki kisitlamalar genellikle kdpiik
kurutma i¢in mevcut degildir. Kopiikle kurutulmus sigir serum albiiminiyle [247] ilgili
bir calismada, sodyum fosfatin potasyum fosfattan daha stabilize edici oldugu bulunmus
[221]; bu, isleme sirasinda sodyum fosfat tamponlu formiilasyonlarda gézlenen pH
kaymasi nedeniyle dondurularak kurutulmusg bir iriin igin beklenmeyecek bir sonug

olarak degerlendirilmistir.

Cam olusturucular, biyolojik alani sekilsiz bir kat1 ortamla ¢evreleyerek ve molekiiler
hareketliligi azaltarak proteinin agilmasint ve yavas bozunma reaksiyonlarini
engellemektedir. Daha yaygin olarak kullanilan amorf eksipiyanlar, sakaroz veya trehaloz
gibi, hem kurutma sirasinda hem de elde edilen camsi matris i¢inde kaplandiginda nihai
uriinde biyolojik stabilize eden disakaritlerdir. Sakkaroz ve diger polioller ayrica,
proteinin yiiklii bolgelerine hidrojen bagi yoluyla hidrasyonun kaybolan suyunu
degistirerek biyolojik olani kurumaya bagli denatiirasyona karst koruyabilmektedir.
Mannitol gibi seker alkolleri, sekilsiz bir cam olusturmak yerine kristallesme egilimleri
nedeniyle, kopiikle kurutulmus tozlarda genellikle biyolojik maddeleri sakaroz kadar
etkili bir sekilde stabilize etmezler [248]. Bununla birlikte, diger seker alkolleri ile
kombinasyon halinde, mannitoliin sekilsiz kaldig1 ve vakumla kurutulmus kopiiklerde
trehalozdan daha {istiin enzim ve protein depolama stabilitesi sagladig1 gosterilmistir
[249]. Cam olusturucular ayni zamanda, kabarcik olusumunu ve stabilizasyonu
gelistirmek i¢in formiilasyonu kalinlastirir ve sonu¢ olarak kabarcik arayiizlerini

olusturan ince filmlere yapisal biitlinliikk saglamaktadir.

Bazi arastirmacilar, daha kontrollii ve tekrarlanabilir bir siire¢ i¢in kopilik olusumunu
gelistirmek lizere ylizey aktif maddeler veya kopiik stabilizatorleri gibi kopiirtiicii ajanlar
dahil etmislerdir. Siirfaktanlar, kopilirme eylemini kolaylastirmanin yamn sira, biiyiik kek
hacmi ve daha biiyiik kopiik kabarciklar1 saglar. Siirfaktanlar ayrica (i) protein/biyolojik
maddenin yuzey adsorpsiyonunu azaltarak (onlar1 yer degistirme yoluyla igeriye dogru
iterek), (if) cam faz dinamiklerini degistirerek ve (iii) SSA’y1 diisiirerek stabiliteyi

gelistirebilmektedir. Ek olarak, yizey aktif maddeler belirli bilesenlerin ¢oziintrligiini
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artirabilmektedir. Tween® ve Pluronic® yizey aktif maddeler, biyolojik
formulasyonlarda % 1°den daha diisiik konsantrasyonlarda yaygindir. Bununla birlikte,
baz1 durumlarda yiizey aktif maddelerin eklenmesi, ornegin bakterilerin lipit zarini
dengesizlestirerek belirli biyolojik maddelerin kararliligini azaltabilmektedir [228].
Karboksimetil seliloz (CMC) [250] ve PVP [247] gibi kopiik stabilizatorleri, kopiigiin
cokmesini Onleyerek ve nihai kopiik kirilganligini azaltirken ayni zamanda kurutma
stirecini kolaylastirarak kopiik stabilitesi saglamaktadir. Guar sakizi gibi viskozite
diizenleyiciler de benzer bir amaca hizmet etmektedir [238]. COzlinmiis gazlar, askida
kalan kabarciklar veya gaz olusturucu kimyasallar gibi diger kopiirtiici maddeler
koplirtme iglemini baglatmaya hizmet etmektedir. Gida endiistrisindeki arastirmacilar, bir
kopuk-mat-kurutma uygulamasi i¢in bir kopiirtme maddesi olarak yumurta aki (alblimin)
kullanmugtir [251].

Polimerler genellikle formulasyon viskozitesini arttirmakta ve bu nedenle kdpiirebilirligi
gelistirmektedir. Jelatin (bir peptit veya protein polimeri), genellikle depolama
stabilitesini iyilestirmek i¢in biyolojik formiilasyonlara dahil edilmektedir [227-229].
PVP gibi polimerler, biyolojik maddelerin islemeden geri kazanimini artirmak i¢in cam
olusturucularla etkilesime girebilmektedir. Pluronics gibi baz1 diisitk molekiil agirlikli
polimerler, yiizey gerilimine bagli denatiirasyonun meydana gelebilecegi kopiigiin faz
araylizlerinden biyolojikleri ¢ikararak hem ylizey aktif madde bazli bir kopiirme maddesi
hem de stabilizator olarak ikili bir rol Ustlenirler. Bir plastiklestiricinin eklenmesi, sadece
kurutulmus katinin camsi gegis sicakligini diisiirmekle kalmaz, ayni zamanda cam
matrisinin molekiiler hareketliligi ile baglantili hizli dinamikleri de sonumlemeye hizmet
edebilmektedir. Sorbitol, gliserol veya dimetil siilfoksit (DMSO) gibi daha diisiik
molekiiler agirlikli katki maddeleri, cam olusturuculara gore dogru miktarda dahil
edildiginde, bu amagclar i¢in biyolojik kati dozaj formunun depolama stabilitesini
gelistirmek i¢in basartyla kullanilmistir [229, 252, 253]. Jelatin de bu kategoriye girerken,
insan alblimini veya fetal sigir serumu gibi diger proteinler de c¢esitli kuru asi
formiilasyonlarina dahil edilmistir [254]. Glutamat [237] gibi amino asitler gegmiste cam
olusturucu olarak kopiik kurutmada kullanilmis olsa da, arginin [227] gibi amino asitlerin

de grip viriisiiniin ve bir bakteriyel asinin [228] stabilizasyonunu sagladigi gosterilmistir.
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2.8. Bakteriyofajlar, Guvenlik ve Ticari Uygulamalar

Bakteriyofajlarin  giivenligi konusundaki otoritelerden biri olan FDA tarafindan
gerceklestirilen inceleme ve onay siirecinin temel amaci, iirliniin amacglanan kullanim
kosullarinda giivenligini saglamaktir. FDA, bakteriyofaj bazli bir iiriiniiniin giivenligini
degerlendirirken, yalnizca aktif bilesenini (6rnegin bakteriyofaj1) degil, ayn1 zamanda son
tirlinde bulunabilecek diger maddeleri de dikkate alir; 6rnegin tuzlar ve bakteriyel
toksinlerin ve/veya bakteriyel toksinlerin kalinti miktarlari, kiiltiir ortaminin bilesenleri.
Bakteriyofaj bazli iiriinlerin aktif bileseni ile ilgili olarak, ¢ok sayida gézlem ve bilyiik
miktarda veri, bakteriyofajlarin olduk¢a giivenli oldugunu giicli bir sekilde

gostermektedir.

Bakteriyofaj bazli iirlinler (ve gida isleme ortamlarinda kullanilmasi amaglanan diger
urinler) i¢in yasal degerlendirme siirecinin bir kismi, iiriiniin kullanim amacinin ¢evreyi
etkileyip etkilemeyecegini belirlemek ve etkiliyorsa, titiz bir ¢evre degerlendirme analizi
yapmaktadir. 2006 yilinda FDA, LMP-102"yi ¢esitli RTE gidalarinda L. monocytogenes
seviyelerini azaltmak i¢in bir gida katki maddesi olarak onaylamistir. LMP-102’lerin gida
isleme tesislerinde kullanilmasi sonucunda c¢evreye yayilan L. monocytogenes faj
miktarinin, gesitli en kotii durum senaryolarina dayanilarak 6x10* POB oldugu tahmin
edilmistir. Bu say1, cevrede dogal olarak bulunan tahmini 10% fajin %
0,00000000000000000006’s11 temsil eder, bu ihmal edilebilir bir miktardir. Ortama
salman LMP-102 fajlarinin sayis1 1.000 kat eksik tahmin edilmis ve ayni zamanda
ortamda dogal olarak bulunan fajlarin sayis1 1.000 kat fazla tahmin edilmis olsa bile,
LMP-102 bakteriyofajlarinin konsantrasyonu LMP-102’nin kullanimmin bir sonucu
olarak cevreye salinan miktar cevrede dogal olarak bulunan fajlarin yalnizca %
0,00000000000006°s1 kadar olacaktir. Bu hesaplamalara ve LMP-102 i¢in gida katki
maddesi dilekcesinde yer alan diger bilgilere dayanarak FDA, “insan ¢evresi Uzerinde

onemli bir etkisi olmadigini ve ¢evresel etki beyaninin gerekli olmadigini” belirlenmistir.

EPA, baska bir bakteriyofaj bazli iiriin olan Agri-Phage’i inceledikten sonra, yukaridaki
paragrafta belirtilenle temelde ayn1 olan bir sonuca varmistir. AgriPhage, tarlalarda veya
seralarda yetisen bitkilere piiskiirtiilerek “bakteriyel hastaliklarin, yani bitki patojeninin

neden oldugu lezyonlarin dnlenmesini optimize etmek i¢in” kullanilmaktadir. Uriin 4x10°
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faj/ml icermekte ve uygulama rejimleri haftada iki kez, 1 litre/déniim, 9.600 ft? alan
basina yaklasik 200 ml’dir. EPA, riin ve Onerilen uygulamalari hakkinda bir inceleme
ylriitmiis ve tescil ettiren tarafindan saglanan literatiir alintilarina dayali olarak bir
cevresel risk degerlendirme analizi gerceklestirmistir. EPA, ¢alismalarimi
gerceklestirdikten sonra “AgriPhage’in Onerilen kullanimlarinin kus tiirleri, vahsi
memeliler, baliklar, suda yasayan omurgasizlar ve bal aris1 dahil bocekler tizerinde higbir
olumsuz etkisi olmayacag1” sonucuna varmistir. Ayrica EPA, AgriPhage’in onerilen
kullanim oranlarinda vahsi yasam i¢in bir tehlike olusturmadigi sonucuna varmis ve ABD
Balik ve Yaban Hayati Servisi tarafindan listelenen tehlike altindaki/tehdit altindaki
tiirlerle baglantili olarak bir "Etkisi Yok" bulgusu yaymlamistir. Bu nedenle, diger faj
bazli lriinlerin, gida giivenligi, in vivo veya cevresel uygulamalara yonelik olup
olmadigina bakilmaksizin, ¢evresel etki veya tam cevresel degerlendirme analizi

gerektirmeyecek gibi gorinmektedir.

Gida isleyicileri tarafindan kullanilan maddeler veya iiriinler, (i) gida katki maddesi
olarak onaylandiklarindan veya (ii) GRAS olduklar1 i¢in gida katki maddesi olarak
onaylanma zorunlulugundan muaf olduklarindan, genellikle Federal Gida, Ilag ve
Kozmetin Aksiyonu (Federal Food, Drug, and Cosmetic Act — FFDCA) gerekliliklerine
uygundur. Faj bazl Grlnler, belirli kosullar altinda gida ile temas eden maddeler olarak
diizenlenebilse de, faj bazli gida glivenligi tirtinleri i¢in diizenleyici onaylarin cogunun (1)
dogrudan gida katki maddeleri, (ii)) GRAS, (iii) diyet takviyeleri ve/veya (iv) isleme
yardimcilar1 olarak takip edilmesi muhtemeldir. Bu dort kategori igin 6zel diizenlemeler

asagida kisaca gozden gegirilmektedir.

Gida katki maddesinin yasal tanimi, FDA tarafindan belirtildigi gibi, “amaglanan
kullanimi - dogrudan veya dolayli olarak - bir bilesen haline gelmesiyle veya herhangi bir
gidanin Ozelliklerini bagka bir sekilde etkilemesiyle sonuglanan veya sonuglanmasi
beklenebilecek herhangi bir maddedir” [255]. Bu tanim, gidanin iretiminde,
islenmesinde, paketlenmesinde, tasinmasinda veya depolanmasinda kullanilan herhangi
bir maddeyi icermektedir. Ancak, Federal Insektisit, Fungisit ve Rodentisit Yasas1’n1 ve
FFDCA’y1 tadil eden 1996 tarihli Gida Kalitesini Koruma Yasasi’nin bir sonucu olarak,

ozellikle pestisit kimyasallarini ve pestisit kimyasal kalintilarini hari¢ tutmaktadir. Gida
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katki1 maddeleri ayrica iki genis kategoriye ayrilir: (i) dogrudan gida katki maddeleri ve
(i1) dolayli gida katki maddeleri. Bir gidaya, o gidada belirli bir amaca hizmet etmesi i¢in
bir madde veya uriin ekleniyorsa, dogrudan gida katki maddesi olarak adlandirilmaktadir.
Dogrudan gida katki maddelerine bir 6rnek, ¢esitli gidalara diisiik kalorili bir tatlandirici
olarak eklenen aspartamdir. Dolayli gida katki maddeleri, ambalajlanmasi, depolanmast
veya diger islemlerden dolay1 bir gidanin eser miktarlarda pargasi haline gelenlerdir.
FDA’nin Gida Giivenligi ve Uygulamali Beslenme Merkezi, Gida Katki Maddelerinin
Oncelige Dayali Degerlendirmesi olarak bilinen devam eden bir program kapsaminda
dolayli gida katki maddelerinin bir listelemektedir. Gida ile temas eden madde bildirim
programinin bir pargasi olarak onaylanan veya gida katki maddesi olarak diizenlemeden
muaf olan ilave dolayli katki maddeleri (21 CFR bolim 170.39 uyarinca) diger
envanterlerde listelenir [256].

LMP-102, bir ABD duizenleyici kurumu (21 CFR b6lum 172.785) tarafindan onaylanan,
gida giivenligini artirmak i¢in tasarlanmis ilk bakteriyofaj bazli triindiir [256]. FDA,
irtiniin “Listeria monocytogenes’e 6zgl bir antimikrobiyal ajan olarak” kullanilmasina
izin vermis ve giivenli kullanimu igin bir dizi kosul ortaya koymustur. Bunlar, (i) Griinin
ortalama faj konsantrasyonunun en az 1x10° POB/ml olmasi; (ii) preparasyonda canli L.
monocytogenes’in yani sira E. coli, Salmonella dahil olmak iizere yaygin olarak
kullanilan bakteriyolojik kiiltiir ortamlarinda (6rn. Luria-Bertani) biylyebilen herhangi
bir gram-negatif ve gram-pozitif bakteri bulunmamasi ve koagiilaz pozitif stafilokoklar;
(ii1) listeriolizin O’nun (L. monocytogenes tarafindan iiretilen zara zarar veren bir toksin)
mevcudiyetinin 5 hemolitik birim/ml’yi asmayacak bir konsantrasyonla sinirlandirilmast;
ve (1v) lirlinlin toplam organik karbon konsantrasyonunun 36 mg/kg olmasidir. Ayrica
FDA, onayli LMP-102 faj kokteylinin alti monofajdan olusmasi gerektigini belirtti ve
bilesen bakteriyofajlarin 6zellikleri igin, Ornegin genomlarinda istenmeyen genlerin
bulunmamasi gibi 6zel gereksinimleri listelenmistir. LMP-102"nin ve diger mevcut ve
gelecekteki faj bazli gida glivenligi iirlinlerinin gelecekteki etkinligini korumak i¢in kritik
derecede 6nemli bir husus, FDA’nin, gelistiricinin, {irliniin orijinal monofajlari tarafindan
karsilanan ayni siki giivenlik kriterlerini karsilamasi kosuluyla, onayli kokteyldeki
fajlarin yerine baska bakteriyofajlar koymasina izin vermesidir. Bakteriyofaj bazli bir
urdnun ticarilestirilmesine yonelik alternatif bir yaklasim, FFDCA’nin 201 ve 409.
bolimleri altinda [257] FDA tarafindan tanimlandigi gibi, GRAS olarak kabul
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edilmesidir: “gidaya kasitli olarak eklenen herhangi bir madde nitelikli uzmanlar
arasinda, amaglanan kullanim kosullar1 altinda gilivenli oldugunun yeterince kanitlandigi
genel olarak kabul edilmedik¢e veya maddenin kullanimi bagka tiirlii olmadik¢a, FDA
tarafindan pazar oncesi incelemeye ve onaya tabi olan gida katki maddesi gida katki
maddesi taniminin diginda tutulmustur” [258]. FDA’nin herhangi bir iiriiniin GRAS
tanimin1 onaylamasi i¢in resmi bir gereklilik yoktur; yani, kendiliginden bir “GRAS
onay1” yoktur. Bunun yerine, GRAS bildirim programi, 1997°de yayinlanan onerilen bir
kural altinda isleyen goniillii bir prosediirdiir [259]. Her tiretici, tirliniiniin GRAS tanimini
karsilayip karsilamadigini belirlemekte ve FDA’ya uygun bir bildirim gondermektedir.
Bildirim tipik olarak, maddenin kisa bir tanmmini (kimligi, Ozellikleri vb.),
onerilen/beklenen kullanim kosullarint ve GRAS belirlemesinin  gerekgesini
icermektedir. FDA bildirimi incelemekte ve ajans, iriiniin GRAS tanimina uydugunu
onaylarsa, genellikle (180 giin i¢inde) “Itiraz Yok” veya “Soru Yok” mektubuyla yanit
vermektedir. FFDCA’nin 201(s) ve 409. bolimleri uyarinca [257], bir gida katki
maddesinin GRAS olarak degerlendirilebilmesi i¢in, kullanimmin genel olarak
yayinlanmis bilimsel ¢alismalarin sonuglarina gore giivenli olarak kabul edilmesi veya
1958’ten once gidalarda kullanilan {iriinler i¢in, cok sayida tiiketici tarafindan 6nemli bir

giivenli tiikketim gegmisine baglidir.

GRAS tanimi bakteriyofajlar i¢cin gecerlidir ve gida giivenligi uygulamalar1 igin
tasarlanmis faj bazli {rlinlerin  ticarilestirilmesi i¢in  bir  strateji  olarak
kullanilabilmektedir. Faj bazli bir iirtin i¢in GRAS atamasinda FDA ’ya basaril1 bir sekilde
dilek¢e veren ilk sirket EBI Food Safety (Cizelge 2.9). Ekim 2006’da FDA, EBI’nin
peynirlerde dogrudan uygulama i¢in kullanilmak iizere tasarlanmis P100 faj bazli bir {iriin
olan LISTEX i¢in GRAS atamasi talebiyle ilgili olarak bir “Soru Yok” mektubu
yaymlamistir. Bu, faj bazli bir iiriin icin ilk GRAS taninmasidir ve kisa siire sonra
(Temmuz 2007) LISTEX’in yaygin olarak L. monocytogenes kontaminasyonu riskiyle
iligkili diger gidalar, 6rnegin sigir eti, kiimes hayvanlar1 ve baliklar i¢in kullanimini
icerecek sekilde genisletilmistir. GRAS bildirim siirecinin gorece basitligi gbz Oniine
alindiginda, faj bazli iriinlere sahip olan diger sirketlerin de bu stratejiyi izlemesi
beklenmektedir. Bu nedenle, isleme yardimcilari olarak pazarlanan faj miistahzarlarinin
olas1 istisnasit disinda, GRAS tarafindan belirlenen, gida giivenligine yonelik faj
tirlinlerinin sayisi, muhtemelen diger yasal tanimlamalara sahip gida giivenligine yonelik

diger faj miistahzarlarinin sayisindan daha hizli artmasi beklenmektedir.
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Bakteriyofaj bazli gida giivenligi iirlinlerinin yasal onaymi almak icin bagka bir
potansiyel strateji, onlart “diyet takviyeleri” veya “gida bilesenleri” olarak
adlandirmaktir. Diyet takviyesi, diyete takviye amagh bir “diyet igerigi” iceren agizdan
alman bir Uriindiir. Geleneksel bir yiyecek veya icecek olarak tanitilirsa, bir diyet
icerigine uygulanan 6zel kurallar gegerli olmaz ve igerigin bir gida katki maddesi
dilekcesine veya bir GRAS dilekgesine konu olmasi gerekmektedir. 1994 tarihli Takviye
Edici Diyet Saglik ve Egitim Yasasi (DSHEA) uyarinca, bir takviyenin piyasaya
stiriilmeden once gilivenli olmasin1 saglamaktan gida takviyesi tireticisi sorumludur ve
FDA, pazara ulastiktan sonra giivenli olmayan herhangi bir gida takviyesine karsi 6nlem
almaktan sorumludur. Genel olarak, Ureticilerin diyet takviyeleri (retmeden veya
satmadan Once lriinlerini FDA’ya kaydettirmeleri veya FDA onay1 almalar1 gerekmez.
DSHEA, FFDCA’y1, diyet bilesenlerinin pazarlanmasi i¢in daha az talepkar bir yol
saglamak iizere degistirmistir. Uretici veya distribiitér, diyet iceriginin makul olarak
giivenli olmasinin beklenecegi sonucuna varmalidir. Pazarlama baglamadan en az 75 giin
once FDA’ya sunulmalidir. Genellikle FDA, bir NDIN dilekgesiyle ilgili olarak,
dilekgenin ajansa [21 CFR bolim 350(b)] [256] sunuldugu tarihten itibaren 180 giin
icinde bir karar verir ve bu, potansiyel olarak hizli ticarilestirmeye yol agabilmektedir.
Diyet takviyeleri, etiketleme gerekliliklerine tabidir. Bir besin takviyesinin etiketinde
bulunmas1 gereken bilgiler sunlar1 igermektedir: (i) iirlin i¢in “ek” oldugunu gosteren
aciklayict bir ad; (ii) imalatginin, paketleyicinin veya distribiitoriin adi1 ve is yeri; (iii)
bilesenlerin eksiksiz bir listesi; (iv) liriiniin net igerigi; ve (v) “Ek Bilgiler” panelindeki
beslenme verileri (baz1 kiigiik hacimli iirlinler veya uygun kiiciik isletmeler tarafindan
uretilenler hari¢). NDIN uygulama siirecinin nispeten kolay ve hizli olmasi nedeniyle
besin takviyesi yolu, faj bazli gida giivenligi iiriinlerinin pazarlanmasi i¢in ¢ekici bir
secenektir. Ote yandan, faj bazli bir iiriiniin besin takviyesi olarak belirlenmesi, nasil
tanitilabilecegi ve etiketinde hangi iddialarin yer alabilecegi konusunda sinirlamalar
getirmektedir. Ornegin, iiriiniin etiketinin, belirli bir hastalik veya durumun tedavisi,
Onlenmesi veya iyilestirilmesi igin etkili oldugunu tanitmasina izin verilmez - bu
genellikle faj bazli gida giivenligi iriinleri igin ilgili iddialardir. Genel olarak, diyet
takviyesi olarak onaylanan iriinler igin asagidaki {i¢ tiir beyana izin verilmektedir: (i)
saglik beyanlari, (i1) yapi/fonksiyon beyanlar1 ve (iii) besin igerigi beyanlari. Bunlardan

saglikla ilgili iddialar, diyet takviyeleri olarak pazarlanan faj bazli miistahzarlar icin
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muhtemelen en uygun olanidir. FDA nin 2003 Daha lyi Beslenme Girisimi igin Tiiketici
Saglig: Bilgileri, bir besin takviyesi kullanimi ile bir hastalik veya saglikla ilgili durum
riskinin azalmas1 arasinda bir iligski olduguna dair ortaya ¢ikan kanitlar oldugunda saglikla
ilgili iddialarda bulunulabilecegini sart kosmaktadir [260]. Bu nedenle, genel saglik
durumlarim iyilestirmek icin insanlar tarafindan diizenli olarak tiiketilecek bir besin
takviyesi (veya probiyotik preparatlarin bilesenleri) olarak faj bazli miistahzarlarin
pazarlanmasi izin verilebilir ve etkili bir yaklagim olabilmektedir. Bununla birlikte, izin
verilen iddialar (yani saglik iddialar1) ile izin verilmeyen iddialar (yani belirli bir
hastaligin tedavisi, 6nlenmesi veya iyilestirilmesi) arasindaki bosluk biraz belirsizdir; bu
nedenle, faj bazli drilinlerini besin takviyesi olarak pazarlamak isteyen sirketler,
tirtinlerinin etiketlerinin 1994 tarihli DSHEA hiikiimleriyle tutarli olmasini saglamak i¢in

ilgili duzenlemeleri dikkatle incelemelidir.

Federal Yonetmelikler Yasast [21 CFR bolim 101.100(a)(3)] [256], “isleme
yardimcilarini” et ve/veya kiimes hayvan iiriinlerinin iglenmesi sirasinda mevcut olan
bilesenler olarak tanimlar, ancak mamul gidada 6nemsiz diizeyde bulunan ve o gidada
herhangi bir teknik veya fonksiyonel etkiye sahip olmayan maddelerdir. Bir isleme
yardimcisinin, kullanildigi et veya kiimes hayvani iriinlerinin etiketindeki i¢indekiler
beyaninda beyan edilmesi zorunlu degildir. Ancak, bir isleme yardimcisi olarak
nitelendirilebilmesi icin birkag kriterden en az birini karsilamasi gerekir. Ornegin, (i)
gidaya isleme sirasinda eklenmekte, ancak gida nihai sekline getirilmeden Once
cikarilmakta; (ii) isleme sirasinda gidaya eklenir, ancak gidada normal olarak bulunan
bilesenlere doniistiiriilmekte ve gidada dogal olarak bulunan bilesenlerin miktarini 6nemli
Olclide artirmamakta; (ii1) gidanin islenmesi sirasindaki teknik veya fonksiyonel
etkisinden dolay1 gidaya eklenmekte, ancak nihai gida {irlinii, siirekli bir teknik veya
fonksiyonel etkiye sahip olmayan yalnizca 6nemsiz diizeyler icermekte; veya (iv) isleme
ekipmanindan veya nihai tirtinin ambalajindan gidaya aktarilmaktadir, ancak nihai Uriin
iizerinde teknik bir etkisi yoktur. Isleme yardimeilart ya (FFDCA’nin 201 béliimiinde
tanimlandig1 gibi) gida katki maddesi olarak kabul edilmezler ya da FFDCA'min 409.
maddesine uygun olarak olusturulan diizenlemelere uygun olarak kullanilan gida katki

maddeleri olabilirler.
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Gida giivenligi uygulamalart i¢in bakteriyofaj bazli iiriinler, tam olarak “teknik veya
fonksiyonel etkileri”, yani bu gidalardaki hedeflenen bakteriyel patojenlerin seviyelerini
ortadan kaldirma veya Onemli Olglide azaltma yetenekleri nedeniyle gidalara
eklenmektedir. Bu nedenle, isleme yardimcilar1 olarak kabul edilip edilemeyeceklerinin
tespiti, “bitmis gidada 6nemsiz diizeyde bulunmalarina ve o gidada herhangi bir teknik
veya fonksiyonel etkiye sahip olmamalarina” dayanacaktir (21 CFR kismi
101.100(a)(3)(c)) [256]. Ornegin, bakteriyofajlar, daha sonra islenen, paketlenen ve artik
fajlardan tamamen arinmis oldugu gosterilen ¢ig gidalart islemek icin kullaniliyorlarsa,
isleme yardimcilar1 olarak kabul edilebilirler. Ayrica, hedeflenen bakteriyel patojenle
yeniden kontaminasyondan korumak i¢in yeterli faj icermemesi sartiyla, paketlenmis gida
artik miktarda faj igeriyorsa bile isleme yardimcis1 tanimlamasi uygulanabilir. Boyle bir
senaryonun bir 6rnegi, sigir etinin, 6giitiilmeden 6nce deneysel olarak kontamine olmus
sigir etindeki canli E. coli O157:H7 konsantrasyonunu ortadan kaldirdigi veya 6nemli
olglide azalttigi bildirilen bir E. coli O157:H7’ye 6zgii bakteriyofaj preparasyonu ile
islenmesi olabilir [261]. Kiymada bulunan artik faj seviyesi, onu yeniden
kontaminasyondan korumak i¢in yeterli degilse (yani, artik bir etki veya siirekli koruma
g6zlenmezse), faj preparasyonu, bir isleme yardimcisi atamasini garanti edebilir. Bir
isleme yardimcisinin tanimlart Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’da oldukca
benzerdir. Ornegin, AB Uye Devletleri Katki Maddeleri Direktifi no. 89/107/EEC’nin
1(3)(a) Maddesi (guncel regilasyon no. (EC) No 1333/2008) [262], isleme yardimcisini
“kendi basina bir gida bileseni olarak tiiketilmeyen, ham gidalarin islenmesinde kasith
olarak kullanilan herhangi bir madde” olarak tamimlar. Isleme veya isleme sirasinda
belirli bir teknolojik amaci yerine getirmek i¢in ve nihai {irlinde istemeden ancak teknik
olarak kacinilmaz olarak madde veya tiirevlerinin kalintilarimin bulunmasina yol
acabilecek malzemeler, gidalar veya igerikleri, bu kalintilarin herhangi bir saglik teskil
etmemesi kosuluyla riski ve bitmis iiriin lizerinde herhangi bir teknolojik etkisi yoktur.
Etiketleme gereksinimleri de benzerdir; ornegin, AB Uye Devletleri Direktifi no.
2000/13/EC’nin 6(4)(c)(iv) maddesine gore [263], isleme yardimcilari igerik olarak kabul
edilmez ve bu nedenle bir Grinin etiketinde listelenmesi gerekmez. Gida giivenligi
miidahalesi icin bakteriyofaj bazli iriinlerin ¢esitli uygulamalarina iliskin AB
diizenlemelerinin bir incelemesi yakin zamanda yayinlanan incelemeye gére En azindan
baz1 gida giivenligi miidahaleleri icin faj bazli gida gilivenligi iiriinlerinin Avrupa'da

isleme yardimcilari olarak belirlenmesi miimkiin olmahidir [264].
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Cizelge 2.9. Gida giivenligi uygulamalart i¢in terapotik faj aragtirmasi ve ticarilestirme ile ilgili sirketler

Sirket

Web Adresi

Lokasyon

Uriinler ve regiilasyon stratejisi

Biophage Pharma,

Inc.

EBI Food Safety,
Inc.

Exponential
Biotherapies,

Inc.

Gangagen, Inc.

InnoPhage, Ltd.

www.biophagepharma.net

www.ebifoodsafety.com

www.expobio.com

WWWw.gangagen.com

www.innophage.com

Montreal, Quebec,

Kanada

Wageningen,
Hollanda
McLean, VA, ABD

ABD ve Hindistan

Porto, Portekiz

Bakteriyofaj bazli Coli-ProTM ve Salmo-ProTM sirasiyla domuz ve
kiimes hayvanlarinda E. coli ve Salmonella enfeksiyonlarini tedavi
etmeye yoneliktir.

GRAS atamasi alan ilk bakteriyofaj bazli iiriin olan LISTEXTM
P100°1 geligtirmistir.

ABD’de kurulan ilk bakteriyofaj tedavisi sirketlerinden biridir. Su
anda yan sirketi EBI Food Safety, Inc.’in ana iglevi olan terapétik
bakteriyofaj arastirma ve iiretimi ile artik ilgilenmemektedir.

2000 yilinda Hindistan’da kurulan sirket, 2001 yilinda Palo Alto,
Kaliforniya’da bulunan ana ofisi ile bir Delaware Corporation
olmustur. Sirket i¢i aragtirmalarin ¢ogu Gangagen Biotechnologies
PVT, Ltd.’de (Bangalore, Hindistan) yapilmaktadir.

Porto’daki Katolik Universitesi'nden bir yan sirket olarak, su anda
cevresel ve kozmetik uygulamalar ve bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisi i¢in Urtinler gelistirmeye yoneliktir. Su anda bakteriyofaj

bazli iiriinleri veya diizenleyici onaylar yoktur.
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Cizelge 2.4. (devam) Gida giivenligi uygulamalari i¢in terap6tik faj arastirmasi ve ticarilestirme ile ilgili sirketler

Sirket Web Adresi Lokasyon Uriinler ve regiilasyon stratejisi

Intralytix, Inc. www.intralytix.com Baltimore, MD, ABD 1998 yilinda kurulan sirket, 2006 yilinda LMP-102TM i¢in FDA’dan
gida katki maddesi onay1 alan ilk sirket olmustur. Ayrica EPA onay1
da bulunmaktadir. Dogrudan gida uygulamalari i¢in E. coli
O157:H7’ye 6zgii bakteriyofaj bazli bir iiriin olan ECP-100TM igin
beklemede olan bir FDA dilekgesi bulunmaktadir.

Novolytics, Ltd. www.novolytics.co.uk Coventry, Ingiltere Yiyecek ve icecek endiistrisi ekipmanlarmin dezenfeksiyonu igin
bakteriyofaj Urlnleriyle de ilgilenmektedir. Su anda, gida giivenligi

tiriinlerine veya yasal onaylara sahip degildir.

OmniLytics, Inc. www.omnilytics.com Salt Lake City, Daha once AgriPhi, Inc. olarak bilinen sirket, AgriPhageTM’i
UT, ABD gelistirmistir. AgriPhageTM, EPA onay1 alan ilk bakteriyofaj bazli

urdnddr.
Phage Biotech, www.phage-biotech.com Rehovot, Israil Cogunlukla kulak ve goz enfeksiyonlarina karsi bakteriyofaj bazli
Ltd. triinler gelistirmeye odaklanir; ancak bakteriyofajlar i¢in gida

giivenligi uygulamalar1 gelistirmeye de ilgi duymaya baslamustir.
Halihazirda gida giivenligi {iriinleri veya diizenleyici onaylar1

bulunmamaktadir.

*Tablo, gida giivenligi uygulamalari i¢in faj bazli {iriinleri ticarilestiren en bilinen “faj tedavisi” sirketlerini icermektedir. Kapsamli olmasi, yani insan terapotik, teshis veya
diger gida dis1 giivenlik uygulamalart i¢in fajlar1 veya faj tiirevli proteinleri kullanan tiim sirketleri icermesi amaglanmamustir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Bakteriyofajlarin Farklhh Enkapsiilasyon Yontemleri ile Kuru Formlarinin
Hazirlanmasi

3.1.1. Dondurarak Kurutma (Liyofilizasyon) ve Puskurtmeli Kurutma
3.1.1.1. Kimyasal Malzemeler

Bu ¢aligmada kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir. Mikrobiyal analizlerde
Xylose-Lysine-Deoxycholate Agar (XLD) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ve
CASO Broth (Merck Millipore Corporation, Darmstadt, Almanya) kullanilmistir.
Liyofilizasyon ¢aligmasi kapsaminda kriyoprotektan olarak sakkaroz, mannitol, polietilen
glikol 8000 (PEG) ve jelatin kullanilmistir (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD).
Piskiirtmeli kurutma ¢alismasi kapsaminda eksipiyan olarak mannitol, kazein, yagsiz siit
tozu, and maltodekstrin kullanilmistir (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD). Serbest
klorin reaktifi (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) kullanilmistir. Calisma kapsaminda

deiyonize su kullanilmstir.

3.1.1.2. Bakteri Suslar1 ve Bakteriyofaj Kokteylinin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada, Salmonella enterica subsp. enterica serovarlari Enteritidis (ATCC BAA-
1045) ve Typhimurium (ATCC ATCC BAA-190) Soykut ve ark. tarafindan belirtilen
yontem ile hazirlanmistir [265]. Her inokulumun konsantrasyonu, XLD agar lzerine
uygun diltisyonlar hazirlanarak kontrol edilmistir. Petriler 24 saat 37+£1°C’de inkiibe
edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan S. Enteritidis F5-4, S. Typhimurium L2-1
ve S. Typhimurium ICB1-1 bakteriyofajlar1 Ankara ¢evresindeki géllerden izole edilmis
ve onceki ¢alismalarda kismen karakterize edilmistir [265-267]. Kisaca, ¢ift katmanlh
agar yontemi kullanilarak bakteriyofaj varligi tespit edildikten sonra bakteriyofajlar
saflagtirmak igin tek plak izolasyonu gerceklestirilmistir. Bakteriyofajlarin ¢ogaltilmasi
icin, log fazindaki konak bakteriler bakteriyofaj lizatlar1 ile karistirilmis ve 37+£1°C’de 18
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan 4°C’de 5 dakika 12000xg’de
santrifiijlenmis ve siipernatanlar 0,22 pm filtrelerden (Sartorius, Gottingen, Almanya)
gecirilmigtir. Bakteriyofaj lizatlari, ¢ift katmanli agar yontemi [268] kullanilarak titreler

belirlendikten sonra 4°C’de saklanmustir.
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S. Enteritidis F5-4, S. Typhimurium L2-1 ve S. Typhimurium ICB1-1 bakteriyofajlar
kullanilarak bakteriyofaj kokteyli (1:1:1 (h/h)) hazirlanmistir. Hazirlanan stok 3,2x10
POB/ml’dir. Bu ¢alismada kullanilan tiim bakteriyofajlarin ¢ogaltilmas1 Acar-Soykut ve
ark. tarafindan belirtilen yontem ile gerceklestirilmistir. CASO Broth, CASO Soft Agar
(% 0,6 agar) ve CASO Agar (% 1,5 agar) litik aktivitelerinin ve titrelerinin belirlenmesi
icin kullanilmigtir. Bakteriyofaj titresini belirlemek igin ¢ift katmanli agar yontemi
kullanilmistir. Bakteri ve bakteriyofaj sayim deneyleri dort paralel petri ekimi seklinde

gerceklestirilmistir.

3.1.1.3. Bakteriyofajlarin Konak¢1 Skalasinin Belirlenmesi ve Morfolojik
Karakterizasyonu

Bakteriyofajlarin kendi homolog konake¢ilar1  disinda litik  aktivite g0sterip
gostermedikleri spot test ile arastirilmistir [269]. Bu kapsaminda ¢ift tabaka agar yontemi
uygulanmis olup; 300 ul bakteri 3 ml yumusak agara eklenerek dnceden dokiilmiis olan
agar {stline yayillmis ve agar kuruduktan sonra belirlenen bolgelere her bir
bakteriyofajdan 10 ul damlatilmistir. 37°C’de 18-24 saat inkibasyon sonucunda
damlatma yapilan bolgelerdeki liziz olusumu gozlenerek izole edilen bakteriyofajlarin
calisilan diger bakteriler lizerindeki litik aktivite gosterip gostermedigi belirlenmistir.
Bakteriyofajlar i¢in berrak plaklar litik fajin bir gdstergesi olarak kabul edilirken bulanik
plaklar (6zellikle merkezlerinde bulanik olanlar) lizogenik bakteriyofaj ihtimali olarak
degerlendirilmektedir. Bu kapsaminda ilk asamada spot test ile bakteriyofaj plaklar

incelenmis ve berrak/bulanik olma durumlarina gore siniflandirilmigtir [270].

Morfolojik karakterizasyonun gergeklestirilmesi igin, bakteriyofajlar 25.000 xg’de 2 saat
santrifiijlendikten sonra 0,1 M amonyum asetat (pH 7,0) ile iki kez yikanmus, ardindan %
1-2’lik uranil asetat ile boyanmistir. Daha sonra 15 dakika bekleme islemi
gerceklestirilmis ve fazla boya uzaklagtirilarak elektron mikrograflar1 transmisyon
elektron mikroskobu (TEM, Tecnai G2 F20 S Twin, FEI Company, Oregon, ABD)
kullanilarak bakteriyofaj morfolojisi analiz edilmistir. Adsorpsiyon orani, Kropinski
tarafindan Onerilen protokol kullanilarak belirlenmistir [271]. Buna gore, log fazli
bakteriler ve bakteriyofaj stispansiyonu 0,01 MOI’de karistirilarak 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Kontrol grubu olarak sadece bakteriyofaj iceren besiyeri kullanilmistir. 1

dakika araliklarla 50 pl numune 10 dakika boyunca alinmis ve birka¢ damla kloroform
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eklendikten sonra buz lzerinde bekletilen 950 ul CASO besiyerinde seyreltilmistir.
Bakteriyofaj titresi, ¢ift tabaka agar yontemi kullanilarak belirlenmis ve adsorpsiyon hiz
sabiti su formiille hesaplanmstir: k=(2,3/Bt)xlog (Po/P) burada k, adsorpsiyon hiz
sabitini; B bakteri konsantrasyonunu; ve t, titrenin Po’dan (orijinal) P’ye (son) diistigi

zaman araligini temsil etmektedir [271].

3.1.1.4. Dondurarak Kurutma (Liyofilizasyon) Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve
Liyofilizasyon islemi
Dondurarak kurutma islemi igin verilen konsantrasyonlarda dort set kriyoprotektan

sollisyon hazirlanmistir:

(i) 0,3 M, 0,5 M ve 0,8 M sakkaroz;
(ii) 0,3 M, 0,5 M ve 0,8 M mannitol;
(iii) % 0,5, % 1,0 ve % 1,5 (a’h) PEG;

(iv) her ¢ozeltide % 1 (a/h) jelatin iceren 0,3 M, 0,5 M ve 0,8 M sakkaroz jelatin karigimiu.

Daha sonra kaplama karisimima % 10 (h/h) bakteriyofaj kokteyli eklenmistir. Karigim -
18°C’de 24 saat dondurulmustur. Dondurulmus karisim, laboratuvar oOlgekli bir
liyofilizator (Martin Christ, Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Almanya) kullanilarak 72
saat boyunca -50°C’de ve 0,040 mbar’da liyofilizasyon islemine tabi tutulmustur.
Liyofilizasyon isleminin bitiminden hemen sonra bakteriyofaj titresi belirlenerek t=0
olarak kaydedilmistir. Ayrica su aktivitesi (aw) ve partikil boyutu o6l¢imi
gerceklestirilmistir. Liyofilize faj tozunun aw degerini belirlemek i¢in 25°C’de bir tezgah
Ustll su aktivitesi Olcer (Aqualab PRE, Metre, Pullman, WA, ABD) kullanilmstir.
Liyofilize bakteriyofaj kokteylinin partikil boyutu Olcimu Zetasizer (Malvern
Instruments Ltd., Birlesik Krallik) ile gerceklestirilmistir. Liyofilizasyon isleminin
ardindan ornekler 4°C ve 25°C’de 12 ay siireyle cam siselerde saklanmis ve ilk ti¢ ay iki
haftalik periyotlarda ve daha sonra ise aylik araliklarla bakteriyofaj titreleri belirlenmistir.

Bakteriyofaj titre sayim1 isleminde her deney dort paralel halinde gergeklestirilmistir.
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3.1.1.5. Puskurtmeli Kurutma Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve Piiskiirtmeli
Kurutma Islemi

Piiskiirtmeli  kurutma islemi i¢in verilen konsantrasyonlarda dort set eksipiyan

sollisyonlar1 hazirlanmustir:

(i) 0,3 M, 0,5 M ve 0,8 M mannitol;

(i1) % 5, % 10 ve % 15 (a/h) kazein,

(iii) % 5, % 10 ve % 15 (a/h) yagsiz siit tozu;

(iv) % 5, % 10 ve % 15 (a/h) maltodekstrin.

Daha sonra kaplama karigimma %10 (h/h) bakteriyofaj kokteyli eklenmistir. Cozelti,
Mini Puskirtmeli Kurutucu (B-290, BUCHI Labortechnik AG, Isvigre) kullanilarak iki
akigkanli nozul (0,7 mm) ile 473 I/sa basingli kuru hava, 85°C giris sicakligi ve 45°C ¢ikis
sicakligt proses parametrelerinde c¢alistirilmustir.  PUskirtmeli  kurutma sonunda
bakteriyofaj titresi belirlenmis ve t=0 olarak kaydedilmistir. Piiskiirtmeli kurutucu ile
kurutulmus bakteriyofaj tozunun aw degerini belirlemek icin 25°C’de bir tezgah istii su
aktivitesi olger (Aqualab PRE, Metre, Pullman, WA, ABD) kullanilmistir. Piiskirtmeli
kurutucu ile kurutulmus bakteriyofaj kokteylinin partikiil boyutu olglimii Zetasizer
(Malvern Instruments Ltd., Birlesik Krallik) ile ger¢eklestirilmistir. Piiskiirtmeli kurutma
isleminin ardindan 6rnekler 4+1°C ve 25+£1°C’de 12 ay siireyle cam siselerde saklanmig
ve ilk ti¢ ay iki haftalik periyotlarda ve daha sonra aylik araliklarla bakteriyofaj titreleri
belirlenmistir. Bakteriyofaj titre sayimi isleminde her deney dort paralel halinde

gerceklestirilmistir.

3.1.2. Vakumla Képuk Kurutma
3.1.2.1. Kimyasal Malzemeler

Bu ¢alismada kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir. Mikrobiyal analizde XLD
Agar (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ve CASO Broth (Merck Millipore
Corporation, Darmstadt, Almanya) kullanilmistir. Stabilizor olarak kullanilan sakkaroz
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD), gliserol (GLY) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
ABD), sorbitol (Alfasol, Kimbiyotek, Istanbul, Tiirkiye) ve kopiiklestirici ajan olarak
sigir serum albiimin (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD), past0rize yumurta
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beyazi1 tozu (YBT) (Alfasol, Kimbiyotek, Istanbul, Tiirkiye), peynir alt1 suyu protein
konsantrat1 (WPC) (Alfasol, Kimbiyotek, Istanbul, Tiirkiye) kullanilmistir. Sodyum
fosfat dibazik heptahidrat ve sodyum fosfat monobazik monohidrat (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, ABD) ile pH 7,4 fosfat tamponu hazirlanilmasinda kullanilmistir.

3.1.2.2. Bakteri Susu ve Bakteriyofajin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada, Salmonella enterica subsp. enterica serovarlar1 Enteritidis Soykut ve ark.
tarafindan belirtilen yontem ile hazirlanmistir [265]. S. Enteritidis F5—4 bakteriyofaji
Ankara’daki ¢evre golden izole edilmis ve Onceki calismalarda kismen karakterize
edilmistir [265-267]. Her inokulumun konsantrasyonu, XLD agar (izerine uygun
dilusyonlar ekilerek kontrol edilmistir. Petriler 24 saat 37+1°C’de inkiibe edilmistir. S.
Enteritidis F5—4 bakteriyofajinin ¢cogaltilmasi Soykut ve ark. tarafindan belirtilen yontem
ile gergeklestirilmistir. CASO Broth, CASO Soft Agar (% 0,6 agar) ve CASO Agar (%
1,5 agar) litik aktivitelerinin ve titrelerinin belirlenmesi i¢in kullanilmigtir. Bakteriyofaj
titresini belirlemek i¢in ¢ift katmanli agar yontemi kullanilmistir. Bakteri ve bakteriyofaj

sayim deneyleri paralel petri ekimi seklinde gergeklestirilmistir.

3.1.2.3. Formulasyonlarin Hazirlanmasi

Vakumla koplik kurutma icin secilen ii¢ farkli kopiiklestirici ajan ile stabilizor
malzemenin bakteriyofaj titresi Uzerine etkisinin incelenmes igin tekli sollsyon-
bakteriyofaj ve ikili séllisyon-bakteriyofaj etkisi arastirilmistir. Bu amagla tekli soliisyon-
bakteriyofaj etkisinin incelenmesi i¢in asagida verilen konsantrasyonlarda alt1 farkli
kimyasal kullamlarak soliisyon hazirlanmstir. Tlgili solisyonlar % 10 bakteriyofaj (h/h)
(3,4 x10'! POB/ml stok) igerek sekilde hazirlanmis olup, 25+1°C’de 2, 4 ve 6 saat siire

ile bakteriyofaj titre sayim gerceklestirilmistir.

(i) % 10, % 15 ve % 20 (a/h) sakkaroz;

(i1) % 10, % 15 ve % 20 (h/h) gliserol;

(iii) % 10, % 15 ve % 20 (h/h) sorbitol,

(iv) % 10, % 15 ve % 20 (a/h) s1gir serum albumini,

(V) % 10, % 15 ve % 20 (a/h) pastorize yumurta beyazi tozu,

(vii) % 10, % 15 ve % 20 (a/h) peynir alt1 suyu protein konsantrati.
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Ikili soliisyon-bakteriyofaj etkisinin sigir serum albumini ve gliserol karigimlarinda
incelenmesi i¢in Cizelge 3.1’de verilen konsantrasyonlarda alti farkli kimyasal
kullanilarak soliisyon hazirlanmistir. Ilgili soliisyonlara % 10 (h/h) (3,1x10** POB/ml
stok) bakteriyofaj icerecek sekilde hazirlanmis olup, 25+1°C’de 2, 4 ve 6 saat siire ile
bakteriyofaj titre sayimi gerceklestirilmistir. Bakteri ve bakteriyofaj sayim deneyleri dort

paralel petri ekimi seklinde gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.1. ikili soliisyon-bakteriyofaj etkisinin incelenmesi sigir serum albumini ve

gliserol ile olusturulan formiilasyonlar

Sollisyon numarasi Kopiiklestirici ajan Stabilizor

1 % 10 (a/h) s1gir serum albumini % 10 (h/h) gliserol
2 % 15 (a/h) sigir serum albumini % 10 (h/h) gliserol
3 % 20 (a/h)sigir serum albumini % 10 (h/h) gliserol
4 % 10 (a/h) s1gir serum albumini % 15 (h/h) gliserol
5 % 15 (a/h) s1gir serum albumini % 15 (h/h) gliserol
6 % 20 (a/h) sigir serum albumini % 15 (h/h) gliserol
7 % 10 (a/h) sigir serum albumini % 20 (h/h) gliserol
8 % 15 (a/h) s1gir serum albumini % 20 (h/h) gliserol
9 % 20 (a/h) s1gir serum albumini % 20 (h/h) gliserol

Ikili soliisyon-bakteriyofaj etkisinin sigir serum albumini ve sakkaroz karisimlarinda
incelenmesi i¢in Cizelge 3.2°de verilen konsantrasyonlarda alti farkli kimyasal
kullanilarak soliisyon hazirlanmistir. Tlgili soliisyonlara % 10 (h/h) (6x10'° POB/ml stok)
bakteriyofaj icerecek sekilde hazirlanmis olup, 25+1°C’de 2, 4 ve 6 saat siire ile
bakteriyofaj titre sayimi gergeklestirilmistir. Bakteri ve bakteriyofaj sayim deneyleri dort

paralel petri ekimi seklinde gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.2. ikili soliisyon-bakteriyofaj etkisinin incelenmesi sigir serum albumini ve

sakkaroz ile olusturulan formiilasyonlar

Soltisyon numarasi Kopiiklestirici ajan Stabilizor

1 % 10 (a/h) s1gir serum albumini % 10 (a/h) sakkaroz
2 % 15 (a/h) sigir serum albumini % 10 (a/h) sakkaroz
3 % 20 (a/h) s1gir serum albumini % 10 (a/h) sakkaroz
4 % 10 (a/h) s1gir serum albumini % 15 (a/h) sakkaroz
5 % 15 (a/h) s1gir serum albumini % 15 (a/h) sakkaroz
6 % 20 (a/h) s1gir serum albumini % 15 (a/h) sakkaroz
7 % 10 (a/h) s1gir serum albumini % 20 (a/h) sakkaroz
8 % 15 (a/h) s1gir serum albumini % 20 (a/h) sakkaroz
9 % 20 (a/h) s1gir serum albumini % 20 (a/h) sakkaroz

3.1.2.4. Proses Kosullarimn incelenmesi

Vakumla koplk kurutma igin sigir serum albumin kullanilarak gliserol ve sakkaroz ile
olusturulan farkli formiilasyonlar1 ti¢ farkli proses kosulunda gergeklestirilen Kkurutma
sonunda bakteriyofaj titresindeki etkisi incelenmistir. Kullanilan soliisyonlar fosfat
tamponu ile hazirlannugir (Cizelge 3.3). Ilgili soliisyonlarin herbiri % 10 (h/h) (6x10%°
POB/ml stok) bakteriyofaj igerecek sekilde hazirlanmistir.

Cizelge 3.3. Kopuk formiilasyonlari

Solusyon Kopiiklestirici ajan Stabilizor

A % 10 (a/h) sigir serum albumini % 10 (h/h) gliserol
B % 15 (a/h) sigir serum albumini % 10 (h/h) gliserol
C % 20 (a/h) s1gir serum albumini % 10 (h/h) gliserol
D % 10 (a/h) sigir serum albumini % 10 (h/h) sakkaroz
E % 15 (a/h) sigir serum albumini % 10 (h/h) sakkaroz
F % 20 (a/h) s1gir serum albumini % 10 (h/h) sakkaroz
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K&piik yaprmi asamasinda manuel bir el ¢irpicist (Homend, Karaca, Istanbul, Tiirkiye)
kullanilmustir. Soltisyon A, B, C, D, E, F el ¢irpicisi yardimu ile 20 dakika boyunca stabil
koplik olusumu saglanan kadar ¢irpma islemi gergeklestirilmistir. Karsilastirilabilir
kosullarda kopiik tiretebilmek i¢in her numune i¢in 100 ml ¢6zelti hazirlanmistir. Hemen
ardindan yaklasik 2 g kopiik, d = 90 mm, h = 15,9 mm cam petriye yavasca aktariligtir.
Daha sonra numune hemen vakum etivde (OV-12, Jeiotech, Kore) Cizelge 3.4’te
belirtilen sicaklik ve basing parametrelerinde ti¢ farkli kurutma islemi gergeklestirilmistir.
Kurutma bitisi ardisik tartimlar aras1 anlamli agirlik kayb1 goriilmeyen siire belirlenerek
(6rneklerin sabit tarttima ulagmasi ile) sonlandirilmistir. Kopiik olusumu sonrasi yas
kopiik ve kurutma sonrasi cam petri igerigi 100 ml fizyolojik tuzlu su (FTS) ile

¢Oziindiiriilmiis ve bakteriyofaj titre sayimi asamasina gecilmistir.

Cizelge 3.4. Proses kosullar1

Proses Numarasi Vakum (MPa) Sicaklik (°C) Sure (sa)
Proses | 0,02 35 4
Proses Il 0,06 35 5
Proses 111 0,02 25 8

3.1.3. istatistiksel Analizler

Bu kapsaminda gerceklestirilen istatistiksel analizler: (i) farkli kriyoprotektan ve
eksipiyan c¢ozeltileri kullanilarak gergeklestirilen liyofilizasyon ve piiskiirtmeli kurutma
islemlerinin bakteriyofaj titresine etkisinin incelenmesi, (ii) farkli konsantrasyonlarda
farkli kriyopeotektan ve eksipiyana sahip liyofilizasyon ve piiskiirtmeli kurutma ile
kurutulmus bakteriyofaj tozlarinin 4+1°C ve 25+1°C’de depolama siiresince bakteriyofaj
titresinin belirlenmesi, (iii) vakum koplk kurutma prosesinde bakteriyofaj canliligina
kimyasallarin etkisinin incelenmesi, (iv) vakum kopiik kurutma prosesinde bakteriyofaj
canliliina proses parametrelerinin (vakum ve sicaklik) etkisinin incelenmesidir.
Sonuglar ortalama degerler olarak sunulmus ve hata ¢ubuklari, elde edilen sonuglarin
standart sapma degerlerini temsil etmektedir. Numune gruplarinin ortalamalari, p<0,05’te
Fisher’s en kiigiik 6nemli fark (Fisher’s least significant difference (LSD)) tek yonli
ANOVA (Minitab 19.1.1, Minitab LLC, Birlesik Krallik) kullanilarak karsilastirilmistir.
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3.2. Bakteriyofaj Preparatlarinin Gidalarda Kullanim

3.2.1. Tavuk Etinde Salmonella'ya Karsi Liyofilizasyon ve Puskurtmeli Kurutma ile
Hazirlanan Bakteriyofaj Tozlarimin Kullanimi

Cig tavuk gogilis eti, deney giinii Ankara’da bir marketten satin alinmigtir. Olasi
Salmonella varligini ortadan kaldirmak i¢in 5 dakika siireyle 50 ppm serbest klor ¢ozeltisi
ve ardindan ti¢ kez 5 dakika stireyle steril damitilmis su yikanmustir [272]. Cig tavuk
gogiis eti aseptik olarak yaklasik 5x5 cm?’lik pargalar halinde kesilmistir.

Cig tavuk eti orneklerinde Salmonella varligi ISO 6579-1:2017 yontemi kullanilarak
taranmustir [273]. Kisaca, 25 g tavuk eti numunesi, 225 ml tamponlu pepton igeren filtreli
steril bir stomacher torbasina aseptik olarak yerlestirilmis. 2 dakika boyunca torbanin dis
ylizeyinden el masaji ile homojen hale getirildikten sonra 37°C’de 18 saat inkiibe
edilmistir. On zenginlestirmeden sonra, tamponlu pepton igeren numuneden 0,1 ml ve 1
ml Rappaport Vassiliadis soya pepton sivisina (RV; CM0866, Oxoid, Ottowa, Kanada)
aktarilmistir ve 37°C birincil zenginlestirme icin 24 saat silireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonras1 20 pl 6rnek XLD agar (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ)
uzerine inokile edilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra incelenen plakalarda
Salmonella i¢in tipik kolonilerin bulunmamasi, numunelerin Salmonella igermedigini
gostergesi olarak kullanilmistir. Bakteri ve bakteriyofaj sayim deneyleri dort paralel petri

ekimi seklinde gergeklestirilmistir.

Liyofilizasyon ¢alismasi kapsaminda, daha 6nce en basarili kriyoprotektan olarak secilen,
liyofilize 0,3 M sakkaroz jelatin karisimi tozu (bakteriyofaj kokteyli igeren ve icermeyen)
kullanilmistir. Antimikrobiyal aktiviteyi degerlendirmek icin tii¢ farkli liyofilize
bakteriyofaj tozu kullanilmistir. Bunlar; (i) taze hazirlanmis bakteriyofaj tozlari, (ii)
4+1°C’de 10 ay depolanmis bakteriyofaj tozlar1 ve (iii) 25°C’de 10 ay depolanmis
bakteriyofaj tozlaridir. Tiim denemelerde et ornekleri, suni asilama sonrasi tavuk eti

Uzerinde hiicre adaptasyonu i¢in 25°C’de 10 dakika bekletilmistir.

Piiskiirtmeli kurutma caligmasi kapsaminda, daha 6nce en basarili eksipiyan olarak
secilen, puskirtmeli kurutma ile elde edilen % 15 maltodekstrin ve % 5 kazein tozlar

(bakteriyofaj kokteyli iceren ve icermeyen) kullanilmistir. Antimikrobiyal aktiviteyi
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degerlendirmek igin ii¢ farkli liyofilize bakteriyofaj tozu kullanilmistir. Bunlar; (i) taze
hazirlanmis % 15 maltodekstrin ve % 5 kazein iceren bakteriyofaj tozlari, (ii) 4£1°C’de
10 ay depolanmis % 15 maltoz iceren bakteriyofaj tozlar1 ve (iii) 25£1°C’de 10 ay
depolanmis % 5 kazein igeren bakteriyofaj tozlaridir. Tiim denemelerde et 6rnekleri, suni
asilama sonrasi tavuk eti tizerinde hiicre adaptasyonu igin 25°C’de 10 dakika

bekletilmistir.

Her iki ¢alisma i¢in ayri ayri li¢ farkli deney diizenegi tasarlanmistir. Baslangi¢ seviyesi
10%, 10° ve 10° KOB/ml olan S. Enteritidis ve S. Typhimurium karisimi, MOI 100 ve 1000
saglayacak sekilde et yuzeyine suni asilanmistir. Toz bakteriyofaj kokteyli ¢ig tavuk
etinin her yerine esit olarak serpilmistir. iki farkli kontrol numunesi hazirlannmistir.
Bunlar; (i) liyofilize toz ile muamele edilmemis Salmonella asilanmis et numuneleri
(Kontrol A) ve (ii) bakteriyofaj kokteyli icermeyen liyofilize ve piskurtmeli kurutma ile
kurutulmus duvar malzemesi tozu ile isleme tabi tutulmus Salmonella asilanmis et
numuneleri (Kontrol B). islem uygulanmis ve kontrol olarak kullanilan et 6rnekleri
polistiren plakalar tizerine yerlestirilmis (Sekil 3.1) ve 4+1°C’de (bagil nem ~% 90)
depolanmustir. 0-6 giin sdresince Salmonella bakteri sayisi ve bakteriyofaj titresi

belirlenmistir. Her deney iki paralel halinde gergeklestirilmistir.

Sekil 3.1. Polistiren plaka {izerine yerlestirilmis tavuk eti 6rnekleri
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3.2.1.1. istatistiksel Analizler

Bu deney kapsaminda gergeklestirilen istatistiksel analizler, puskirtmeli kurutma ve
liyofilizasyon sonucu elde edilen bakteriyofaj tozlarinin 4+1°C’de depolanan tavuk
etinde Salmonella Uzerine etkisinin incelenmesive bakteriyofaj titresinin belirlenmesidir.
Sonuglar ortalama degerler olarak sunulmus ve hata ¢ubuklari, elde edilen sonuglarin
standart sapma degerlerini temsil etmektedir. Numune gruplarinin ortalamalari, p<0,05°te
Fisher’s LSD tek yonli ANOVA (Minitab 19.1.1, Minitab LLC, Birlesik Krallik)

kullanilarak karsilastirilmistir.

3.2.2. Cileklerde Salmonella’nin Biyokontrolii icin Bakteriyofaj Tabanh Yenilebilir
Kaplamalarin inclenmesi

3.2.2.1. Kimyasal Malzemeler

Bu ¢alismada kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir. Bu ¢alismada deiyonize (DI)
su kullanilmistir. Mikrobiyal analizde CASO Broth (Merck Millipore Corporation,
Darmstadt, Almanya) ve XLD (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) kullanilmustir.
Daldirma kaplama uygulamalar1 icin yerel bir iireticiden (Tekirdag, Tiirkiye) peynir alti
suyu konsantresi (WPC) ve gliserol (Merck Millipore Corporation), orta molekiler
agirlikli kitosan (CH), karboksimetil seliiloz (CMC) ve sodyum aljinat (SA) kullanilmigtir
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD). Titre edilebilir asitligi (TA) belirlemek i¢in
sodyum hidroksit (NaOH) ve fenolftalein kullanilmistir (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
ABD).

3.2.2.2. Meyve Temini

Cilekler deney glni Ankara’da bulunan yerel marketten temin edilmistir. Goriiniir bir
fiziksel hasar veya c¢lirlime olmayan, benzer boyut ve agirliktaki meyveler dikkatlice
secilmistir. Yenilebilir kaplama uygulamasindan once, cilekler rastgele dort gruba
ayrilmistir. Bunlar (i) islenmemis numuneler, (ii) kaplanmamis ve bakteri kokteyli
asilanmis numuneler, (iii) bakteriyofaj yiiklii biyopolimerler (peynir alt1 suyu proteini
konsantresi, karboksimetil seliiloz, kitosan, sodyum-aljinat) ile kaplanmis numuneler ve

(iv) bakteriyofaj icermeyen biyopolimerlerle kaplanmig numunelerdir.
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3.2.2.3. Kaplama Fomiilasyonlarimin Hazirlanmasi

Bakteri suslar1 ve bakteriyofaj kokteylinin hazirlanmasi baslhik 3.1.1.2°de verilmistir.
Peynir alt1 suyu proteini konsantresi, karboksimetil seliiloz, kitosan ve sodyum-aljinat
soliisyonlar1 sirastyla Soazo ve ark. [274], Maftoonazad ve ark. [275], Han ve ark. [276]
ve Sentiirk Parreidt ve ark. [277] tarafindan yapilan ¢alismalardan bazi degisikliklerle
hazirlanmistir. Bakteriyofaj icermeyen yenilebilir kaplama, dort farkli biyopolimer igin

ayri1 ayr1 hazirlanmis ve kontrol olarak kullanilmistir.

Peynir alt1 suyu proteini konsantre soltisyonu, % 10 (a/a) olacak sekilde hazirlanmis ve
yaklagik 30 dakika karistirllmistir. Daha sonra ¢ozelti 90°C’lik su banyosuna
yerlestirilmistir. Takiben karisima 3:1 (a/a) peynir alt1 suyu proteini konsantresi igerisine
gliserol ilave edilmistir. Daha sonra ¢Ozelti bir homojenizator (Heidolph Silent Crusher
M, Almanya) ile 90°C’de ve 9500 rpm’de 4 dakika homojenize edilmistir. Cozelti daha
sonra 5-10 dakika buz banyosunda tutulmustur. Karboksimetik seliiloz, 1 g karboksimetil
seliloz tozunun 100 mL 80°C su icinde manyetik karistirma altinda 2 saat
cozindurulmesiyle (% 1,0 a/h) hazirlanmistir. Kitosan ¢ozeltisi, % 1 (h/h) asetik asit
iceren damitilmis suda % 2 kitosan (a/h) kullanilarak hazirlanmistir. Daha sonra karigima
% 50 (h/h) gliserol ve % 0,2 (h/h) Tween 80 eklenmistir. Sodyum aljinat (% 1,25 a/a),
tam ¢oziinme elde edilene kadar 70°C’de manyetik karistirma kullanilarak 500 rpm’de
stirekli karigtirilarak deiyonize su iginde ¢Ozulmustiir. Cozeltiye % 2 gliserol (a/a) ve %
0,2 (a/a) Tween 80 eklenmistir.

Tum kaplama soliisyonlar1 5 dakika 5000 rpm’de homojenizatérde (Heidolph Silent
Crusher M, Almanya) yardimi ile homojen edilmistir. Bakteriyofaj kokteyli kaplama
soliisyonlarma 108 KOB/ml konsantrasyonlarda ilave edilmistir. Daha sonra film
sollisyonunda bakteriyofajlarin esit dagilimini saglamak igin yavas bir karistirma islemi
uygulanmistir. Daha sonra ultrasonik banyo kullanilarak tim ¢dzeltilerin  gazi

giderilmistir.
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Sekil 3.2. Kaplama igin hazirlanan ¢ilek 6rnekleri

3.2.2.4. Cileklerin Kaplanmasi

Cilekler musluk suyu ile yikanarak Uzerlerine yapisan partikiiller uzaklastirilmis ve daha
sonra kagit mendil ile ylizeylerine zarar vermeden nazik¢e kurutulmustur. Cilek 6rnekleri,
bakteri agilamasi igin 5 dakika Salmonella karigimi igeren bir soliisyona daldirilmistir.
Asilanan ¢ilek 6rnekleri yavasga sollisyondan ¢ikarilmis ve oda sicakliginda 15 dakika
havayla kurutulmustur. Daha sonra Ornekler bakteriyofaj iceren ve bakteriyofaj
icermeyen kaplama soliisyonlarinda 5 dakika bekletilmistir. Kaplama c¢ozeltisine
tamamen daldirilmis ve fazla ¢ozeltiden arindirmak i¢in yavasga disart ¢ekilmislerdir.
Kontrol ve kaplanmis ¢ilek 6rneklerinin goriintimii Sekil 3.2°de verilmistir. Tiim ¢ilekler,
sifirinct giin olarak adlandirilan ayn1 glinde kaplanmistir. Depolama ¢alismasi, agzi agik
olarak polistren kaplara tek sira halinde yerlestirilen ¢ilek ornekleri ile buzdolabi

ortaminda (4+1°C, bagil nem ~% 90) 5 glin boyunca gergeklestirilmistir.
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i KONTROL i
WPC UYGULANMIS CMC UYGULANMIS
CH UYGULANMIS SA UYGULANMIS

Sekil 3.3. Kaplama sonrasi ¢ilek drnekleri

3.2.2.5. Mikrobiyal Analizler

Bakteriyofaj kaplamalarin Salmonella asilanmis cilekler iizerindeki antimikrobiyal
aktivitelerini degerlendirmek i¢in 5 gun boyunca saklanan ¢ilek numuneleri tzerinde
giinliik analizler yapilmistir. Asilanmus gileklerin mikrobiyolojik analizi, 5 gunluk
buzdolabinda saklamanin ardindan tiim numuneler igin yapilmistir. Ornekler 25 ml FTS
(% 0,85 (a/h) NaCl) iceren Stomacher torbalarina yerlestirilmis ve Stomacher 400
sirkiilator (Seward, Birlesik Krallik) kullanilarak 250 rpm’de 1 dakika islem
uygulanmistir. Olusan karigimindan 1 ml steril bir Eppendorf’a aktarilmis ve 12500
rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Daha sonra siipernatant, bakteriyofaj titresinin
belirlenmesi icin steril Eppendorf’a aktarilmistir. Peletler, steril FTS kullanilarak seri
ondalik seyreltmeler yapilmistir. 100 pl’lik alikotlar XLD agar iizerine kaplanmis ve
aerobik kosullar altinda 37°C’de 24 sa inkiibe edilmistir. Ayrica standart ¢ift katmanl
agar teknigi kullanilarak siispansiyonlardan bakteriyofaj titresi belirlenmistir. Tim

deneyler (i¢ paralel halinde gergeklestirilmistir.

3.2.2.6. Cilek Orneklerinin Fizikokimyasal Analizleri

Tiim ¢ileklerin buzdolabinda saklama sirasindaki renk degerleri, HunterLab (Reston, VA,
ABD) kullanilarak L*, a* ve b* degerleri 6l¢iilerek degerlendirilmistir. Bu ¢alismada
aciklik (lightness (L*)) ve renklilik parametreleri a* (kirmizi-yesil) ve b* (sari-mavi)

Olciilmiistiir. Numuneler {i¢ paralel halinde analiz edilmistir. Beyaz indeks (WI), sar1
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indeks (Y1), renk farkliliklar1 (AE), kroma (C) ve Hue (H) degerleri asagida verilen
esitlikler kullanilarak hesaplanmistir [278, 279].

E = \/(AL*Z + Aa*? + Ab*?) Esitlik 3.1
C= /(a*z + b*?) Esitlik 3.2
H =tan"1(b*/a*) Esitlik 3.3
WI =100 — \/(100 —L)24a?+b*? Esitlik 3.4
Yl = 142,86 x = Esitlik 3.5

pH ve titrasyon asitligini (TA) (% sitrik asit) belirlemek icin 25 ml deiyonize suya
yaklasik 5 g ¢ilek ornegi ilave edilerek galkalayicida karistirilmigtir. Daha sonra 50 ml’lik
son hacme kadar deiyonize su ilave edilmis ve ¢ilekler bir karistirici ile
homojenlestirilmistir. Elde edilen homojenat Whatman 42 filtre kagidindan siiziilmiistiir.
Daha sonra dijital pH metre (Mettler Toledo, Greifensee, Isvigre) ile pH 6lglimi
yapilmustir. Titrasyon asitligi analizinde indikator olarak fenolftalein kullanilarak

stizlintiniin 0,1 N NaOH’ye karsu titre edilmesiyle belirlenmistir [280].

3.2.2.8. istatistiksel Analizleri

Bu calismada, tiim deneyler ii¢ paralel halinde gerceklestirilmistir. Sonuglar ortalama
degerler olarak sunulmus ve hata ¢ubuklar1 elde edilen sonuglarin standart sapmalarini
gostermektedir. Ornek gruplarinin ortalamalari, her grupta n=3 gdzlem (iic bagimsiz
deney) ile her 6rnekleme zamaninda p<0,05’te Fisher’s LSD tek yonli ANOVA (Minitab
19.1.1, Minitab LLC, Birlesil Krallik) kullanilarak karsilastirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Mevcut tez ¢calismasi, iki temel baslikta 6zetlemistir; bu kapsamda i) dondurarak kurutma
(liyofilizasyon), puskdrtmeli kurutma ve vakum kipuk kurutma yontemleri ile
bakteriyofajlarin  kurutulmasi, kurutma proses etkisinin izlenmesi ve depolama
stabilitesinin incelenmesi, ii) kuru toz formda ve film formda hazirlanan bakteriyofaj
preparatlarinin, hayvansal ve bitkisel gidalar tizerindeki etkinliginin incelenmesidir. Bu
kapsamda, 4+1°C ve 25+1°C’de 12 ay boyunca depolanan farkli kriyoprotektanlar ile
dondurarak kurutma islemi, farkli eksipiyanlar ile piiskiirtmeli kurutma islemi ve vakum
kopiik kuruma islemi gergeklestirilmis, bakteriyofaj tozlarinin proses kayiplari, kisa ve
uzun vadeli depolama stabilitesini karsilastirmali olarak degerlendirmistir. Tez
calismasinin ikinci boliimiinde, kuru toz formda ve film formda hazirlanan bakteriyofaj
preparatlarinin hayvansal ve bitkisel gidalar {izerindeki etkinliginin incelenmistir. Bu
kapsamda, kat1 ve s1vi formlar arasinda bir fiziksel from ile gidalarda patojen kontrolii
icin yenilebilir kaplamalarin bakteriyofajlar ile yuklenmesi ile depolama surecinde

gidanin fizikokimyasal ve mikrobiyal 6zelliklerindeki degisikler arastirilmistir.

4.1. Bakteriyofajlarin Genel Ozellikleri

Bu calisma kapsaminda kullanilan S. Enteritidis F5-4, S. Typhimurium L2-1 ve S.
Typhimurium ICB1-1 bakteriyofajlari, Ankara ¢evresindeki goéllerden izole edilmis ve
onceki ¢alismalarda kismen karakterize edilmistir. Ilgili bakteriyofajlar icin kullanilan
konakgilar ise Salmonella enterica subsp. enterica serovarlari Enteritidis (ATCC BAA-
1045) ve Typhimurium (ATCC BAA-190). S. Enteritidis F5-4 (Sekil 4.1), S.
Typhimurium L2-1 (Sekil 4.2) ve S. Typhimurium ICB1-1 (Sekil 4.3) bakteriyofajlarina
ait TEM goriintiileri incelendiginde, bakteriyofajin bir ikosahedral bas ve uzun, esnek bir

kuyruga sahip oldugunu goriilmektedir.
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Sekil 4.1. S. Enteritidis F5-4 bakteriyofajina ait TEM goriintiisii

Sekil 4.2. S. Typhimurium L2-1 bakteriyofajina ait TEM goriintiisii

Sekil 4.3. S. Typhimurium ICB1-1 bakteriyofajina ait TEM goriintiisii

97



S. Enteritidis F5-4, S. Typhimurium L2-1 ve S. Typhimurium ICB1-1 bakteriyofajlari

sirastyla Ilhan ve ark., Evran ve ark., Acar-Soykur ve ark. tarafindan izole edilmistir [266,

267]. Bakteriyofajlarin konak araligi, literatiirde en yaygin kullanilan yontemlerden biri

olan nokta testi kullanilarak belirlenmis ve Cizelge 4.1’de gosterilmistir [265-267, 281].

Cizelge 4.1. Bakteriyofajlarin konake araligi

Bakteri suslar

Litik aktivite

S. S. S.

Enteritidis ~ Typhimurium  Typhimurium
F5-4 L2-1 ICB1-1

Salmonella Enteritidis ATCC BAA-1045 ++ ++ +++
Salmonella Enteritidis FRC ++ ++ ++
Salmonella enterica subsp. enterica + ++ +++
serovar Typhimurium IC

Salmonella sp (enteritidis) 25089078 (PX) ++ ++ ++
MLD

Salmonella sp (enterica st Anatum) 11 ++ ++ ++
LAL

Salmonella sp (choleraesuis) 08 LAL + +++ ++
Salmonella Typhimurium ATCC BAA- + + FH+

190

Escherichia coli K12
Escherichia coli DSM 682 DSM
Escherichia coli DH5alpha BRL
Escherichia coli O157:H7
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Enterococcus italicus
Micrococcus luteus
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Streptococcus pyogenes ATCC 19615

++: tam lizi; +: zayif liziz; -: liziz yok
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[lhan ve ark. tarafindan gerceklestirilen calisma kapsaminda, kullanilan S. Enteritidis F5-
4 bakteriyofajinin Salmonella spp.’e yliksek oranda 6zgiil oldugu ve Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Streptococcus pyogenes gibi test
edilen diger 11 susa karsit herhangi bir litik aktivite gostermedigi belirlenmistir. S.
Enteritidis F5-4"1n, farkli S. Enteritidis suslar1 lizerinde test edildiginde tamamen berrak
bolgeler gozlemlendigi, S. Typhimurium gibi diger Salmonella suslari ile arka plani puslu
ve dolayistyla biraz daha zayif lizizli bolgeler elde edildigi rapor edilmistir [267]. Evran
ve ark. tarafindan gergeklestirilen ¢alisma kapsaminda, kullanilan bes farkli Salmonella
serovarindan higbirinin S. Typhimurium L2-1’a direngli olmadig1 rapor edilmistir. S.
Typhimurium L2-1’nin i¢ konakgida (S. Enteritidis, S. Typhimurium IC ve S.
Typhimurium) acgik plak olusumu gosterdigi bildirilmistir. Ayrica Evran ve ark.
tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, kullanilan S. Typhimurium L2—1 bakteriyofajinin
Salmonella disinda bakterileri (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa vb.) lize etmedigi
belirtilmistir [266]. Acar-Soykut ve ark. tarafindan yapilan calisma kapsaminda,
kullanilan bes farkli Salmonella serovarindan higbirinin S. Typhimurium ICB1-1 fajina
kars1 direngli olmadigi ve kullanilan Salmonella spp. disindaki bakterileri (M. luteus, E.

coli, S. aureus, P. aeruginosa vb.) lize edemedigi rapor edilmistir [281].

S. Enteritidis F5-4 bakteriyofajina ait kafa ¢ap1 yaklasik 76,7+2,7 nm ve kuyruk boyutu
141,5£2,7 nm olarak belirtilmistir. Bu sonuglara gore yazarlar, S. Enteritidis F5-4’in
Siphoviridae familyasina ait bir iiye oldugunu disiindiiklerini belirtilmistir [267]. S.
Typhimurium L2-1 bakteriyofaj kafa c¢ap1 yaklasik 77,2+4,4 nm ve kuyruk boyutu
155,83£13,0 nm olarak rapor edilmistir [266]. S. Typhimurium ICB1-1 bakteriyofaj kafa
cap1 yaklasik 87,16 nm ve kuyruk boyutu 124,45 nm olarak rapor edilmistir. Bu sonuglara
dayanarak, bakteriyofaj S. Typhimurium ICB1-1"nin Siphoviridae familyasina ait oldugu

sonucuna varildigi bildirilmistir [281].

[lhan ve ark., tarafindan gerceklestirilen ¢alisma kapsaminda S. Enteritidis F5-4’iin
adsorpsiyon orani oldukga yiiksek bulunmus ve inkiibasyonun ilk 5 dakikasinda fajlarin
% 95’inden fazlasiin konak hiicrelere adsorbe oldugu rapor edilmistir. S. Enteritidis F5-
4’1n latent periyodu ve patlama boyutu, tek adimli biiytime egrisi kullanilarak belirlenmis

ve S. Enteritidis F5-4’{in latent siiresinin 25 dakika oldugu rapor edilmistir. Ortalama
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patlama boyutu, enfekte olmus hiicre basina 112 POB olarak hesaplandigi ve
bakteriyofajin ortalama latent déneme ve nispeten biyik bir patlama boyutuna sahip
oldugu rapor edilmistir [267]. Evran ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma kapsaminda,
bakteriyofaj S. Typhimurium L2-1’nin Siphoviridae familyasina ait oldugu sonucuna
varildigr bildirilmistir. Bakteriyofajin latent periyodu ve patlama boyutu, tek adimh
biiyiime egrisi kullanilarak belirlenmis ve S. Typhimurium L2—1’nin latent siiresinin 15
dakika oldugu, ortalama patlama boyutunun enfekte olmus hiicre basina 113 POB ve
adsorpsiyon hizinmn 2,92x10® ml/dk olarak hesaplandigi rapor edilmistir [266].

Bu calisma kapsaminda kullanilan S. Enteritidis F5-4, S. Typhimurium L2-1 ve S.
Typhimurium  ICB1-1  bakteriyofajlarina  iliskin ~ genotoksisite ~ kontrolii
gerceklestirilmistir. Dizi analizi sonucunda elde edilen ham baz dizilimleri olusan pik ve
karsilik gelen bazin dogrulugu kontrol edilmis, yanlis okunan bazlar ya da okunamayan
bolgeler dizilimden ¢ikarildiktan sonra NCBI (National Center for Biotechnology
Information) sayfasindaki Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) ve Open
Reading Frame Finder (ORF) araglar1 kullanilarak gen bankasinda bulunan DNA ve
protein dizilimleri ile elde edilen dizilimler hem nikleik ait hem de amino asit dizilimi
olarak birbiriyle karsilastirilmis ve toksin iiretiminden sorumlu stx1, stx2, hly, cdt;
lizogeni ve faj direnci ile iligkilendirilen sieA, int ve cl gen bolgeleri i¢in tarama yapildigi
ve Salmonella bakteriyofajlarinda toksik gen bdlgesine ve/veya lizogeni-faj direnci ile

ilgili gen bolgelerine ya da uyusan kiiciik bir bolge bile tespit edilmedigi rapor edilmistir.

4.2. Farkh Kurutma Yontemleri ile Bakteriyofajlarin Kurutulmasi, Proses
Kayiplar1 ve Depolama Stabilitesinin incelenmesi

4.2.1. Dondurarak Kurutma ile Bakteriyofajlarin Kurutulmasi ve Depolama
Sirasinda Etkinliginin Incelenmesi

Bu ¢alismada, farkli kriyoprotektanlar (sakkaroz, mannitol, PEG 8000 ve sakkaroz jelatin
karisimi) kullanilarak hazirlanan liyofilize bakteriyofaj tozlarinin iki farkli sicaklikta
(4£1°C ve 2521°C) depolama etkinlikleri karsilastirmali olarak incelenmistir. Sekil 4.4,
Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de liyofilizasyon ile dretilen toz Orneklerin cam
siselerdeki goriintiileri verilmistir. Liyofilize bakteriyofaj preparasyonlari igin segilen
kriyoprotektanlar, nispeten kolay elde edilebilmeleri, ucuz olmalari, gidada kullanilabilir

olmalar1 sebebiyle tercih edilmistir. Literatlrde diger aragtirmacilar tarafindan
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gerceklestirilen bakteriyofaj liyofilizasyon ¢aligmalar1 farmasotik amag iizerinde
yogunlagmakla  birlikte, agar iizerinde farkli  kriyoprotektanlarin  gesitli
konsantrasyonlarda bakteriyofaj titrelerinin belirlenmesi seklinde rapor edilmistir. Ancak
liyofilize bakteriyofaj 6rneklerinin gidalardaki antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili sinirh
sayida c¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalar taze olarak hazirlanmais tozlarin kullanildig:
caligmalar ile smirlt olmakla birlikte depolanmis toz Orneklerin gidalar iizerindeki
etkinliginin incelendigi ¢alisma literatiir ¢aligmalarinda karsilagiimamistir. Bu sebeple bu
calisma kapsaminda bilgimiz dahilinde ilk kez depolanmuis liyofilize bakteriyofaj i¢eren

tozlarin gercek gida maktriksindeki etkinligi ortaya konulmustur.

Sekil 4.4. Liyofilizasyon sonrasi sakkaroz (0,3 M) 6rnekleri

Sekil 4.5. Liyofilizasyon sonrasi sakkaroz (0,3 M) + %1 jelatin drnekleri
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Sekil 4.7. Liyofilizasyon sonrasi mannitol (0,3 M) 6rnekleri

Liyofilizasyon islemi sirasinda, kullanilan tiim kriyoprotektanlar igin bakteriyofaj
titresinde 0,59-2,35 log POB arasinda bir azalma gozlenmistir (Cizelge 4.2).
Liyofilizasyon proses kosullarinda secilen kriyoprotektan icerisinden en az bakteriyofaj
titre kayb1 0,3 M sakkaroz jelatin karigiminda gozlenmistir. Benzer sekilde bu titre
kaybindaki azalma en diisiikkten en yiiksege olacak sekilde sakkaroz jelatin karsimlari,
sakkaroz cozeltileri, mannitol ¢ozeltileri ve PEG 800 ¢ozeltileri seklinde elde edilmistir.
Literatiirde liyofilizasyon islemi sirasinda bakteriyofaj aktivitesinde <1 log azalma
gozlendigi rapor edilmistir [282]. Bu durum fakli kriyoprotektanlar i¢in farkli seviyelerde
olmasit muhtemeldir. Bununla birlikte, onceki iki calisma zit sonuclar gostermis;
Puapermpoonsiri ve ark. tarafindan yapilan bir arastirma [207], daha yuksek sakkaroz
konsantrasyonlarinin bakteriyofaj titresinde azalmaya yol a¢tigimi belirtilmis iken ve
Merabishvili ve ark. tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada [205], bakteriyofaj
aktivitesinin daha yiiksek sakkaroz konsantrasyonlarinda bile korundugunu gostermistir.
Bu belirgin degisiklikler, liyofilizasyon sirasinda kullanilan stabilizatorlerin farkli

konsantrasyonlarindan kaynaklanabilmekte ve ayrica degisen morfolojilere sahip farkli
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bakteriyofaj ailelerinin degisen stabiliteye sahip olduguna ve kuyruklu fajlarin uzun siireli
depolama sirasinda daha kararli olduklari olmalarina atfedilmektedir. Bu sebeple
liyofilizasyon islemine tabi tutulacak bakteriyofajlarin genel olarak belirli
kriyoprotektanlar ile ¢alisabilecegi kanis1 mutlaka her bir bakteriyofaj icin bireysel olarak

iiriin ve konsantrasyon bazli segilerek test edilemelidir.

12 aylik depolama boyunca farkli kriyoprotektanlarin bakteriyofaj stabilitesi Sekil 4.8 ve
Sekil 4.9’da sunulmustur. Bu stabilite ilk ti¢ ay boyunca iki haftalik periyotlar ile daha
sonraki sirecte ise aylik periyotlar ile titre saymmi seklinde gergeklestirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore, 4+1°C ve 25+£1°C’de depolanan sivi bakteriyofaj numuneleri
sirastyla 2,50 ve 4,62 log birim titre kaybi gostermistir. Sivi bakteriyofaj kokteyli,
depolama sicakligindan bagimsiz olarak tiim liyofilize bakteriyofaj tozlarindan 6nemli
Olctde daha ylksek titre kayb1 (p<0,05) sergilemistir. 0,3 M sakkaroz jelatin karigimi
kullanilarak hazirlanan liyofilize bakteriyofaj tozlari, 4£1°C ve 25+1°C’de sirastyla 1,09
ve 2,79 log birim azalma ile 12 aylik depolama i¢in en yiiksek stabiliteyi gosterirken, geri
kalan kriyoprotektanlarin daha az kararli oldugu ve titrelerinde daha yiiksek bir diisiis

yasandig1 gozlenmistir.

4+1°C’de mannitol konsantrasyonundaki artigla bakteriyofaj titrelerindeki diisiisiin arttig
gozlenmistir. Diger Kriyoprotektanlar arasinda konsantrasyon ve titre kaybi arasinda
anlamli bir korelasyon gozlenmemis ve 4+1°C ve 25+1°C’de onemli bir degiskenlik
meydana gelmemistir. Secilen kriyoprotektanlardan, 4+1°C ve 25+1°C’de bakteriyofaj
yukli 0,3 M sakkaroz jelatin karisimi, 12 ayda diger kriyoprotektanlara ve sivi
bakteriyofaj kokteyline gore dénemli 6lglide daha az bakteriyofaj titre kaybi (p<0,05)
sergilemistir.  4+1°C’de saklanan liyofilize bakteriyofaj tozlari, 25+1°C’de
saklananlardan daha diistik titre kayiplar1 gostermistir. Depolama kosullarindan bagimsiz

olarak tim formulasyonlarda zamanla bakteriyofaj sayilarinda azalma gozlenmistir.
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Cizelge 4.2. Farkli kriyoprotektanlar varliginda dondorarak kurutulmus bakteriyofaj
kokteylinin proses kayiplari

Kriyoprotektanlar ti-to (log POB)
0,3 M Sakkaroz 0,80+0,06¢
0,5 M Sakkaroz 0,85+0,04¢
0,8 M Sakkaroz 0,98+0,05°
0,3 M Mannitol 1,15+0,05"
0,5 M Mannitol 1,02+0,03°
0,8 M Mannitol 1,11+0,08°
% 0,5 PEG 8000 2,31+0,03?
% 1,0 PEG 8000 2,35+0,05?
% 1,5 PEG 8000 2,31+0,08?
0,3 M Sakkaroz + Jelatin 0,59+0,07f
0,5 M Sakkaroz + Jelatin 0,62+0,05
0,8 M Sakkaroz + Jelatin 0,73+0,05°

Baglagig¢ sivi ¢ozeltide bulunan bakteriyofaj kokteyli 12,51 log POB. Sonuglar, ortalama log faj titresinin
kaybi olarak gosterilmistir. Farkli (st simgelerle gdsterilen sonuglar, ilgili sutunlarda istatistiksel olarak

anlaml 6l¢iide farklilik bulundugunu gostermektedir (p<0,05).
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Sekil 4.8. 4+1°C’de 12 aylik depolama sirasinda farkli kriyoprotektanlarin bakteriyofaj stabilitesi. (a) 0-4 ay (b) 5-12 ay. Her ¢ubuktaki farkli

harfler, p<0,05’te ayn1 analiz giinii i¢inde uygulama gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide farki gostermektedir.
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Sekil 4.9. 25+1°C’de 12 aylik depolama sirasinda farkli kriyoprotektanlarin faj stabilitesi. (a) 0-4 ay (b) 5-12 ay. Her ¢ubuktaki farkli harfler,

p<0,05’te ayn1 analiz giinii i¢cinde uygulama gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli l¢iide farki gostermektedir.
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Liyofilizasyon ¢alismasi kapsaminda, segilen kriyoprotektantlar i¢in numune grubundaki
en etkili 0rneklerin su aktivitesi (aw) (Cizelge 4.3) ve partikil boyutu analizi (Cizelge 4.4)
yapilmustir. Liyofilize bakteriyofaj tozlarinin baslangi¢ aw degeri 0,04-0,10 araliginda
bulunmustur. Elde edilen sonuglar, 0,3 M sakkaroz jelatin karisiminin en diisiik aw
degerine sahip oldugunu ortaya konulmustur. Diisiikk aw degeri, bu liyofilize bakteriyofaj
tozunun mikrobiyal biiylime agisindan mikrobiyal giivenligini ifade etmektedir [272].
Ortalama partikiil caplar1 328 nm ile 642,8 nm arasinda elde edilmistir. Onceki
calismalarda farkli bakteriyofaj ve kriyoprotektantlarin kullanilmasi nedeniyle daha
yiiksek ortalama ¢ap degerleri elde edilmistir [207].

Cizelge 4.3. Liyofilize bakteriyofaj tozlari igin su aktivitesi

Ornekler Su aktivitesi (a ) Sicaklik (°C)
0,3 M Sakkaroz 0,0542+0,0027 25,03
% 1,0 PEG 8000 0,0971+0,0078 25,09
0,3 M Mannitol 0,1071+0,0064 25,11
0,3 M Sakkaroz + Jelatin 0,0442+0,0018 25,04

Cizelge 4.4. Liyofilize bakteriyofaj tozlari i¢in partikil boyutlar

Ornekler Ortalama partikl Ortalama polidispersite
biiyiikliigii (d.nm) indeksi

0,3 M Sakkaroz 642,8+238,7 0,86+0,25

% 1,0 PEG 8000 570,6+£384,1 0,67+0,15

0,3 M Mannitol 491,9+£52,6 0,76+0,21

0,3 M Sakkaroz + Jelatin 328,7+133,9 0,91+0,16
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Literaturdeki ¢calismalarda, Skaradzinska ve ark., E. coli, Salmonella sp. ve E. faecalis’in
liyofilizasyonu igin yagsiz siit tozu, sakkaroz ve ticari hayvan yemi katki maddesi
kullanmustir. Yagsiz siit tozu ve sakkaroz, liyofilizasyon siirecinde kriyoprotektan olarak
umut verici bir potansiyel sergiledigini savunmuslardir [283]. Merabishvili ve ark., S
aureus faj ISP’nin liyofilizasyonu i¢in farkli konsantrasyonlarda alt1 farkli stabilizator
kullanilmistir [205]. Bu g¢alismada 0,1 M mannitol kullanilarak liyofilizasyon sonrasi
donemde bakteriyofaj aktivitesi gozlenmezken, 0,5 M mannitol kullanilarak
liyofilizasyon sonrasi bakteriyofaj titresinde 4 log azalma go6zlendigi bildirilmisir. Buna
ek olarak sakkaroz ve trehalozun en iyi stabilize edici kriyoprotektanlar oldugunu
gosterilmistir. Ayrica, ISP titresinde sirasiyla % 1 ve % 5 PEG 6000 preparatlart icin 1,8
ve 5,0 log diistisler tespit edildigi bildirilmistir. Zhang ve ark., liyofilize bakteriyofaj
tozlarmin stabilitesini arastirmis ve M13KE faji1 icin kriyoprotektan olarak trehaloz,
mannitol, sakkaroz ve PEG 6000 kullanmislardir. Trealoz ve sakkaroz iceren
formiilasyonlarin, mannitol ve PEG 6000 ile karsilastirildiginda daha az titter kaybina
sahip oldugunu bulmuslardir [284]. Manohar ve ark., kriyoprotektan olarak glukoz,
sakkaroz, jelatin, mannitol, polietilen glikol ve sorbitol kullanarak Escherichia faj
ECP311, Klebsiella faj KPP235 ve Enterobacter faj ELP140 bakteriyofajlarini liyofilize
etmiglerdir. Elde edilen sonuglara gore liyofilizasyon isleminde sakkaroz, jelatin ve
bunlarin kombinasyonlarinin kullaniminin faj canliliginin siirdiiriilmesi agisindan daha
faydali oldugu sonucuna varilmistir [282]. Gonzalez-Menendez ve ark., 24 ay boyunca
farkli eksipiyanlar (0,8 M trehaloz, 0,8 M sakkaroz, % 15 gliserol veya %11 yagsiz siit
tozu) kullanarak liyofilize  Staphylococcus fajlarinin  stabilitesini  4°C’de
degerlendirmistir. Sonuclar, 0,8 M sakkaroz kullanimi ile depolama sirasinda faj
titrelerinde bir miktar diisiis gézlenmesine ragmen, bunun yine de etkili bir stabilizator

oldugunu ortaya koymustur [285].

Liyofilizasyonda, farkli sekerler ve seker alkolleri kriyoprotektan olarak kullanilmis ve
farkli bakteriyofajlar yiiksek diizeyde degisken hatta geliskili aktivite derecelerine ait
sonuglar elde edilmistir [201, 205, 207, 286]. Sakkaroz gibi disakkaritlerin, proteinleri
dogal yapilarini korumalar1 i¢in monosakkaritlerden daha fazla yapisal esneklige sahip
oldugu bulunmustur. Sakkaroz konsantrasyonunu liyofilize bakteriyofaj stabilitesi ile
iliskilendiren galismalarda goriilen varyasyon, kriyoprotektanin bakteriyofaj koruma

yeteneginin bakteriyofaj tipine, fizikokimyasal 0zelliklere ve proses kosullarina baglh
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olabilecegini diisiindiirmektedir. Liyofilizasyonda kullanilan disakkaritler nedeniyle
partikiillerin korunmasinda bir artis beklenmesine ragmen [287], sakkaroz uygulamasinin
basarili sonuclar elde etmek icin duruma bagli optimizasyonlar gerektirdigi ileri
stiriilmistiir [283]. Bir diger kriyoprotektan olan mannitol, hem sivi hem de kat1 formdaki
farmasotik formiilasyonlarda yaygin olarak kullanilan bir kriyoprotektan olmasina
ragmen, daha onceki caligmalar, bakteriyofaj canliligini korumadaki performansinin
oldukga sinirli oldugunu bildirmistir [205, 282]. Birden fazla yardimci maddenin bir

arada kullanildig: sistemde ise basarili sonuglar elde edilebilecegi gosterilmistir [284].

Merabishvili ve ark. [205], S. aureus faj ISP nin stabilitesini arastirdiklar1 ¢aligmada her
eksipiyan 0,1 M veya 0,5 M konsantrasyonda: sakkaroz, trehaloz, mannitol, glisin ve
polivinilpirolidon (PVP) ve PEG 6000 (% 1 ve % 5) i¢in ¢alisma gergeklestirmis ve PVP,
mannitol ve PEG 6000 ile hazirlanan 6rneklerin basarisiz oldugunu rapor etmistir. Bun
karsin Yiiksek konsantrasyonlarda (0,5 M) trehaloz ve sakkarozun faj ISP’si i¢in en etkili
dengeleyiciler oldugu bulmustur. Polietilen glikol (PEG), protein stabilizasyonu igin
tercih edilen bir iirtin olmasina ragmen, faj aktivitesini stirdiirmede esit derecede basarili
degildir [282, 288]. Hem % 1 hem de % 5 PEG 6000 ile hazirlanan formiilasyonda
liyofilizasyon sonras1 4°C’de 37 aylik depolama siiresince ISP faj titresinde 6nemli bir
azalma oldugu bir ¢alismada bildirilmistir [205]. Sakkaroz veya mannitol gibi sekerlerin

kullanimiyla da basarili sonuglar bildirilmistir [205, 207].

Manohar ve ark., tarafindan gergeklestirilen bir ¢calismada bakteriyofaj liyofilizasyonu
i¢in kullanim1 uygun olmadigi rapor edilmistir. PEG, liyofilizasyon sonrasi bakteriyofaj
aktivitesinde 4 log’dan daha fazla azalmaya neden olan bir polihidrik alkoldiir, ancak
PEG’nin diger proteinler i¢in etkili bir kriyoprotektan oldugu kabul edilmistir. Genellikle
PEG’in polar olmayan protein kalintilar1 ile hidroPOBik etkilesimlere sahip oldugu ve
bakteriyofaj partikiillerini ¢okeltebildikleri bulunmustur, bu nedenle tek basina PEG,
bakteriyofaj liyofilizasyonu i¢in ¢ok iyi bir eksipiyan olarak kabul edilemeyecegi rapor
edilmistir [288]. Jelatin, as1 tirinlerinde tipik protein stabilizatorii oldugundan, kuru faj
formiilasyonlarinda kullanim i¢in 6nemli bir eksipiyandir. Jelatinin liyofilizasyon
calismalarinda tam olarak aciklanmasa da basarili bir yardimer madde oldugu ileri

striilmistiir [207]. Puapermpoonsiri ve ark. [207] sakkaroz, PEG ve jelatinin, 30 ginlik
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bir stire boyunca S. aureus ve P. aeruginosa bakteriyofajinin canlilig1 izerindeki etkisini
degerlendiren calismasinda jelatinin, liyofilizasyonun ardindan bakteriyofaj canliliginin
korunmasinda hig¢bir rol oynamadigi bulundugu raporlanmistir. Manohar ve ark.,
tarafindan gerceklestirilen bir calismada ise jelatinin incelenen {i¢ faj tiirii i¢in de 1yi bir
eksipiyan oldugu bulunmustur (<2 log indirgemeyi kabulii ile). Arastirmacilar tarafindan
jelatinin liyofilizasyon sirasinda kriyoprotektan olarak roliiniin agik olmadigi
belirtilmekte birlikte bakteriyofaj morfolojisini surdirmeyi destekleyen polimerler
olusturabilecegine inanildig1r belirtilmistir. Sirasiyla 0,5 M ve % 1’lik sakkaroz
(disakkarit) ve jelatin (polimer) kombinasyonu ilk kez test edilmis ve faydali oldugu
ortaya konulmustur (<1 log azalma) [282]. Malenovska [208] yapisal olarak farkli hayvan
viriislerinin liyofilizasyonu sirasinda jelatin ile kombinasyon halinde sakkaroz ile iyi
sonuglar bildirmistir. Ticari olarak temin edilebilen dondurularak kurutulmus bir faj

kokteylinin sakkaroz ve jelatin igermesi bu sebeple 6nem tasimaktadir [179].

Liyofilizasyonun gesitli biyomateryalleri stabilize etmek i¢in etkili bir teknoloji olmasina
ragmen, kullanimi agisindan uygulamasi ylksek 0zgunlik gostermekte ve her bir
bakteriyofajin ve kriyoprotektanin sonuglar1 kullanilan miktara, islemeye, depolamaya ve
diger streslere bagli olarak degisebilmektedir. Literatlirdeki bilgiler 1s181nda, kullanilan
bakteriyofajlarin 6zellikleri, secilen kriyoprotektan maddenin konsantrasyonu ve
liyofilizasyon prosesinin, liyofilize tozlarin aktivitesi izerinde 6nemli etkileri oldugu ve
sonuglarin iriine ve ¢alismalara gore Yylksek bireysellik gosterdigi sonucuna
varilabilmektedir. Genel olarak, diisiik sicakligin (4°C) bakteriyofaj depolamasi i¢in en
uygun kosulu sagladigini gostermistir. Oda sicakliginda (25°C) depolama, bakteriyofaj
yapisini bozabilecek termal kararsizlifa neden olabilmesi sebebiyle sinirli ve degisken

bir basariya sahiptir.

Bu calisma kapsaminda bakteriyofaj koleksiyonumuzda bulunan S. Enteritidis F5-4, S.
Typhimurium L2-1 ve S. Typhimurium ICB1-1 bakteriyofajlar1 kullanilarak hazirlanan
bakteriyofaj kokteylinin farkli kriyoprotektanlar ile gergeklestirilen liyofilizasyon
isleminden nasil etkilendigi ve depolama siiresince bakteriyofaj titresindeki kayiplar
ortaya konulmustur. Elde edilen liyofilize tozlarin aktiviteleri izlenmis ve en bagarili

kriyoprotektan, 4+1°C ve 25+1°C’de 12 aylik depolamada saklanan 0,3 M sakkaroz
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jelatin karisimi olarak secilmistir. Bu ¢alismada sakkaroz jelatin karigimi Salmonella
bakteriyofajlarinda yardime1r madde olarak ilk kez kullanilmis ve basarili sonuglar elde
edilmigtir. Bakteriyofajlarin kurutulmasi iizerine yayinlanmig c¢alismalarin biiyiik
cogunlugunda ortak nokta gerceklestirilcek proses kosullarinin segilen bakteriyofaja
biiyiik bir spesifiklik tasimasi nedeniyle optimize edilmesi gerektigidir. Bu sebeple farkli
kurutma c¢alismalarinda kullanilan bakteriyofajlarin, segilen kimyasallarin ve
konsantrasyonlarin, uygulanan proses kosullarinin farklilig1 ¢alismalarin birbirlerine ile
kiyaslanabilirligini 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir. Bu durumun Oniine ge¢mek igin,
calisilacak bakteriyofaj icin mutlaka proses kosullar1 ve kullanilacak kimyasallarin
optimize edilmesi gerekmektedir. Ayni sekilde depolama siirecindeki davranislarinda
goriilen degiskenlik sebebiyle her bakteriyofaj icin ayr1 ayri ¢alisiimast dnerilmektedir.
Liyofilize bakteriyofaj Orneklerinde antimikrobiyal etkide gozlenen bu basari, ticari
preparasyon gelistirme, tasima, kisa ve uzun siireli depolama agisindan birgok avantaji
beraberinde getirmektedir. Liyofilizasyon ile elde edilen etkinligin arttirilmasi i¢in gida
tlketici kabul kriterlerini etkilemeyecek, kolay temin edilebilir ve ucuz yardimci

maddelerin optimum formiilasyonuna yonelik ¢aligmalar tesvik edilmelidir.

4.2.2. Piiskiirtmeli Kurutma ile Bakteriyofajlarin Kurutulmasi ve Depolama

Sirasinda Etkinliginin incelenmesi

Bu ¢aligmada kapsaminda dort farkli eksipiyan (mannitol, kazein, yagsiz siit tozu ve
maltodekstrin) kullanilarak hazirlanan piiskiirtmeli kurutma yontemi ile kurutulmus
bakteriyofaj tozlarinin depolama etkinlikleri 4+1°C ve 25+1°C’de karsilastirmali olarak
incelenmistir. Sekil 4.10 - Sekil 4.13 arasinda piskiirtillerek kurutulmus bakteriyofaj

tozlariin cam kaplardaki gorselleri verilmistir.
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Sekil 4.10. Piiskiirtmeli kurutma sonrasi kazein (% 10) drnekleri

Sekil 4.12. Piiskiirtmeli kurutma sonras1t mannitol (0,5 M) 6rnekleri
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Sekil 4.13. Piskiirtmeli kurutma sonras1 maltodekstrin (% 15) érnekleri

Calisma kapsaminda segilen eksipiyanlar, gida ile uyumlu, nispeten kolay elde nedeniyle
tercih edilmistir. Secilen yontemin maliyetleri g6z 6niinde bulundurularak nispeten ucuz
eksipiyanlar tercih edilmeye calisilmistir. Daha once diger arastirmacilar tarafindan
gergeklestirilen  caligmalar, agar  lzerinde  farkli  eksipiyanlarin  ¢esitli
konsantrasyonlarinda kullaniminin fajlarin  canliligina olan etkisini bildirmistir.
Gergeklestirilen ¢aligmalar ¢ogunlukla farmasotik amaclar igin secilen fajlar ve buna
uyumlu eksipiyanlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bildigimiz kadariyla bugiine kadar,
gidalarin biyokontrolu igin puskurtmeli kurutma ile kurutulmus bakteriyofaj tozu
kullanimina iligkin bir galismaya rastlanilmamustir. Bu bilgiler dogrultusunda ilk kez taze
ve depolanmus piskiirtillerek kurutulmus bakteriyofaj iceren tozlarin gercek gida

maktriksindeki etkinligi ortaya konulmustur.

Cizlege 4.5’te verildigi gibi puskirtmeli kurutma islemi sirasinda bakteriyofajlarda
karsilagilan titre kaybi, kullanilan tiim eksipiyanlar i¢in 1,19-1,95’lik bir log azalma
seklinde gozlenmistir. Pliskiirtmeli kurutma isleminde secilen eksipiyanlar igerisinde en
az bakteriyofaj titre kaybt 0,3 M mannitol ve % 15 Maltodekstrin Orneklerinde
gbzlenmistir. Piliskiirtmeli kurutma prosesi sirasinda bakteriyofaj titresindeki azalma en
diisiikten en yiiksege olacak sekilde maltodekstrin karigimlari, yagsiz siit tozu, mannitol
ve kazein seklinde elde edilmistir. Bu siralamada 0,3 M mannitol bir istisnay1 temsil
etmektedir. Literatiirde piiskiirtmeli kurutma islemi sirasinda faj aktivitesinde farkli
eksipiyanlar i¢in farkli seviyelerde azalma gozlendigi rapor edilmistir. Edilen veriler
1s181nda piiskiirterek kurutma c¢ok kiiciik pargaciklar elde edilmesine izin vererek 6zellike

farmasotik uygulamalar da daha fazla 6giitmeye gerek kalmadan pulmoner uygulama igin
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kullanima izin vermesine ragmen, dondurarak kurutmada elde edilen yiiksek titre
degerlerini korumada daha az basarilidir [155]. Bakteriyofajin piiskiirtiilerek kurutulmasi
icin en iyi kosullar, biyolojik materyallerin piiskiirtiilerek kurutulmasinda (70-100°C)
tipik olarak kullanilandan ¢ok daha diisiik olan diisiik ¢ikis hava sicakliklar1 (40-60°C)
olma egilimindedir [155]. Bu sebeple bu tez ¢alismasi kapsaminda muhtemel kayiplarin
minimize edilmesi i¢in ¢ikis sicakligi 45°C olacak sekilde segilmistir. Piiskiirtmeli
kurutmadaki canlilik kaybinin bir kismi atomizasyon siirecinden kaynaklanabildigi tek

etkenin sicaklik olmadigi bilinmektedir [155].

Sekil 4.14 ve Sekil 4.15 sirastyla 4+£1°C ve 25+1°C’de 12 aylik depolama sirasinda farkl
eksipiyanlarin bakteriyofaj stabilitesini gdstermektedir. Depolama stabilitesi, ¢alisma
kapsaminda ilk (i¢ ay boyunca iki haftalik periyotlar ile daha sonraki dénemde ise aylik
periyotlar ile titre sayimi1 seklinde gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, 4+1°C
ve 25+1°C sicaklikta depolanan siv1 faj ornekleri sirastyla 2,50 ve 4,62 log birim titre
kayb1 gostermistir. Her iki depolama sicaklikliginda, sivi bakteriyofaj kokteyli tim
puskirtmeli kurutma ile kurutulmus faj tozlarindan 6nemli 6l¢iide daha yiiksek titre kayb1
(p<0,05) sergilemistir. % 15 maltodekstrin ve % 5 kazein kullanilarak hazirlanan
puskartilerek kurutulmus bakteriyofaj tozlari, 4+1°C ve 25+1°C’de sirasiyla 1,77 ve 2,61
log birim azalma ile 12 aylik depolama i¢in en yiiksek stabiliteyi gosterirken, diger
eksipiyanlarin daha az kararli oldugu tespit edilmistir. Diger ekspiyanlar igin
konsantrasyon ve titre kayb1 arasinda anlamli bir korelasyon gézlenmemis ve 4+1°C ve
25+1°C’de 6nemli bir degiskenlik meydana gelmemistir. Secilen eksipiyanlardan % 15
maltodekstrin ile kurutulup 4+1°C’de depolanmis ve % 5 kazein ile kurutulup 25+1°C’de
depolanmis toz ornekler, 12 ayda diger diger eksipiyanlara ve sivi faj kokteyline gore
onemli Olclide daha az faj titer kaybi (p<0,05) gostermistir. 4+1°C’de depolanan
piskiirtillerek kurutulmus bakteriyofaj tozlari, 25+1°C’de depolanan bakteriyofaj
tozlarina kiyasla daha diistik titre kayiplari gostermistir. Depolama kosullarindan
bagimsiz olarak tiim formiilasyonlarda zamanla bakteriyofa; sayilarinda azalma

gozlenmistir.
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Cizelge 4.5. Farkli eksipiyanlar malzemelerin varliginda piskiirtiilerek kurutulmus

bakteriyofaj kokteylinin proses kayiplari

Eksipiyanlar ti-to (log POB)
0,3 M Mannitol 1,19+0,28¢
0,5 M Mannitol 1,74+0,512b¢
0,8 M Mannitol 1,56+0,5130.cd
% 5 Kazein 1,95+0,362

% 10 Kazein 1,70+0,382b.cd
% 15 Kazein 1,63+0,532b.cd
% 5 Yagsiz Siit Tozu 1,76+0,422P
% 10 Yagsiz Siit Tozu 1,40+0,31Pcd
% 15 Yagsiz Siit Tozu 1,41+0,54°cd
% 5 Maltodekstrin 1,53+0,272bcd
% 10 Maltodekstrin 1,37+0,51°cd
% 15 Maltodekstrin 1,23+0,58%¢

Baglagi¢ sivi ¢ozeltide bulunan bakteriyofaj kokteyli 13,51 log POB. Sonuglar, ortalama log faj titresinin
kaybi olarak gosterilmigtir. Farkli tist simgelerle gdsterilen sonuglarda, ilgili siitunlarida istatistiksel olarak
anlaml 6l¢tide farklilik bulunmaktadir (p<0,05).

Her eksipiyan grubu i¢in kendi numune grubundaki en etkili numunenin su aktivitesi (aw)
(Cizelge 4.6) ve partikil boyutu analizi (Cizelge 4.7) yapilmistir. Piiskiirtmeli kurutma
ile kurutulmus bakteriyofaj tozlarinin baslangic aw degerlerinin 0,06-0,08 araliginda
oldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar, % 15 maltodekstrinin en diisiik aw degerine
sahip oldugunu ortaya koymus; bu da, bu kuru bakteriyofaj kokteyli formunun mikrobiyal
blyiime (bakteri, maya ve kiif gibi) agisindan mikrobiyal giivenligini gostermektedir
[272, 289]. Ortalama partikiil ¢aplar1 790,5 ile 1235,5 nm arasindadir. Daha 6nceki
calismalarda farkli bakteriyofaj ve eksipiyan kullanilmasi nedeniyle farkli ortalama ¢ap

degerleri elde edilmistir.
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Cizelge 4.6. Piskiirtmeli kurutma ile elde edilen bakteriyofaj tozlari i¢in su aktivitesi

Ornekler Su aktivitesi (a ) Sicaklik (°C)
0,3 M Mannitol 0,0828+0,0035 22,79
% 5 Kazein 0,0722+0,0030 25,09
% 15 Yagsiz siit tozu 0,0888+0,0042 25,04
% 15 Maltodekstrin 0,0626+0,0030 25,05

Cizelge 4.7. Puskiirtmeli kurutma ile elde edilen bakteriyofaj tozlar1 partikiil boyutlar

Ornekler Ortalama partiktl Ortalama polidispersite

biiyiikliigii (d.nm)  indeksi

0,3 M Mannitol 891,8+162,3 0,75+0,08
% 5 Kazein 1235,5+433,3 0,94+0,08
% 15 Yagsiz siit tozu 1135,6+397,2 0,75+0,16
% 15 Maltodekstrin 790,5+18,2 0,66+0,03

Bakteriyofaj tozlarinin iiretiminde en ¢ok tercih edilen yardimci maddeler poli- ve
disakkaritler (6rn, maltodekstrin, dekstran, trehaloz, laktoz, sakkaroz), proteinler (6rn,
kazein, peynir alt1 suyu proteini izolat1 ve laktoferrin) ve bunlarin karigimlar1 olarak
siralanabilir [155, 186]. Ornegin, peynir alt1 suyu proteini izolat1, gastrik asit kosullarinin
olumsuz etkilerine karsi bakteriyofajlarin basarili bir sekilde korunmasini saglamistir
[290, 291]. Ayrica, trehaloz, sakkaroz ve laktoz kullanimi, bakteriyofaj siispansiyonlarini
puskiirterek kurutmak ig¢in umut verici sonuglar saglamistir [185]. Ayrica dekstran,
laktoz, glukoz, sakkaroz, mannitol ve 16sin gibi yardimci maddelerin bakteriyofaj
tozlarinin dagilabilirligine olumlu etkisi oldugu bildirilmistir [183, 186, 200]. Leung ve
ark., bakteriyofajlarin piiskiirtmeli kurutulmasi ig¢in mannitol kullanmanin daha iyi
partikiil ve farkli seviyede bakteriyofaj canliligi ile sonuglandigini savunmustur [183,

184].
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Calismalarda goriilen bu degiskenlik, ekspiyanlarin bakteriyofajlari koruma yeteneginin
degiskenligine atfedilebilmekte ve bakteriyofaj tirt ve fizikokimyasal 6zelliklere (6rn,
tictlinciil ve dordiinciil yapi, sekil) ve isleme kosullarina bagli olabilmektedir. Kazein gibi
proteinlerin eklendigi trehaloz formiilasyonlarinin fajlarin termal stresten korunmasinda
olumlu etkileri oldugu goriilmiistiir [186]. Sadece tampon kullanan bakteriyofajlarin kuru
tozu, 1-10 log POB titre azalmasi gostermis [201, 292] ve sakkaroz [201, 205], laktoz
[201, 204] ve trehaloz gibi sekerlerin eklenmesi, kurutma islemi ve depolama sirasinda
fajlarin daha iyi korunmasini sagladig1 rapor edilmistir. Gonzalez-Menéndez ve ark,
4°C’de 12 ay boyunca hem yagsiz siitte hem de trehalozda canli kapsiillenmis
bakteriyofajlar (philPLA-RODI ve philPLA88) iceren kuru tozlar elde etmek icin
puskiirtmeli kurutma kullanmistir. Caligma sonuglari, bakteriyofajlarin  20°C’de
depolanmasinin daha az etkili oldugunu, philPLA-RODI’nin her iki stabilizatorde de
yalnizca 6 ay stabil oldugunu ortaya ¢ikarmistir [285].

Daha once, farkli bakteriyofajlar ve farkli eksipiyanlarla depolama sirasinda sadece
bakteriyofaj aktivitesi calismalar1 yapilmis ve gida numunelerinde pliskiirtmeli kurutma
ile toz haline getirilmis bakteriyofajlarin aktivitesi gosterilmemistir. Bakteriyofajlarin
kuru formlari, daha uzun siireli aktivite, maliyet etkinligi, agirlikta hafiflik ve tasima ve
depolama i¢in kompaktlik gibi 6nemli avantajlara sahiptir. Plskiirtmeli kurutma, cesitli
biyolojik partikulleri stabilize etmek icin en etkili yontemlerden biri olarak kabul edilse
de, ticari faj kullanimi1 baglamindaki uygulamasi, her bir bakteriyofajin ve eksipiyanin
sonuglarmin kullanilan miktara, islemeye ve depolama ve diger streslere bagli olarak
degismesi nedeniyle sinirlidir. Literatiirdeki bilgiler 1s181nda, kullanilan bakteriyofajlarin
ozellikleri, secilen yardimc1 maddenin konsantrasyonu ve piiskiirtmeli kurutma isleminin
kurutulmus tozlarin aktiviteleri lizerinde onemli etkileri oldugu ve sonuglarin duruma
gore degismektedir. Genel olarak, diisiik sicakligin (4°C) bakteriyofaj depolamasi i¢in en
uygun kosulu sagladigini gostermistir. Oda sicakliginda (25°C) depolama, bakteriyofaj
yapisini bozabilecek termal kararsizliga neden olabilmesi sebebiyle sinirli ve degisken

bir basariya sahiptir.

Tez galigmasinin bu boliimii kapsaminda, piiskiirtmeli kurutma yontemi kullanilarak S.

Enteritidis F5-4, S. Typhimurium L2-1 ve S. Typhimurium ICB1-1 bakteriyofajlar1 ile
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hazirlana kokteylinin farkli eksipiyanlar varliginda kurutma prosesinden nasil etkilendigi
ve depolama siresince bakteriyofaj titresindeki degismeler ortaya konulmustur. Elde
kurutulmus tozlarin aktiviteleri izlendiginde ve en basarili eksipiyan, 4+1°C 12 aylik
depolama sonunda % 15 maltodekstrin ve 25£1°C’de 12 aylik depolama sonunda % 5
kazein olarak se¢ilmistir. Daha Once bakteriyofajlarin kurutulmas: ile ilgili bilimsel
caligmalar incelendiginde, proses sonrasi kayip ve depolama sonrasi canliligini bir
bakteriyofajdan digerine degistigini ve kurutma kosullariin her bakteriyofaj igin
optimize edilmesi gereken, formiilasyon parametrelerine biiyiik dl¢iide bagli oldugunu
actkca gostermektedir. Literatiirdeki bu  eksiklik, proses kosullari, secilen
formiilasyonlarin ve kullanilan bakteriyofajlarin birbirinden farkli olmasina sebebiyle
kiyaslanabilmeyi biiylik Olclide azaltmaktadir. Segilecek eksipiyanin ve yapilacak
formiilasyonun kullanilacak bakteriyofaj i¢in mutlaka bireysel olarak denemesi

onerilmektedir.

4.2.3. Vakum Kopiik Kurutma ile Bakteriyofajlarin Kurutulmasi ve Etkinliginin
Incelenmesi

4.2.3.1. Kimyasallarin Etkisinin Degerlendirilmesi

Vakumla kopiikk kurutma i¢in segilen {i¢ farkli kopiiklestirici ajan ile stabilizor
malzemenin bakteriyofaj izerine etkisinin incelenmesi icin tekli sollisyon-bakteriyofaj ve
ikili solisyon-bakteriyofaj etkisi incelenmistir. Bu amagla 2 saat arayla bakteriyofaj
titresindeki diigme izlenmistir. Sekil 4.16°da gosterildigi lizere segilen kopiiklestirici
ajanlar arasinda bakteriyofaj titre diismesi en az olan kimyasal sigir serum albumini
olarak kaydedilmistir. Sekil 4.17°de gosterildigi iizere secilen stabilizor ajanlar arasinda
bakteriyofaj titre dligmesi en az olan kimyasal gliserol olarak kaydedilmistir. S1gir serum
albuminde (BSA) goriilen titre diismesinin gliserole (GLY) kiyasla daha az oldugu

gbzlenmistir.
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Sekil 4.17. Ug farkli stabilizor ajanin bakteriyofaj titresi iizerine etkisi

Ikili soliisyon-bakteriyofaj etkisinin incelenmesi i¢in, bakteriyofaj titresi diisiisii iizerinde
en az etki gosteren sigir serum albumini ve gliserol ¢ozeltilerinin ikili karigimlari

hazirlanmis ve ikili etki 2, 4 ve 6 saat siireyle izlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Ikili soliisyonun (s181r serum albumini (BSA) ve gliserol (GLY)) bakteriyofaj

titresi Uzerine etkisi

Ikili soliisyon-bakteriyofaj etkisinin incelenmesi igin, s11r serum albumini ve sakkaroz
¢ozeltilerinin ikili karisimlart hazirlanmuis ve ikili etki 2, 4 ve 6 saat siireyle izlenmistir

(Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Ikili séliisyonun (s1gir serum albumini (BSA) ve sakkaroz) bakteriyofaj titresi

Uizerine etkisi
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Farkli kimyasallarin bakteriyofaj canlilig1 tizerinde mindr etkileri, bakteriyofaj depolama
tamponunun  seyreltilmesinedeniyle iyonik giicteki degisiklige bagli olarak
gergeklesebilecegi diisiilmektedir. Bu duruma iliskin literatiirde benzer Ornekler
goriismeketdir. Leung ve ark., tarafindan gerceklestirilen ¢alisma kapsaminda PEV2
bakteriyofajinin piiskiirtmeli kurutma ile ile kurutulmasi kapsaminda kullanilan
formiilasyonlarin kurutma Oncesi formiilasyon hazirlik asamasinda bakteriyofaj
tiresindeki etkisi incelenmis ve formiilasyon asamasinda stok faj soliisyonunun 100 kat

seyreltimesi ile hazirlanan formiilasyonlarda ~0,5 log titre kayb1 yasadindigi goriilmiistiir
[183].

4.2.3.2. Kopiik Olusumu ve Vakumla Képiik Kurutma Etkisinin Degerlendirilmesi

Vakumla kopiik kurutma i¢in segilen sigir serum albumin ve gliserol ile olusturulan ii¢
farkli soliisyonun (soliisyon A, soliisyon B, soliisyon C) kopiik olusumu ve kurutma
sonrasi bakteriyofaj titresi belirlenmistir. Solisyon A, B ve C igin yas kopiik (Sekil 4.20)
ve kurutma onceki petriye aktarilan yas kopiik (Sekil 4.21) gorselleri verilmistir. Kurutma

esnasinda hacim artisina iliskin gorsel Sekil 4.22°de verilmistir.

Soliisyon A: Soliisyon B: Soliisyon C:
%10 (agirhik/hacim) sigir serum %15 (agirhik/hacim) sigir serum %20 (agirlik/hacim) sigir serum
albumini + %10 (hacim/hacim) albumini + %10 (hacim/hacim) albumini + %10 (hacim/hacim)
gliserol + %10 (hacim/hacim) gliserol + %10 (hacim/hacim) gliserol + %10 (hacim/hacim)
bakteriyofaj bakteriyofaj bakteriyofaj

Sekil 4.20. Proses I kosullarinda soliisyon A, B ve C i¢in vakum kurutma 6ncesi kopiik

gorselleri
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Soliisyon A: Soliisyon B: Soliisyon C:
%10 (agirlik/hacim) sigir serum %15 (agirlik/hacim) sigir serum %20 (agirlik/hacim) sigir serum
albumini + %10 (hacim/hacim) albumini + %10 (hacim/hacim) albumini + %10 (hacim/hacim)
gliserol + %10 (hacim/hacim) gliserol + %10 (hacim/hacim) gliserol + %10 (hacim/hacim)
bakteriyofaj bakteriyofaj bakteriyofaj

Sekil 4.21. Proses I kosullarinda soliisyon A, B ve C i¢in vakum etiive yerlestirilen kopiik

gorselleri

Sekil 4.22. Proses I kosullarinda soliisyon A, B ve C i¢in vakum altinda kurutma

sirasinda orneklere ait hacim degisikligi gorselleri

Kopiik olusumu sonrasi yas kopiik titresinde 0,08 log POB titre diisiisii gozlenmistir
(Sekil 4.23). Proses | (35£1°C, 0,02 MPa, 4 saat) kosullarinda yapilan kurutma sonrasi
bakteriyofaj titresinde soltisyon A icin 0,84 log POB, sollisyon B icin 0,81 log POB ve
soliisyon C i¢in 0,80 log POB titre diisiisii gézlenmistir (Sekil 4.23).
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Koplk Formilasyonu

Sekil 4.23. Proses I kosullarinda soliisyon A (% 10 BSA + % 10 GLY), solusyon B (%
15 BSA + 9% 10 GLY), soliisyon C (% 20 BSA + % 10 GLY) i¢in yas koptik

ve kurutma sonrasi kopiikte bakteriyofaj titre diislisii

Proses I kosullarinda kurutulan orneklerin kurutma sonrasi gorselleri Sekil 4.24°te
gosterilmistir. Kurutma sonu elde edilen ¢iktilarda bakteriyofaj canlilig1 agisindan basarili
sonuglar elde edilmesine ragmen kurutulmus orneklerin cam petrilerden baska bir

depolama kabina alinmasi agisindan yapiskanlik ve toplaklanma konularinda sorunlar

bulunmaktadir.

Sekil 4.24. Proses I kosullarinda soliisyon A, B ve C i¢in vakum kurutma sonrasi

gorselleri (soldan saga: soliisyon A, soliisyon B, soliisyon C)
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Vakumla kopiik kurutma icin segilen sigir serum albumin ve sakkaroz ile olusturulan ii¢

farkli soliisyonun (soliisyon D, soliisyon E, soliisyon F) kopiik olusumu ve kurutma

sonrast bakteriyofaj titresi belirlenmistir. Kopiik olusumu sonrasi yas kopiik titresinde

0,08 log POB titre diisiisii gozlenmistir (Sekil 4.25). Proses | (35+1°C, 0,02 MPa, 4 saat)

kosullarinda yapilan kurutma sonrasi bakteriyofaj titresinde soliisyon D ig¢in 0,85 log

POB, sollsyon E i¢in 0,83 log POB ve solisyon F i¢in 0,80 log POB titre diisiisii

g0zlenmistir. Proses I kosullarinda kurutulan 6rneklerin kurutma 6ncesi (Sekil 4.26 ve

Sekil 4.27), kurutma esnasi (Sekil 4.28 ve Sekil 4.29) ve kurutma sonrasi gorselleri Sekil

4.30 ve Sekil 4.31°de gosterilmistir.
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Koplik Formilasyonu

Sekil 4.25. Proses I kosullarinda soliisyon D, soliisyon E, soliisyon F i¢in yas kopiik ve

kurutma sonrasi kopiikte bakteriyofaj titre diisiisii

Soliisyon D:
%10 (agirlik/hacim) sigir serum
albumini + %10 (hacim/hacim)
sakkaroz + %10 (hacim/hacim)
bakteriyofaj

Soliisyon E:
%15 (agirhk/hacim) sigir serum
albumini + %10 (hacim/hacim)
sakkaroz + %10 (hacim/hacim)
bakteriyofaj

Soliisyon F:
%20 (agirhk/hacim) sigir serum
albumini + %10 (hacim/hacim)
sakkaroz + %10 (hacim/hacim)
bakteriyofaj

Sekil 4.26. Proses I kosullarinda soliisyon D, E ve F i¢in vakum kurutma 6ncesi kopiik

gorselleri
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Soliisyon D: Soliisyon E: Soliisyon F:
%10 (agirhk/hacim) sigir serum %15 (agirhk/hacim) sigir serum %20 (agirlik/hacim) sigir serum
albumini + %10 (hacim/hacim) albumini + %10 (hacim/hacim) albumini + %10 (hacim/hacim)
sakkaroz + %10 (hacim/hacim) sakkaroz + %10 (hacim/hacim) sakkaroz + %10 (hacim/hacim)
bakteriyofaj bakteriyofaj bakteriyofaj

Sekil 4.27. Proses I kosullarinda soliisyon D, E ve F i¢in vakum etiive yerlestirilen kopiik
gorselleri

Sekil 4.28. Proses I kosullarinda soliisyon D, E ve F i¢in vakum altinda kurutma sirasinda

orneklere ait hacim degisikligi gorselleri

Sekil 4.29. Proses I kosullarinda soliisyon D, E ve F i¢in vakum altinda kurutma sirasinda

kopuklerin soniimlenmesi
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Proses I kosullarinda kurutulan 6rneklerin kurutma sonrasi gorselleri Sekil 4.30 ve Sekil
4.31°de gosterilmistir. Kurutma sonu elde edilen c¢iktilarda bakteriyofaj canlilig
acisindan basarili sonuglar elde edilmis ve kurutulmus 6rneklerin cam petrilerden baska
bir depolama kabina alinmasi agisindan yapiskanlik ve toplaklanma konularinda gliserol

kullaniminda yasanilan sorunlar ile karsilasilmamaistir.

| 7

Sekil 4.30. Proses I kosullarinda soliisyon D, E ve F i¢in vakum kurutma sonras1 gorselleri

(soldan saga: soliisyon D, soliisyon E, soliisyon F)

Sekil 4.31. Proses I kosullarinda soliisyon D, E ve F i¢in vakum kurutma sonras1 gorselleri

(soldan saga: soliisyon D, soliisyon E, soliisyon F)

Vakumla képuk kurutma igin segilen sigir serum albumin ve sakkaroz ile olusturulan iig¢
farkli soliisyonun (soliisyon D, soliisyon E, soliisyon F) kopiik olusumu ve kurutma
sonrast bakteriyofaj titresi Proses II (35£1°C, 0,06 MPa, 5 saat) kosullarinda
belirlenmistir. Kopilik olusumu sonrasi yas koptik titresinde 0,08 log POB titre diisiisii
gbzlenmistir. Kurutma sonrasi bakteriyofaj titresinde soliisyon D icin 0,74 log POB,
soliisyon E icin 0,72 log POB ve soliisyon F icin 0,68 log POB titre diisiisii gdzlenmistir

(Sekil 4.32). Proses II kosullarinda kurutulan 6rneklerin kurutma 6ncesi (Sekil 4.33 ve
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Sekil 4.34), kurutma esnasi1 (Sekil 4.35) ve kurutma sonras1 gorselleri Sekil 4.36°da

gosterilmistir.
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Sekil 4.32. Proses II kosullarinda soliisyon D, soliisyon E, soliisyon F i¢in yas kopiik ve

kurutma sonrasi kopiikte bakteriyofaj titre diisiisii

:
‘. - . =
Soliisyon D: Soliisyon E: Soliisyon F:
%10 (agirhik/hacim) sigir serum %15 (agirlik/hacim) sigir serum %20 (agirlik/hacim) sigir serum
albumini + %10 (hacim/hacim) albumini + %10 (hacim/hacim) albumini + %10 (hacim/hacim)
sakkaroz + %10 (hacim/hacim) sakkaroz + %10 (hacim/hacim) sakkaroz + %10 (hacim/hacim)
bakteriyofaj bakteriyofaj bakteriyofaj

Sekil 4.33. Proses II kosullarinda soliisyon D, E ve F i¢in vakum kurutma 6ncesi kopiik

gorselleri
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Soliisyon D: Soliisyon E: Soliisyon F:

%10 (agirhk/hacim) sigir serum %]15 (agirhik/hacim) sigir serum %20 (agirhk/hacim) sigir serum
albumini + %10 (hacim/hacim) albumini + %10 (hacim/hacim) albumini + %10 (hacim/hacim)
sakkaroz + %10 (hacim/hacim) sakkaroz + %10 (hacim/hacim) sakkaroz + %10 (hacim/hacim)
bakteriyofaj bakteriyofaj bakteriyofaj

Sekil 4.34. Proses II kosullarinda soliisyon D, E ve F i¢in vakum etiive yerlestirilen

kopuk gorselleri

Sekil 4.35. Proses II kosullarinda soliisyon D, E ve F i¢in vakum altinda kurutma

sirasinda orneklere ait hacim degisikligi gorselleri

Sekil 4.36. Proses II kosullarinda soliisyon D, E ve F i¢in vakum altinda kurutma vakum

kurutma sonrasi gorselleri (soldan saga: soliisyon D, soliisyon E, soliisyon F)
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Vakumla kopiik kurutma icin seg¢ilen sigir serum albumin ve sakkaroz ile olusturulan ii¢

farklr soliisyonun (soliisyon D, soliisyon E, soliisyon F) kopiik olusumu ve kurutma

sonrast bakteriyofaj titresi Proses III (25+£1°C, 0,02 MPa, 8 saat) kosullarinda

belirlenmistir. Kopiik olusumu sonrasi yas kopiik titresinde 0,08 log POB titre diisiisii

gozlenmistir. Kurutma sonrast bakteriyofaj titresinde soliisyon D i¢in 0,83 log POB,

soliisyon E icin 0,81 log POB ve soliisyon F icin 0,78 log POB titre diisiisii gdzlenmistir

(Sekil 4.37). Proses III kosullarinda kurutulan 6rneklerin kurutma oncesi (Sekil 4.38 ve

Sekil 4.39), kurutma esnasi (Sekil 4.40 ve Sekil 4.41) ve kurutma sonrasi gorselleri Sekil

, .. ..
4.42°de gosterilmistir.
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Koplik Formilasyonu

Sekil 4.37. Proses III kosullarinda soliisyon D, soliisyon E, soliisyon F i¢in yas kopiik ve

kurutma sonrasi1 kopiikte bakteriyofaj titre diisiisii

-

Soliisyon D:
%10 (agirhk/hacim) sigir serum
albumini + %10 (hacim/hacim)
sakkaroz + %10 (hacim/hacim)
bakteriyofaj

\
Soliisyon E:
%15 (agirlik/hacim) sigir serum
albumini + %10 (hacim/hacim)
sakkaroz + %10 (hacim/hacim)
bakteriyofaj

Soliisyon F:
%20 (agirhk/hacim) sigir serum
albumini + %10 (hacim/hacim)
sakkaroz + %10 (hacim/hacim)
bakteriyofaj

Sekil 4.38. Proses |11 kosullarinda soliisyon D, E ve F i¢in vakum kurutma 6ncesi kopiik

gorselleri
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Soliisyon D: Soliisyon E: )

%10 (agirhk/hacim) sigir serum %]15 (agirhik/hacim) sigir serum %20 (agirhk/hacim) sigir serum
albumini + %10 (hacim/hacim) albumini + %10 (hacim/hacim) albumini + %10 (hacim/hacim)
sakkaroz + %10 (hacim/hacim) sakkaroz + %10 (hacim/hacim) sakkaroz + %10 (hacim/hacim)
bakteriyofaj bakteriyofaj bakteriyofaj

Sekil 4.39. Proses III kosullarinda soliisyon D, E ve F i¢in vakum etiive yerlestirilen

kopuk gorselleri

Sekil 4.40. Proses III kosullarinda soliisyon D, E ve F i¢in vakum altinda kurutma

sirasinda orneklere ait hacim degisikligi gorselleri

Sekil 4.41. Proses III kosullarinda soliisyon D, E ve F i¢in vakum altinda kurutma

sirasinda kopiiklerin soniimlenmesi
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Sekil 4.42. Proses Il kosullarinda soliisyon D, E ve F i¢in vakum altinda kurutma vakum

kurutma sonrasi gorselleri (soldan saga: soliisyon D, soliisyon E, soliisyon F)

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismadan sigir serum albumini+gliserol ve sigir serum
albumini+sakkaroz kullanilarak iki farkli formiilasyonda S. Enteritidis F5-4
bakteriyofajinin vakum kopiik kurutma ile kurutulmasi calisilmistir. Kopiik kurutma
yaklagimin hem bakteriyel hem de viral asilarda kullanilmasiyla 1990’lara kadar yeniden
ortaya ¢ikmamistir. Hem Roser hem de Gribbon ve Victor Bronstein, virlsler ve
bakteriler gibi giiciinii koruyan kopiikle kurutulmus biyolojik iiriinler {iretmek i¢in bir
vakum siirecinin patentini almigtir [238-240]. Truong ve ark. 2000’lerde, canli
zayiflatilmig grip virlisli ve parainfluenza viriisii gibi viral agilarin potensinin korunmast
i¢in, liyofilizasyon gibi diger geleneksel yontemlere gére depolama stabilitesinde 6nemli
bir gelisme gosteren bir vakumlu kopiik kurutma isleminin gelistirilmesi izlemistir [241].
Si1g1r vebasi ve peste des petits ruminant viriisleri [262], Newcastle hastalig1 viriisii [263],
parainfluenza virtsu [242], Francisella tularensis bakterisi [248], Salmonella Typhi
bakterisi [249], kuduz viriisii [264] i¢in canhi zayiflatilmis asilar, domuz iireme ve
solunum sendromu virtisti [265] ve grip virlsu [247], liyofilizasyon ve/veya puskirtmeli
kurutmaya gore listiin stabilizasyon gostererek basariyla kopiikle kurutulmustur. Bu
kapsamda literatiirde biyolojik malzemelerin kopiik vakum kurutma ile kurutulmasinda
sinirli sayida caligma bulunmakla birlikte basarili sonuglar1 rapor edilmistir. Bu tez
kapsaminda oldugu gibi bir bakteriyofajin kopiik ile vacum altinda kurutulmasina iliskin
as1 calismalart disinda bir ¢alismaya rastlanmamis olmasi bu konuda g¢alismanin

Ozglnliigii ortaya koymaktadir.

Tez calismalar1 kapsaminda, sigir serum albumini ve gliserol kullanilarak yapilan

formiilasyon ¢alismasinda bakteriyofaj titresinde kabul edilebilir bir diislis gézlenmesine
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ragmen olusturulan kopiik formunda yiiksek vizkozitesi, kopligiin goreceli olarak daha
hizli sontimlenmesi ve kuruma sonu yapiskan formun elde edilen kurutulmus yapinin
baska bir depolama ortamina transferinde sorun yaratacagi sebebiyle camsi 6zelligi daha
yuksek bir formilasyona gecilmistir. Bu sebeple, sigir serum albumini ve sakkaroz
kullanilarak gelistirilen formiilasyonda gliserole kiyasla yiiksek vizkoziteli bir kopiik
formu elde edilmis ve kurutma sonrasinda bagka bir depolama ortamina transferinde
sorun olusturmayan kuru bakteriyofaj iceren toz ornekler elde edilmistir. Sigir serum
albumini ve sakkaroz formiilasyonu i¢in ti¢ farkli proses sonrasi bakteriyofaj titresindeki

diisiis izlenmis ve optimum prosese karar verilmistir.

Proses I ve Il arasinda kurutma sonras1 bakteriyofaj titresindeki diisiis incelendiginde iki
stirec arasinda belirgin bir fark bulunmamakla birlikte, Proses I11I diisiik sicaklik sebebiyle
daha uzun bir kurutma siiresine ihtiya¢ duymaktadir. Proses III siiresince 25+1°C’de
gerceklestirilen kopiik soniimlenmesinde yeterli kuruma olmadan kopiik sontimlendigi
icin kuruma yapilan kabin taban kismina 6rneklerin yapismasi ve ylizeyde kurumasi
gerceklesmistir. Bu sebeple kurutma sonu numunelerin kurutma petrilerinden alinirken
daha az kurutulmus numune geri alinabilmistir. Proses II yapilan islemler icerisinde
bakteriyofaj titresindeki azalmanin en az oldugu islem grubu olarak goriilmektedir. Bu
durumun sisteminde daha diigiik vakum altinda islem goérmesinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Proses II siiresince diisiik vakum altinda kopiik yeterli seviyede
ylkselip hava dolmamis olmasindan otiirii kurutma yapilan kabin taban kismina
orneklerin yapigmasi ve yiizeyde kurumasi ger¢eklesmistir. Bu sebeple kurutma sonu
numunelerin  kurutma petrilerinden alinirken daha az kurutulmus numune geri

alinabilmistir.

Bir ¢aligma kapsaminda Salmonella Typhi canli bakteri asisinin (Ty2la) giiciinii ve
immiinojenisitesini korumak i¢in kdpiikle kurutmanin etkinligi, Ohtake ve arkadaslari
tarafindan gosterilmistir [229]. Biiyliime ortamina sodyum kloriir ilave edilerek bakterileri
ozmotik strese maruz birakarak ve biiyiimenin duragan fazinda iken bakterinin kopiikle
kurutma ve sonrasindaki streslere karsi direncini arttirdigin1 bulmuslardir. Bakterilerin
kopiikle kurutmayla iligkili proses kaybini en aza indirmedeki énemli faktorlerden birini,

minimuma indirmek i¢in raf sicakligini kontrol ederken, basinci kademeli bir sekilde
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atmosferik basingtan 100 mTorr’un altina diisiirerek kdpilirme ve kurutma hizinin dikkatli
bir sekilde kontrol edilmesi oldugu rapor edilmistir. Ilk arastirmalar, proses kaybinin
cogunun, nemin uzaklastirilmasinin ¢ogunun gergeklestigi dongiiniin erken bdliimlerinde
meydana geldigini bulunmustur. Boylece, kisa dengeleme bekletmeleriyle sistem
basincinda kademeli disiisler yaparak dongii optimizasyonu yoluyla, proses kaybi

0,8’den 0,3 log KOB’ya diisiiriildiigii rapor edilmistir.

Kopiik formiilasyonu gelistirme siirecinde uygun bir tamponlama sistemi pH’1 kontrol
etmenin yani sira bir stabilizatdr veya ¢oziicli gorevi gorebilir ve koplirme isleminin
kendisine katilabilmesi acisindan belirli tamponlar ile gerceklestirilmektedir. Kopiik
kurutma ortam kosullarina yakin oldugundan, buz kristalleri olusturma, eksipiyanlari
dondurma-konsantre etme ve biiyiik pH kaymalar1 yaratma egilimi en aza indirilmekle
birlikte uygun tampon se¢imi ile basarili bir kurutma islemi gerceklestirilebilmektedir.
Kopiikle kurutulmus sigir serum albiiminiyle [247] ilgili bir ¢aligmada, sodyum fosfatin
potasyum fosfattan daha stabilize edici oldugu bulunmasi bu g¢alisma kapsaminda

kullanilan fosfat tamponu kullanimi tercih edilmistir.

Koptik kurutma i¢in yaygin olarak kullanilan amorf eksipiyanlardan sakkaroz hem
kurutma sirasinda hem de elde edilen camsi matris i¢cinde kaplandiginda nihai iiriinde
biyolojik stabilize eden disakaritlerdir. Sakkaroz diger polioller ayrica, proteinin yiiklii
bolgelerine hidrojen bagi yoluyla hidrasyonun kaybolan suyunu degistirerek biyolojik
olan1 kurumaya bagli denatiirasyona kars1 koruyabilmesi sebibiyle tercih edilmistir.
Sorbitol, gliserol veya dimetil siilfoksit (DMSO) gibi daha diisiik molekiiler agirlikl katki
maddeleri, cam olusturuculara gore dogru miktarda dahil edildiginde, bu amaglar igin
biyolojik kati dozaj formunun depolama stabilitesini gelistirmek icin basariyla
kullanilmustir [249, 272, 273]. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda gliserol 6zellikle biyolojik
ajanlar icin stabilizayon agisindan formiilasyonlarda bulunmasi tercih edilmesine ragmen
camsilik saglayacak sakkaroz gibi bir yapiin ortamda yoklugu durumunda yapiskanlik
ve topaklagsmanini, kurutma sonrasi tozlarin bagka bir depolama ortamina trasnferindeki

zorluklarin 6niine gecgilememistir.
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Basarili farmasotik uygulamalar1 arasinda Lovalenti ve ark., canli zayiflatilmis grip
asisinin (LAIV) sabit bir kat1 dozaj formunu iiretmek i¢in farkli kurutma yontemlerinin
etkinligini karsilagtirmistir [227]. Karsilastirmadan once, yardimci madde taramasi
yoluyla bir HIN1 grip virlisii susunun ayr1 ayri optimize edilmis kopiikle kurutulmus,
puskiirterek kurutulmus ve dondurularak kurutulmus formiilasyonlarini iiretmek igin
biraz caba sarf etmislerdir. Arginin ve jelatin ilavesinin kopiikle kurutulmus
formulasyonda stabilize edici bir etkisi olmasina ragmen, iyonik olmayan yiizey aktif
cismi Pluronic F68’den bir miktar stabilizasyon yarar1 sergileyen piiskiirtiilerek
kurutulmus formiilasyon iizerinde ihmal edilebilir bir etkisi oldugu raporlanmistir. Ticari
bir dondurularak kurutulmus formiilasyon (NASOVACTM) da karsilastirmaya dahil
edilmigtir. NASOVAC formiilasyonu, 4°C’de kopiikle kurutulmus formiilasyona benzer
sekilde performans gosterse de, kopiikle kurutulmus formiilasyon, 25°C ve 37°C’de tiim
formiilasyonlardan ¢ok daha diisiik gii¢ kayb1 orani sergilemistir. Aslinda, pliskiirtmeyle
ve dondurularak kurutulmus formiilasyonlar 37°C’de bir hafta sonral log’dan fazla kayip
gozlenirken, kopiikle kurutulmus formiilasyonun ayni miktar1 kaybetmesi 20 haftadan
uzun sirdigi rapor edilmistir. Kopiikle kurutulmus formiilasyonun, formilasyonlar
arasinda en diisiik cams1 geg¢is sicakligina (Tg) ve en yiiksek nem icerigine sahip olmasina
ragmen, asiy1 yliksek sicakliklarda stabilize etmede basarili olmasi sasirtict oldugu
vurgulanmustir. Stabiliteyi belirlemede daha 6nemli olabilecek molekdler hareketlilik gibi
baska fiziksel ozelliklerin varligi ve kopiikle kurutulmus formiilasyon i¢in bu istenen

ozelliklerin kazandirilmasinda daha etkili olabilecegi rapor edilmistir.

Elde edilen bulgular 1sinda Proses 11 (35£1°C, 0,06 MPa, 5 saat) soltisyon F i¢in 0,68 log
POB titre diisiisli calisma kapsaminda en basarili sonug olarak goézlenmistir. Proses I1 i¢in
kurutulmus numune geri kazaniminin artirilmasi i¢in kurutma kabi ve kabinlerinin
hacimlerinin artirilarak islem yapilmasi 6nerilmektedir. Bu sayede goreceli olarak diisiik
bir titre kaybinda, moderate bir sicaklikta, proses siirecinde miidahale etme imkan1 veren
bir sistemle bakteriyofajlarin kurutulmasi gergeklestirilebilmektedir. Kopiikle kurutma,
ozellikle canli viral veya bakteriyel asilar gibi kararsiz biyofarmasotikler i¢in, gelismis
depolama stabilitesine sahip biyolojik maddeler i¢in kat1 dozaj formlart tiretebilen ¢ekici
bir kurutma teknolojisini temsil etmektedir. Spesifik formulasyon eksipiyanlar nihai

stabilite profili icin kritik olmakla birlikte, kopiik kurutma ile kullanilan temel
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formiilasyon parametrelerinin birgogunun tipik farmasotik formiilasyonlarda yaygin

olarak kullanilanlar olabilecegi biiyiik bir avantajdir.

4.2.4. Kurutma Yéntemlerine Iliskin Elde Edilen Bulgularin Degerlendirilmesi

Bu tez galismasinin ilk boliimii kapsaminda, dondurarak kurutma (liyofilizasyon),
puskdrtmeli kurutma ve vakum kipik kurutma yontemleri ile bakteriyofajlarin
kurutulmasi, kurutma proses etkisinin izlenmesi ve depolama stabilitesinin incelenmistir.
Bu ¢aligma kapsaminda, proses kosullarmin bakteriyofajlarin titresi ilizerine etkisi
incelendiginde (Cizelge 4.8), her ii¢ yontem igin belirli islem kayiplar1 olustugu ve bu
kayiplardan en yiiksek olanin piiskiirtmeli kurutma oldugu goézlenmistir. Bu inceleme
kapsaminda liyofilizasyon ve piiskiirtmeli kurutma i¢in 12 aylik depolama sonunda en az
titre diisiisii gosteren formiilasyon ile vakum kopiik kurutma i¢in kurutma isleminde en
az titre dlslisii gosteren proses kosullari secilmistir. Cizelge 4.8 incelendiginde,
liyofilizasyon ile Uretilen bakteriyofaj tozlar1 diger yontemlere gore proses sonunda daha
az titre diisiisii sergilemistir. Vakum kopiik kurutma ise piiskiirtmeli kurutmaya kiyasla
belirgin derece daha az proses kaybi sergilerken, liyofilizasyon yontemi ile yaklasik

olarak benzer sonuglar uretmektedir.

Literatiirde depolama sirasinda bakteriyofaj aktivite c¢alismalar1 yapilmakta olup,
dondurularak kurutulmus ve piiskiirtmeli kurutma ile kurutulmus bakteriyofaj tozlarinin
aktiviteleri farkli bakteriyofajlar ve farkli yardimci maddeler ile sinirli sayida yapilan
caligmalarda gosterilmistir. Dondurarak kurutma ve piiskiirtmeli kurutma islemleri 1s1l
islem uygulamalarinin soguk ve sicak olmak tizere iki siir ucunu temsil etmektedir.
Kendi iclerinde optimizasyonlar sonucunda proses kayiplarinin minimize edilmesi
durumunda bile sirasiyla yaklagik 1-2 log bakteriyofaj kaybi yasandigi rapor edilmistir
[205, 282]. Bu proses kayiplarinin minize edilmesi amaciyla oOzellikle daha 1limh
kosullarda kurutma islemine imkan veren vakumla kopilik kurutma prosesinin bir
alternatif olusturabilecegi {izerine bir calisma gerceklestirilmistir. Vakumla kopiik
kurutma, ortam sicakligina yakin bir sicaklikta ¢aligabilme 6zelligini icermektedir. Bu,
kurutma igin diisiik veya yiiksek sicaklik gerektiren iglemlere kiyasla enerji tiikketimini
azaltmakta, daha ekonomik bir isleme ve malzeme iizerindeki stresin azalmasina olanak

tanimaktadir. Tez ¢alismasinin bu boliimiinde farkli formiilasyonlarda vakumla kopiik
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kurutma islemi gerceklestirilerek formiilasyon ve proses kosullarinin bakteriyofajlarin

kurutulmasina etkisi arastirilmistir.

Kuru toz bakteriyofaj formiilasyonlar1 liyofilizasyon, pliskiirtmeli kurutma ve vakum
koptik kurutma ile basarili bir sekilde islenmis olsa da, toz performansinin biiyiik dl¢lide
faj tipine, formiilasyon kimyasallarina ve bunlarin konsantrasyonlarina ve iiretim siirecine
bagli oldugu goriilmektedir. Liyofilizasyon c¢alismasi kapsaminda karsilasilan bu proses
kaybr yiiksek ozmotik basing degisiklikleri (olas1 ozmotik hasar) ve goreceli olarak diistik
sicakliklarda (<-20°C) hizli dondurma islemininden kaynaklandig diisiiniilmektedir. Bu
etkileri minize etmek i¢in proses kosullari, formiilasyonda kullanilan kriyoprotektanlar
ve tekrar rehidresyon isleminin optimize edilmesi gereklidir. Puskirtmeli kurutma
calismas1 kapsaminda ise kurutma hava sicakliginin olusturdugu termal stres ve nozulda
karsilasilan yiiksek kayma gerilimi bakteriyofajlarda canlilik kayni olusturduguna iliskin
raporlar bulunmaktadir. Bu durumun azaltilmasi i¢in piikiirtmeli kurutma islemine tabi
tutulacak bakteriyofajin 1sil tolerasina uygun proses kosullar ve kayma gerilminden
koruma saglayacak eksipiyanlar ile formiilasyon hazirlarak proses kosullarinin optimize
edilmesi gereklidir. Vakum kopuk kurutma yonteminde ise sivinin kopiirmesi ile olusan
yuzey ve kayma gerilimleri arayizeydeki protein kilifin zarar goérmesine neden
olabilmektedir. Buna ek olarak diger tiim kurutma yontemlerinde karsilasilan
dehidrasyon stresi ve osmatik stresin, protein agregasyonuna yol agabildigi rapor
edilmektedir. Bu durumun uygun cam olusturucularin, ylizey aktif maddelerin ve diger

stabilizatOrlerin kullanilmasi bu sorunlari en aza indirebilir.
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Cizelge 4.8. Kurutma proseslerinin incelenmesi

Yontem Formulasyon Baslangic Kurutma ¢ikisi Proses kaybi
bakteriyofaj bakteriyofaj (log POB)
(log POB) (log POB)
Liyofilizasyon 0,3 M sakkaroz+ 12,51 11,92 0,59
%1 jelatin
Puskdrtmeli %5 Kazein 13,51 11,56 1,95
kurutma %15 Maltodekstrin = 13,51 12,28 1,23
Vakum koplk % 15 sigir serum 9,93 9,25 0,68
kurutma albumini + % 10
sakkaroz

Liyofilizasyon, ptiskiirtmeli kurutma ve vakum kopiik kurutma yontemleri farkli proses
ekipman gereksinimi sebebiyle Ozellikle enerji maliyetinde farklilagma yaratan
proseslerdir. Liyofilizasyon islemi dondurma ve kurutma siireclerini birlikte barindirmasi
sebebiyle uzun proses siresine ihtiya¢ duyan ve bu sebeple enerji maliyeti gérece yiiksek
bir yontem olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Buna kiyasla piiskiirtmeli kurutma anlik
gerceklesen bir siire¢ olup kurutlacak iirlin miktarina bagli olarak maliyet teskil
etmektedir. Vakum kopiik kurutma ise donma iglemine gerek olmamasi sebebiyle gorece
liyofilizasyondan daha ekonomik bir yontem olarak goértiinmekle birlikte kesikli bir sistem
olmasi biiyiik 6lcekli tiretimler i¢in siirekli sistemlerin tasarlanmasi gerekliligini glindeme

getirmektedir.

Bakteriyofajlarin kurutulmasindaki onemli motivasyonlardan biri depolama siire ve
sicakliklarinda sagladigi avantajlarin yani sira tasima maliyetindeki etkileridir. Depolama
siiresince en az titre diislisli gosteren formiilasyonlar i¢in se¢ilen yontemin, sivi kiitleyi
kurutma prosesi sonrasi daha kolay ve ekonomik depolama ve tagima imkani sunan
miktarlara doniistiirme etkinligi incelenmistir. Bu kapsamda, liyofilizasayon c¢alismasi
icin 0,3 M sakkaroz ve %1 jelatin ¢6zeltisi ile hazirlanan soliisyonda toplam formiilasyon
agirhigi kurutma islemi sonunda 10 kat azaltilmistir. Piiskiirtmeli kurutma ¢aligsmasi i¢in
% 5 kazein icin 21 kat ve % 15 maltodektrin ¢ozeltisi ile hazirlanan formiilasyon i¢in 7,7
kat azaltilmistir. Vakum kopiik kurutma isleminde ise % 15 sigir serum albumini + % 10

sakkaroz i¢in 4 kat agirlik azaltilmstir.
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Bakteriyofajlar protein ve niikleik asitlerden olustugu i¢in s1v1 halde uzun siireli depolama
sirasinda aktivitelerini kaybetme riski tasimaktadirlar [207]. Bakteriyofajlar, protein
yapilarindan dolayi, proteinleri denatiire ettigi bilinen faktorlere karsi hassastir; bunlar
arasinda yiiksek sicakliklar, iyonik gii¢, organik ¢oziiciiler, pH ve araylizey etkileri yer
almaktadir.  Bakteriyofajlarin  protein  kapsidleri  oldugundan, bakteriyofaj
formiilasyonlar1 diger protein bazli formiilasyonlara makul bir benzerlik tasimaktadir.
Proteinlerin sivi formlar1 genellikle toz formlarindan daha kararsizdir [228]. Buna ek
olarak bakteriyofajlarin giivenli bir sekilde dogrudan bir gida partisine eklenebilecegi
uygun sekilde secilmis sistemler bulmak c¢ok Onemlidir. Bakteriyofajlarin, biiyiik
miktarda yiyecegin sivi ortama daldirilmasi, piskiirtilerek veya sivi  olarak
eklenebilecegi onerilmektedir. Bununla birlikte, boyle bir dagitim sisteminin daha fazla
dezavantaji vardir. Cogu bakteriyofaj, proses sistemindeki temizlik sirasinda yikama
stvist ile temas ederek etkisiz hale gelebilmektedir. Ayrica, bakteriyofajlar dogrudan bir
gida partisine eklendiginde, iki biliylik sorunla karsilagilabilir: bakteriyofajlarin
seyrelmesi ve bakteri direncinin potansiyel gelisimi. Bu gibi problemlerin 6niine
gecmenin etkili yollarinda biri de Dbakteriyofajlarin  bir yardimci malzeme
enkapsiillenerek kuru forma tasinmasidir. Bu sayede gida vb. ortamlarda bulunabilecek
negatif etkili fiziksel vey kimyasal stres faktorlerinden uzak kalarak canliliklarini

koruyup faaliyetlerinin stirdirebilmektedirler.

Sivi  formlarda karsilasilan instabilite sorununu ortadan kaldirmak, molekiiler
hareketlilik, hidroliz ve kontaminasyon riskini azaltmak i¢in kullanilan iglemlerden biri
de liyofilizasyondur. Dondurarak kurutma veya liyofilizasyon, proteinler, asilar, peptidler
veya lipozomlar, nanopartikiiller ve nanoemiilsiyonlar gibi koloidal tasiyicilar i¢in
farmasotik formiilasyonlarda uzun vadeli iiriin stabilitesini iyilestirmek ve {iriin tasima ve
islemeyi Dbasitlestirmek icin yaygin bir uygulamadir. Proteinlerin liyofilizasyonu
sirasinda, protein yapilarinin, fiziksel/kimyasal stabilitelerinin ve sulandirildiktan sonra
¢Oziinme yeteneklerinin yanmi sira liyofilizasyon proses parametrelerinin  ve
kriyoprotektanlarin se¢iminin dikkate alinmasi ¢ok onemlidir. Bir diger yontem olan
puskiirterek kurutma ile sivi formlara gore daha iyi termal kararlilik, hafif ve kompakt
olmasi, soguk zincir nakliyesinin olmamasi, nakliye ve depolama maliyetlerinde azalma

gibi sundugu avantajlar nedeniyle 6zellikle mikroorganizmalar kapsiilleyerek kuru toz
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tiretmek i¢in kullanilan en 6nemli yontemlerden biridir. Bakteriyofajlar, sulu ¢ozeltileri
ajitasyon, sicaklik degisimleri, pH yiikselmeleri ve denaturantlar gibi streslere maruz
kaldiginda aktivite kaybiyla karsi karsiya kalmaktadir. Bakteriyofajlarin uzun siireli
depolanmasi sirasinda stabilitelerini korumak i¢in toz formlarinin hazirlanmasi, tizerinde
arastirma yapilan ve gelistirilmesi gereken en 6nemli konulardan biridir. Literatiirde ¢ok
farkli biyo-preservant ve bakteriyofajin farkli proses kosullarinda, farkli siirelerde
depolama ve stabilite ¢aligmalar1 yapilmasi sebebiyle ortak diislince, calisilan fajlarin
aynt veya benzer familyadan olmasina ragmen kullanilan biyo-koruyucular,
konsantrasyonlar ve proses kosullar1 sebebiyle ¢alisma 6zelinde incelenmesi gerektigi

belirtilmistir.

Sonuclar genel olarak degerlendirildiginde basarili kurutma tekniginin sec¢imi icin
izlenecek yontem karakterizasyonu tamamlanmis bakteriyofajlar icin secilen
fomiilasyonlar bilesenlerinin, proses kosullarinin, depolama kosullarinin bakteriyofaj
canliligina etkilerinin incelenmesi sonucu ortaya konulmasidir. Kurutma yontemlerinin
kendi avataj ve dezavantajlar1 degerlendirildiginde amaca yonelik bir tercih
gerceklestirme imkani sunulmaktadir. Gida gilivenligi ve kalitesi i¢in kullanima uygun
bakteriyofaj tabanli iiriinlerin ticari olarak faydali bir stabilite profili sergilemesi i¢in
Oonemli bir talep mevcuttur. Ayrica, bu iiriinlerin uzun vadeli stoklama i¢in saklama
ithtiyact 6nemli bir zorluk teskil edebilmektedir. Gelistirilmis iiriin kararliligi, yalnizca
soguk zincir gereksinimlerine olan ihtiyaci ortadan kaldirmakla kalmamakta, ayni
zamanda nakliye, tasima ve uzun siireli depolama maliyetlerini de azaltabilmektedir.
Ormegin, oda sicakliginda kararli bir iiriin {iretmek, sogutma olmadan ulasilamayan

alanlara toplu isleme programlarini kolaylastiracaktir.

4.3. Bakteriyofaj Preparatlarimin Gidalarda Kullaniminin inclenmesi

4.3.1. Tavuk Etinde Liyofilize Bakteriyofaj Tozunun Antimikrobiyal Etkinliginin
Incelenmesi

Tavuk eti, Salmonella kontaminasyonu agisindan en yiiksek riskli gida gruplarindan birini
temsil etmektedir. Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi’ne
(CDC) gore, pazardaki her 25 paket tavuktan 1’inin Salmonella ile kontamine oldugu

rapor edilmistir [293]. Bu baglamda, bu ¢alismada kullanilacak ¢ig tavuk gogiis etinde
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Salmonella varligi diger tiim analizlerden once test edilmis ve satin alinan numunelerin
hicbirinde Salmonella tespit edilmemistir. Bu ¢alisma kapsaminda, 0,3 M sakkaroz jelatin
karistmi kullanilarak liyofilizasyon yontemi ile kurutulan bakteriyofaj preparasyonu

kullanilmus ve ¢ig tavuk etinde Salmonella sayisi tizerinde etkisi incelenmistir.

Bakteriyofaj tozlarinin stabilitesi ve antimikrobiyal etkisinin incelenmesi amaciyla, ¢ig
tavuk gogiis eti 0rnekleri 4+£1°C’de 6 giin boyunca depolanmis ve bakteriyofaj titresi ile
Salmonalla sayisi izlenmistir. Elde edilen sonuglar, sirastyla MOI 100 ve 1000 igin 6 giin
sonunda, yeni hazirlanan liyofilize bakteriyofaj tozlar1 uygulanmis ¢ig tavuk etinde
Salmonella sayisinda 1,86 log KOB/cm? ve 2,18 log KOB/cm? azalma oldugunu
gozlenmistir (Sekil 4.43a). Sekil 4.43a’da goriildiigi gibi bakteriyofaj tozu uygulanan et
orneklerindeki bakteri sayisinda, islem uygulanmayan (kontrol A) ve bakteriyofaj
icermeyen kriyoprotektan uygulamasi yapilan (kontrol B) orneklere kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir azalma (p<0.05) gozlenmistir. 1 - 6 gun boyunca her gun analiz
edilmistir. Ayrica depolama siiresi boyunca, bakteriyofaj tozlari ile muamele edilmis et
orneklerinde bakteriyofaj titresinde istatistiksel olarak énemli bir fark olmadigi (p>0,05)
gbzlenmistir (Sekil 4.43b).

Liyofilizasyon yontemi ile kurutulmusg, 4+1°C ve 25+1°C’de 10 ay siireyle depolanmis
toz bakteriyofaj 6rneklerinin antimikrobiyal aktivitesi ve stabilitesi arastirilmistir. Bu
kapsamda, 4+1°C 10 ay depoplanmis liyofilize bakteriyofaj tozlarinin ile muamele edilen
¢ig tavuk etinde 4+1°C’de 6 giin depolama sonunda Salmonella sayisinda MOI 100 ve
1000°de sirastyla 1,08 log KOB/cm? ve 1,26 log KOB/cm? azalma gdzlenmistir (Sekil
4.43c). Benzer sekilde, 25+1°C’de 10 ay boyunca depolanan liyofilize bakteriyofaj
tozlarinin uygulanmasi yapilan ¢ig tavuk etinde Salmonella sayis1 MOI 100 ve 1000 igin
sirastyla 0,66 log KOB/cm? ve 1,00 log KOB/cm? azalma gdzlenmistir (Sekil 4.43e).
Sekil 4.43¢ ve Sekil 4.43¢’de, bakteriyofaj tozu ile muamele edilmis et numunelerindeki
bakteri sayisinda, islem uygulanmayan numuneye (kontrol A) ve bakteriyofaj icermeyen
kriyoprotektan ile islem goren numuneye (kontrol B) kiyasla depolama siiresi boyunca
her giinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma (p<0,05) gézlenmistir. Ayrica 6 giin
boyunca islem goérmiis et 6rneklerinde bakteriyofaj titresinde istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadigi (p>0,05) gozlenmistir (Sekil 4.13d ve Sekil 4.43f).
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Cig et drneklerine 4+1°C’de 6 gun sureyle uygulanan 0,3 M sakkaroz jelatin
ile hazirlanmig bakteriyofaj tozlarinin stabilitesi ve antimikrobiyal etkisi. ()
yeni hazirlanmis tozlarin etkisi, (b) yeni hazirlanmis tozlarinin stabilitesi, (c)
4+1°C’de 10 ay siireyle depolanan tozlarin etkisi, (d) 4+1°C’de 10 ay
boyunca depolanan tozlarin stabilitesi, (e) 25+1 °C’de 10 ay siireyle
depolanan tozlarin etkisi, (f) 25£1°C’de 10 ay siireyle depolanan tozlarin
stabilitesi. (a), (c) ve (e) icin: Her cubuktaki farkli harfler, p<0,05’te ayni
analiz gund i¢inde uygulama gruplar1 arasinda istatistiksel oalrak anlamli bir
farki gostermektedir. (b), (d) ve (f) igin: Her ¢ubuktaki farkli harfler,
p<0,05’te analiz slresi boyunca uygulama gruplari arasinda istatistiksel

olarak anlaml bir farki gostermektedir.
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Daha o6nceki caligmalarda, Spricigo ve ark., ¢ig tavuk etinde Salmonella’nin biyolojik
kontroll icin s1vi bakteriyofaj kokteyli kullanilmistir. Sonuglari, 4°C’de 7 glin iginde
Salmonella enterica serovar Typhimurium ve S. enterica serovar Enteritidis i¢in sirasiyla
0,9 ve 2,2 log KOB/g azalmanin gézlemlendigini gostermistir [294]. Petsong ve ark., yeni
hazirlanan dondurularak kurutulmus bakteriyofaj tozunun ¢ig tavuk eti iizerindeki
antimikrobiyal aktivitesini arastirmistir. Yazarlar, dondurarak kurutmanin yardimei
maddesi olarak peynir alt1 suyu proteini izolat1 ve trehaloz karigimini kullanmislardir.
4°C’de 4 giin iginde ¢ig tavuk etinde S. Enteritidis’te 0,57 log KOB/cm? ve S.
Typhimurium’da 1,78 log KOB/cm?’lik bir azalmanin gdzlemlendigini rapor etmislerdir
[272]. Elde edilen bulgular 1s181nda, siv1 bakteriyofaj lizatina benzer sekilde liyofilize faj
preparasyonunun da ¢ig tavuk etinde Salmonella kontrolliinde basarili sonuglar verdigi
sOylenebilmektedir.

Bu c¢alisma, yeni hazirlanan ve farkli sicakliklarda (4+1°C ve 25+1°C) 10 ay boyunca
depolanan ¢ig tavuk eti lizerinde uygulanan bakteriyofaj preparatlarinin antimikrobiyal
aktivitelerini ve stabilitesini karsilagtiran ilk ¢aligmadir. Toz preparasyonun daha onceki
calismalarda kullanilan sivi bakteriyofaj kokteyllerine benzer antimikrobiyal aktivite
gosterdigi, ayn1 zamanda ¢ig tavuk eti 6rneklerinde 4+1°C’de 6 giin boyunca bakteriyofaj
titrelerinde onemli bir degisiklik gdzlenmedigi goriilmiistiir. Ozet olarak, buradaki
bulgular, taze tavuk etinin glivenligini artirmak icin bir biyokontrol maddesi olarak
liyofilize bakteriyofaj kokteylinin potansiyel kullanimini 6nermektedir. Ayrica
liyofilizasyon iglemi ile {irliniin taginmasini kolaylastirmasi, tasima ve depolama sirasinda
stabilitesini saglamas1 ve depolama i¢in gerekli alan1 azaltmasi nedeniyle ticari iretiminin

basarili bir formiilasyon olacagi 6ngorilmektedir.

43.2. Tavuk Etinde Piiskiirtilerek Kurutulmus Bakteriyofaj Tozunun
Antimikrobiyal Etkinliginin Incelenmesi

Cig tavuk gogiis etinin Salmonella varlig1 agisinda yiiksek risk grubunu temsil etmesi
sebebiyle, tim numunelerinde Salmonella varligi tim deneylerden once test edilmis ve
numunelerin hicbirinde Salmonella tespit edilmemistir. Bu deney kapsaminda, % 15
maltodekstrin ve % 5 kazein kullanilarak plskirtmeli kurutma yontemi ile Uretilen
bakteriyofaj preparasyonun ¢ig tavuk etinde Salmaonella biyokontroli Gzerine etkisi

incelenmistir. Bu kapsamda, ¢ig tavuk et Ornekleri bakteriyofaj tozlari ile muamele
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edildikten sonra 4+1°C’de alt1 giin siireyle depolanarak bakteriyofaj tozlarinin stabilitesi
ve antimikrobiyal etkisi arastirilmigtir. Elde edilen veriler, puskirtmeli kurutma yontemi
ile yeni hazirlanmig, % 15 maltodekstrin iceren faj tozlari ile uygulama yapilmis et
orneklerinde MOI 100 ve 1000 igin Salmonella sayis1 sirastyla 1,85 log KOB/cm? ve 2,13
log KOB/cm? azalma oldugunu tespit edilmistir (Sekil 4.44a). Benzer sekilde, % 5 kazein
iceren ile yeni hazirlanmis tozularin uygulandig et 6rneklerinde sirasiyla MOI 100 ve
1000°de 1,78 log KOB/cm? ve 2,09 log KOB/cm? Salmonella sayisinda azalmasi
gozlemlenmistir (Sekil 4.44c). Sekil 4.44a ve Sekil 4.44c’de gosterildigi gibi,
bakteriyofaj tozu uygulanmis et Orneklerinde, islem uygulanmayan (kontrol A) ve
yalnizca ekspiyan uygulanan (kontrol B) drneklere kiyasla bakteri sayisinda énemli bir
azalma (p<0,05) gozlenmistir. Buna ek olarak, 6 gunlik soguk depolama boyunca
bakteriyofaj titresi izlenmis ve bakteriyofaj tozlari ile islem gormiis et 6rneklerinde
istatistiksel olarak onemli bir fark olmadigi (p>0,05) tespit edilmistir (Sekil 4.44b ve Sekil
4.44d).

Piiskiirtmeli kurutma yontemi kurutulmus ve 10 ay siire ile 4+1°C ve 25+1°C’de
depolanmis toz bakteriyofaj 6rneklerinin ¢ig tavuk etindeki performasi arastirilmistir. Bu
kapsamda, 4+1°C’de 10 ay siireyle depolanmis % 15 maltodekstrin ile hazirlanan toz
bakteriyofaj 6rneklerinin antimikrobiyal aktivitesi ve stabilitesi arastirilmistir. Sonuglara
gore, 4+1°C’de 10 ay depolanan piiskiirtillerek kurutulmus bakteriyofaj tozlari
uygulanmasi yapilmis ve ¢ig tavuk etinde Salmonella sayisinda MOI 100 ve 1000’de
sirastyla 1,09 log KOB/cm? ve 1,30 log KOB/cm? azalma gdzlenmistir (Sekil 4.44¢).
Benzer sekilde, 25+1°C’de 10 ay depolanan % 5 kazein ile hazirlanan piiskiirtiilerek
kurutulmus bakteriyofaj tozlarinin uygulanmasi yapilan ¢ig tavuk etinde MOI 100 ve
1000 igin sirasiyla 0,72 log KOB/cm? ve 0,95 log KOB/cm? Salmonella azalmasi
gozlemlenmistir (Sekil 4.44Q). Sekil 4.44e’de, bakteriyofaj tozu uygulanmis et
orneklerinde, islem uygulanmayan (kontrol A) ve yalnizca ekspiyan uygulanan (kontrol
B) 6rnege kiyasla bakteri sayisinda istatistiksel anlamda 6nemli bir azalma (p<0,05) elde
edilmistir. Ayrica 6 giin siireyle islem gormiis et orneklerinde bakteriyofaj titresinde

onemli bir fark olmadigi (p>0,05) gozlenmistir (Sekil 4.44f ve Sekil 4.44h).
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Sekil 4.44. Cig et 6rneklerine 4+1°C’de 6 giin uygulanan bakteriyofaj tozlarinin stabilitesi
ve antimikrobiyal etkisi. (a) % 15 maltodekstrin ile yeni hazirlanmis tozlarin
etkisi, (b) % 15 maltodekstrin ile yeni hazirlanmis tozlarin stabilitesi, (c) % 5
kazein ile yeni hazirlanmis tozlarin etkisi, (d) % 5 kazein ile yeni hazirlanmis
tozlarin stabilitesi, (e) % 15 maltodekstrin ile hazirlanan ve 4£1°C’de 10 ay
depolanan tozlarin etkisi, (f) % 15 maltodekstrin ile hazirlanan ve 4£1°C’de
10 ay depolanan tozlarin stabilitesi, (g) % 5 kazein ile hazirlanan ve
25+1°C’de 10 ay depolanan tozlaarin etkisi, (h) %5 kazein ile hazirlanan ve
25+1°C’de 10 ay depolanan tozun stabilitesi, (a), (c), (€) ve (g) icin: Her bir
gubuktaki farkli harfler, p<0,05°te ayni analiz giinii iginde uygulama gruplari
arasinda anlamli bir farki gostermektedir, (b), (d), (f) ve (h) icgin: Her
gubuktaki farkli harfler, p<0,05°te analiz slresi boyunca uygulama gruplari

arasinda anlaml bir fark oldugunu gostermektedir.

Literaturde, Spicigo ve ark, ¢ig tavuk etinde Salmonella’nin biyolojik kontrolii i¢in sivi
bakteriyofaj kokteyli kullanmistir. Elde edilen sonuclarda, 4°C’de 7 giin iginde

Salmonella enterica serovar Typhimurium ve S. enterica serovar Enteritidis i¢in sirasiyla
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0,9 ve 2,2 log KOB/g azalmanin goézlemlendigini rapor etmistir [294]. Literatur
calismalarindan elde edilen bilgiler 1s1nda bu ¢alismaya kadar, gidalarin biyokontrolii igin
puskiirtillerek ~ kurutulmus  bakteriyofaj tozunun kullanmildigi  bir  ¢alismya
rastlanilmamustir. Pliskiirterek kurutulmus bakteriyofaj tozu calismalari genellikle

depolama aktivitesine ve uzun siireli depolama veya tagima verimliligine odaklanmaigtir.

Son yillarda ila¢ endiistrisinde kullanilan yiiksek oranda solunabilir bakteriyofaj tozu
tizerine yapilan c¢alismalar ile bu alandaki arastirmalar hiz kazanmistir. Ancak bu
caligmalarin gida numunelerindeki toz preparasyonlarin etkinliginin izlenmesi, gida
giivenligi ve biyokontrol amacli gelistirilen ticari preparasyonlarin form aktivitesi,
maliyet ve depolama verimliliginden faydalanmak i¢in kritik bir rol oynamaktadir. Bu
nedenle bu ¢alisma, taze olarak iiretilen ve farkli kosullarda belirli bir siire depolanan
puskiirtiilerek kurutulmus toz faj 6rneklerinin gida {izerindeki etkinligini ortaya koymasi
nedeniyle ilk ve yenilik¢i bir 6zellik tagimaktadir. Bu ¢alisma, yeni hazirlanan ve farkli
sicakliklarda (4+1°C ve 25+1°C) 10 ay boyunca depolanan puskirtmeli kurutma ile
kurutulmus bakteriyofaj tozlarmin ¢ig tavuk etinde (Uzerindeki antimikrobiyal
aktivitelerini ve stabilitesini karsilastiran ilk c¢alismadir. Plskirterek kurutulmus
bakteriyofaj 6rneklerinde antimikrobiyal etkide gbzlenen bu basari, ticari preparasyonun
gelistirilmesi, taginmasi, kisa ve uzun siireli saklanmasi agisindan bir¢cok avantaji
beraberinde getirmektedir. Piiskiirtmeli kurutma ile elde edilen etkinligin artirilmasi igin
gida tiiketici kabul kriterlerini etkilemeyecek, kolay temin edilebilir ve ucuz yardimci

maddelerin optimum formiilasyonuna yonelik caligsmalar tesvik edilmelidir.

Bu ¢alismada, Salmonella bakteriyofajlarinda kullanilabilecek ve gida ile uyumlu doért
farkli ekispiyanin {i¢ farkli konsantrasyonu kullanilarak puskirtmeli kurutma
uygulanmistir. En basarili yardimci madde 4+1°C’de 12 ay depolanamada % 15
maltodekstrin ve 25+1°C’de 12 ay depolamada % 5 kazein olarak belirlenmistir.
4+1°C’de 6 giin siireyle depolanan ¢ig tavuk eti numuneleri iizerinde yeni hazirlanan ve
10 aylik boyunca depolanmis bakteriyofaj tozlarinin antimikrobiyal aktivitesi ve
stabilitesi degerlendirilmistir. Toz preparasyonun daha onceki ¢alismalarda kullanilan
stvi bakteriyofaj kokteyllerine benzer antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve ayni zamanda

¢ig tavuk eti 6rneklerinde 4+1°C’de 6 giin boyunca bakteriyofaj titrelerinde 6nemli bir
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degisiklik gozlenmedigi goriilmistiir. Buradaki sonuglar, piiskiirtiilerek kurutulmus faj
kokteylinin, taze tavuk etinin glivenligini artirmak i¢in bir biyokontrol ajani olarak etkili
bir yontem olabilecegini gdstermektedir. Piiskiirterek kurutma islemi ile ekonomik ve
fiziksel zorluklar 6nlenecegi gibi, tirliniin nakliye ve depolama siirecindeki kararliligi ve

etkinligi de korunacaktir.

4.3.3. Cileklerde Salmonella’nin Biyokontrolii i¢cin Bakteriyofaj Temelli Yenilebilir
Kaplama Kullaniminin incelenmesi

4.3.3.1. Cilek Kalitesinin Degerlendirilmesi

Kaplama malzemelerinin cilek kalitesi Gzerindeki etkilerini incelemek icin depolama
stiresince renk, pH ve titre edilebilir asitlik parametreleri test edilmistir. Cilek rengi,
tilkketicinin taze cilegi kabul etmesi i¢in en Onemli Ozelliklerden biridir ve cilek
orneklerimizin dis rengindeki degisiklikler L*, a* (yesil/kirmizi), b* (mavi/sar1), beyaz
indeks (WI), sar1 indeks (YI), AE, kroma (C) ve H degerleri kullanilarak izlenmistir.

Sonuglar Sekil 4.45°te sunulmustur.

L* ve H degerlerindeki diisiis, cilek orneklerinin yiizey renginin koyulastiginin bir
gostergesidir [278]. a* ve b* degeri, ¢ilek numunelerinin yesilden kirmiziya ve maviden
sartya degerlerini temsil etmektedir. Baslangi¢ asamasinda (t=0), hem kontrol numuneleri
hem de kaplanmis numuneler benzer L*, a*, b*, WI, Y1, AE, C ve H degerlerine sahiptir.
Kontrol numunelerinde, L*, a*, b*, C, WI ve AE degerleri kademeli olarak azalirken, Y1
degeri kaplamali numunelere gore ¢ok daha yiiksek oranda depolama siiresince yavas bir
sekilde artmistir. Peynir alt1 suyu tozu konsantrati kapli numuneler, kontrol numuneleri
ve diger kaplama malzemeleri ile kaplanmis numunelere gore L*, a*, b*, C, WI ve AE
degerlerinde biraz daha yiiksek bir diisiis ve YI degerinde biraz daha yiiksek bir artig
gostermistir. Bu durum literatiirdeki diger calismalara benzer sekilde, depolama sonunda
kaplanmis ve kaplanmamis tiim ¢ileklerde diisiik hue ve kroma degerleri elde edilmesine
ragmen kaplanmis ve kaplanmamis Orneklerde kroma ve hue agilari degismemistir.
Renkteki azalma, daha az canli renklere dogru bir kayma oldugunu gostermektedir.
Biyopolimerler ve kontrol numunesi arasinda besinci giinde C degeri agisindan 6énemli
bir fark yoktur (p>0,05), bu durum literatiirdeki diger ¢aligmalarda elde edilen sonuglara
benzerdir [278, 295].
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Sekil 4.45. Yenilebilir kaplama islemlerinin buzdolabinda saklama sirasinda L*, a*, b*,
H, WI, Y1, AE, C ve H degerlerine etkisi. (a) kontrol numuneleri, (b) peynir
altt suyu proteini konsantresi ile muamele edilmis numuneler, (c)
karboksimetil seliilloz ile muamele edilmis numuneler, (d) kitosan ile
muamele edilmis numuneler, (e¢) sodyum aljinatla muamele edilmis

numuneler.

Farkli yenilebilir kaplamalarin ¢ileklerin pH’1 iizerindeki etkisi Sekil 4.46’da
gosterilmektedir. Bu sonuglar, ¢ilek meyvesinin pH degerinin depolama siiresince
arttigim1 ve kaplanmamis 6rneklerde kaplanmis 6rneklere gore daha yiiksek oldugunu

gostermistir. TUm meyvelerde, baslangi¢c pH yaklasik 3,5 iken ve besinci glinde kontrol,
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karboksimetil seliiloz (CMC), kitosan (CH), peynir alt1 suyu protein konsentrat1 (WPC)
ve sodyum aljinat (SA) kapli numuneler i¢in sirasiyla 3,80+0,01, 3,70+£0,02, 3,66+0,04,
3,62+0,02 ve 3,71+0,1’e yiikselmistir. Sifirinci giindeki pH seviyeleri agisindan, islenmis
numuneler arasinda anlamli bir fark yoktur (p>0,05). Bes giinliik depolamadan sonra elde
edilen sonuglar, pH degerinin tiim islemler i¢in depolama siiresi boyunca énemli 6l¢iide
arttigin1 gostermistir (p<0,05). TUm biyopolimerler arasinda, WPC kaplama, bes giinliik
depolamadan sonra pH’ta en az artis1 gostermistir. Besinci giinde WPC ile muamele
edilmis numunelerin ve diger biyopolimerlerin ve kontrol numunesinin pH seviyeleri
arasinda onemli farkliliklar (p<0,05) vardir. Bu sonugclar, kontrol numunelerinde WPC
kapli numunelere gore daha yiiksek bir pH artis1 bildiren 6nceki ¢aligmalarla uyumludur.
Literatiirdeki diger ¢alismalarda farkli kaplama malzemeleri igin de benzer sonuclar elde
edilmistir [295-297].

4.2
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Sekil 4.46. Depolama sirasinda farkli yenilebilir kaplamalarin ¢ilek meyvesinin pH’ina

etkisi. Her ¢ubuktaki farkli harfler, p<0,05’te ayni analiz giinii i¢inde

uygulama gruplari arasinda anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.

Farkli kaplama malzemelerinin cileklerin titrasyon asitligi (TA) icerigi tizerindeki etkisi
Sekil 4.47°de gosterilmektedir. Cilek numunelerinin TA degeri sitrik asit (%) olarak ifade
edilmistir. Elde edilen sonuglar, depolama suresince kontrol ve kaplanmis ¢ilek
orneklerinin TA degerlerinde bir diisiis oldugunu ortaya koymustur. TA degerlerindeki

bu degisiklikler, kontrol numuneleri icin % 0,33+0,02 ile % 0,17+0,01, CMC ve CH
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numuneleri icin % 0,31+0,01 ile % 0,22+0,01, WPC icin % 0,32+0,02 ile % 0,24+0,01
ve SA numuneleri igin % 0,32+0,02 ile % 0,21+0,01 arasinda degismektedir. Sonuglara
gore, kaplanmig meyveler kontrol 6rneklerinden daha yiiksek TA’ya (%) sahiptir. TA,
esas olarak sitrik ve malik asitten olusan ¢ilek meyvesinin organik asit igerigini temsil
etmektedir [295]. Depolama sirasinda pH ve TA degerini diizenleyen faktor, cesitli
metabolik yollarda tlketilen organik asitlerdir. Calismamizda depolama siiresince tim
kaplanmis 6rneklerde TA degeri diigmiistiir. Bu azalma kontrolde kaplamali meyvelere
gore daha yiiksek diizeyde gozlenmistir. TA diisiis grafikleri incelendiginde en az
diisiisin WPC ile kaplanmis g¢ilek Orneklerinde gozlendigi goriilmiistiir. Depolama
sirasinda meyve Orneklerinin solunum mekanizmasi nedeniyle daha yiiksek asitlik
kaybmin meydana gelebilecegini bildiren Onceki ¢alismalarda benzer sonuglar elde
edilmistir. Yenilebilir kaplama, kaplama malzemelerinin 6zelliklerine bagli olarak bu

kayb1 bir dereceye kadar sinirlayabilmektedir [295-297].
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Sekil 4.47. Depolama sirasinda farkli yenilebilir kaplamalarin ¢ilek meyvesinin TA
uzerindeki etkisi. Her ¢ubuktaki farkli harfler, p<0,05’te ayni analiz giinii

icinde uygulama gruplari arasinda anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.

Bu calisma kapsaminda 5 giinliik bir depolama slresi secilmis ve ¢ilek 6rnekleri 4+1°C
sicaklikta saklanmigtir. Raf 6mrii ¢aligmalarinda, depolama ortami ve depolama siiresi
biiylik farkliliklar gostermektedir. Bu ¢alisma, farkli kaplama malzemelerinin kullanildigi

benzer ¢alismalarda kullanilan saklama kosullar1 dikkate alinarak tasarlanmis ve 5-10 gln
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gibi saklama sireleri belirlenmistir [298-300]. Varges ve ark., taze cilegin diisiik
sicakliklarda (0-4°C) raf dmriiniin genellikle 5 giin civarinda oldugunu belirtmislerdir
[301]. Kitosan bazli yenilebilir kaplamalarin, depolama sirasinda meyvenin mekanik
Ozelliklerinin ve renginin daha iyi korunmasina neden oldugunu gosterdiler. Benzer
sekilde Luo ve ark., 5 giin boyunca soguk depolama sirasinda ¢ileklerde antioksidan
bozunma kinetigi 4 °C’de sogutulmus ¢ilegin raf siiresi tizerine fukoidan bazli yenilebilir
kaplamay1 incelediler ve Laminaria japonica (FL) ve karboksimetil FL’den elde edilen
fukoidanin koruyucu etki, endojen antioksidan kapasitede bastirilmis azalma ve uzun
sreli oldugunu bulduklar rapor edilmistir [298]. Bu ¢alismada sadece tek bir sicaklik ve
stire incelenmis olsa da cilek tedarik zincirinde kullanilan farkli depolama sicakliklar: ve
stirelerinin daha detayli incelenmesinin farkli kaplama biyopolimerlerinin etkinligi

acisindan 6nemli sonuglar doguracagi ongoriilmektedir.

4.3.3.2. Mikrobiyal Analizlerin Degerlendirilmesi

Cilek numuneleri her numune grubundan rastgele segilmis ve ¢alismada kullanilan gilek
numunelerinde Salmonella varligini test etmek i¢in analiz edilmistir. Analiz sonuglarina
gore satin alinan numunelerin higbiri Salmonella icermemektedir. Bu ¢alismada, farkli
enkapsiilasyon biyopolimerleri ile kaplanmis bakteriyofaj kokteylinin bakteriyofaj

stabilitesi ve antimikrobiyal etkisi incelenmistir.

Sekil 4.48’de buzdolabinda saklama sirasinda aktif bakteriyofaj sayisindaki degisimi
gostermektedir. Her bir malzeme grubunda sifir giiniine ait degerlerle yapilan
karsilastirma, depolama sirasinda tiim kaplama malzemeleri igin bakteriyofaj
aktivitesinin dénemli olcude (p<0,05) azaldigini gostermistir. Bes giinliik buzdolabinda
saklama siiresi boyunca, WPC, CMC, CH ve SA kaplamalarinda sirasiyla 0,7 log POB/g,
1,1 log POB/g, 1,0 log POB/g ve 1,0 log POB/g birim azalma gozlenmistir. Segilen
biyopolimerler arasinda, bakteriyofaj yukli WPC kaplamasi, 1-5 giin boyunca gunde
diger kaplamalara gore 6nemli dl¢iide daha yiiksek faj sayilari (p<0,05) sergilemistir. Bu,
WPC kaplamaya yuklenen bakteriyofaj sayisinin digerlerine yiiklenenden daha yiiksek
oldugunu gostermektedir. Kitosandaki faj aktivitesinin kaybi, kitosanin daha once
bildirilen ve daha fazla arastirllmasi gereken antiviral etkisinden kaynaklanmig

olabilecegi disiiniilmektedir [302]. Cilek, sitrik asidin ana bilesen oldugu, pH degeri 3,5
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civarinda olan asidik bir meyvedir. Yapisi geregi serbest bakteriyofajlar fizyolojik
araliklarinda degilse canliliklarin1 kaybedebilirler. Bununla birlikte, yenilebilir kaplama,

bu gevresel stres faktorleri icin bakteriyofajlarin gelismis stabilitesini saglayabilir.

I vec Il cve Bl cH B sA

Bakteriyofaj Sayisi (log POB/g)

t=0 t=1 t=2 t=3 t=4 t=5

Depolama Siresi (Gun)

Sekil 4.48. Yenilebilir kaplanmig ¢ilek Orneklerinin bakteriyofaj stabilitesi. Her
cubuktaki farkli harfler, p<0,05’te ayn1 analiz glinu i¢inde uygulama gruplari

arasinda anlaml bir fark oldugunu gostermektedir.

Gida orneklerinde bakteriyofajlarin stabilitesi ile ilgili ¢cok az ¢aligma vardir. Bunlardan
biri faj konsantrasyonlarinda 1 veya 2 log-birim artig [45, 303] bildirirken, digerleri
meyveler icin 1 veya 2 log-birim azalma ve hatta inaktivasyon bildirmistir [69, 77].
Bunlar genellikle pH veya ikincil bitki bilesenlerine (organik asitler, tanenler, vb,)
atfedilmektedir [304]. Ote yandan taze numune yiizeylerinde bakteriyofaj stabilitesi icin
zit sonuglar elde eden ¢aligmalar da mevcuttur [304, 305]. Ayrica, basarili sonuglar alinan
arastirmalar, yenilebilir kaplama uygulamalarinin, nispeten diisiik pH gosteren gida
numunelerinde bakteriyofaj aktivitesindeki azalmayi sinirlamaya yardimci oldugunu
bildirmistir [140]. Kaplama malzemelerinin bakteriyofaj inaktivasyonunu sinirladigi ve
asidik bilesenlerin hareketliligini sinirlamasi nedeniyle olumsuz etkilere neden oldugu
tahmin edilmektedir. Bu ¢alismada kapsaminda da benzer sonuglar elde edilmistir. Daha
onceki aragtirmalarda farkli matrisler ve bakteriyofajlar kullanilarak kaplamagalismalari
yapilmis ve fajlarin stabilitesi arastirilmistir. Bu ¢alismalarin ¢ok azi gida sistemleri
tizerinde test edilmistir [140, 149, 152, 154]. Vonasek ve ark., dilimlenmis salataliklarda,
dilimlenmis elmalarda ve biitiin ¢eri domateslerde E. coli’yi azaltmak i¢in peynir alt1 suyu

proteini izolat1 yenilebilir film kullanmistir. Tomat ve ark., et numunelerinde E. coli igin
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WPC vyenilebilir film kullanmis ve Amarillas ve ark., domateslerde E. coli i¢in kitosan

yenilebilir film kullanmustir.

Bu calismada, bakteriyofaj kokteyli olan ve olmayan WPC, CMC, CH ve SA’nin
yenilebilir bir film ile kaplanmis ¢ilek numunelerine Salmonella kokteyli inokulasyonu,
sifir giinii olarak da adlandirilan kaplama isleminden hemen sonra yapilan plak sayimlari
ile degerlendirilmigtir. Kaplanmamus cileklerin ve bakteriyofaj icermeyen kaplanmig
numunelerin toplam yasayabilir koloni sayisi, depolama sirasinda ~10° KOB/g’da
nispeten sabit bir konsantrasyon seviyesinde tutulmustur. Bes giiniin sonunda,
bakteriyofaj yiiklii dort farkli biyopolimer kullanilarak hazirlanan kaplamalarda, kontrol
Oornegine gore bakteri yiikiinde farkli oranlarda daha fazla azalma gozlenmis ve
bakteriyofaj yliklii kaplamanin 6nemli bir antimikrobiyal aktivite gosterdigi gozlenmistir.
Cilek numunelerinde Salmonella tzerindeki bakteriyofajlarin antimikrobiyal aktivitesi
Sekil 4.49°de gosterilmektedir. Bakteriyofaj icermeyen kaplanmis ¢ilek numuneleri ile

kontrol numuneleri arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.50).

Il kontrol [ wec+PC [ CMC+PC
6 EEBlcH+Pc  []sAspC

Bakteri Sayisi (log KOB/g)

t=0 t=1 t=2 =3 t=4 t=5
Depolama Siresi (Gun)

Sekil 4.49. Bakteriyofaj yikli kaplama yapilmis ¢ilek orneklerinin antimikrobiyal
aktivitesi. Kontrol: kaplanmamis ve Salmonella asilanmis ornekler, PC:
bakteriyofaj kokteyli, WPC+PC, CMC+PC, CH+PC, SA+PC: bakteriyofaj
yiklii yenilebilir kaplamali numuneler. Her cubuktaki farkli harfler,
p<0,05’te ayn1 analiz gilinii i¢inde uygulama gruplar1 arasinda anlamli bir fark

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.50. Bakteriyofaj icermeyen yenilebilir kapli ¢ilek drneklerinde Salmonella sayisi
degisimi. Kontrol: kaplanmamis ve Salmonella asilanmis 6rnekler. WPC,
CMC, CH, SA: bakteriyofaj igermeyen yenilebilir kaplamali 6rnekler. Her
cubuktaki farkli harfler, p>0,05’te ayn1 analiz giinii i¢inde uygulama gruplar1

arasinda anlamli bir fark olmadigini1 gostermektedir.

Istatistiksel analize gore, kontrol ve bakteriyofaj igermeyen kaplamali ¢ilek ornekleri
arasinda bes giinlik buzdolabinda saklama siiresince Salmonella sayilar1 agisindan
onemli bir fark yoktur (p>0,05) (Sekil 4.49). Bu boliimde kaplanmamis inokiile edilmis
grup kontrol olarak kullanilmistir. Ayni sekilde bakteriyofaj igermeyen duvar malzemesi
ile kaplanmus gilek 6rnekleri ile kontrol 6rnekleri arasinda bes giinliik depolama siiresince
Salmonella sayilar1 agisindan 6nemli bir fark gozlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.50).
Ancak sifir gilinline ait degerlerle karsilastirildiginda (p<0,05), bakteriyofaj yikli
kaplama malzemeleri ile kaplanmis ¢ilek 6rneklerinde Salmonella sayisinin depolama
boyunca tiim biyopolimerler icin onemli bir diislis gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica,
depolama sirasinda bakteriyofaj yiikli kaplama malzemeleri ile kaplanmis ¢ilek
numunelerinde Salmonella sayisinda kontrol numunelerine gore onemli Olgiide daha
yiiksek bir azalma gozlenmistir (p<0,05). En yuksek antimikrobiyal etki, 3,1 log KOB/g
azalma ile WPC’nin kullanildigi kaplanmis 6rneklerde gozlenirken bunu 2,0 log KOB/g
ile kitosan, 1,9 log KOB/g ile sodyum aljinat izledi ve 1,4 log KOB/g ile karboksimetil
selliloz takip etmektedir (Sekil 4.49). Onceki ¢alismalarin bulgularma benzer sekilde,
elde edilen sonuglar WPC, CMC, CH ve SA kaplamalarin gida yiizeylerinde patojen
biiytimesini  kontrol edebilecegini ortaya koymustur [140, 149, 306]. Secilen
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biyopolimerler arasinda, bakteriyofaj yiikli WPC kaplanmis 6rnekler, 1-5 glin boyunca
giinliik olarak diger kaplamalar ve kontrol numunelerine gére Salmonella sayisinda daha

onemli bir azalma (p<0,05) meydana getirmistir.

Kaplama biyopolimerine yiklenen bakteriyofaj kokteylinin antimikrobiyal aktivite
gosterebilmesi i¢in ortamda bulunabilecek hedef mikroplarla fiziksel temas halinde
olmas1 kritiktir. Cilek numuneleri bakteriyofaj yuklu kaplama biyopolimerleri ile
kaplandiktan sonra, bakteriyofajin ¢ilek numuneleri iizerine yayilan bakteriyel
konakgilar1 saldig1 ve enfekte ettigi tahmin edilmektedir. Bu ¢alismada bakteriyofaj yukli
kaplama malzemeleri ile kaplanan cilek orneklerinde Salmonella sayisinin degisen
oranlarda azaldig1 goriilmiis ve en etkili azalmanin WPC biyopolimer kullanimi ile elde
edildigi goriilmiistiir. Ote yandan, bakteriyofaj icermeyen biyopolimer 6rneklerinde
Salmonella sayisinda 6nemli bir diisiis gdzlenmemistir. Ozellikle birinci giiniin sonunda
kaplama biyopolimerlerine yuklenen bakteriyofaj kokteyli ile muamele edilen cilek
orneklerinde bakteri sayisinda onemli bir azalma gozlenmis ve en etkili biyopolimer
WPC olmustur. Depolamayi takip eden giinlerde antimikrobiyal aktivitede artis
gbzlenmezken, bakteri sayisinda ilk giline gore hafif bir diislis gozlenmistir. Bu durum,
fajlarin biyopolimer igerisinde ve cilek Orneklerinin yiizeyinde difiizyonu nedeniyle
kaplama biyopolimerine yiiklenen fajlarla bakterilerin etkilesiminin azalmasindan
kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, optimum ¢alisma sicakligi olan 37
°C’nin altinda olmasi nedeniyle, soguk depolamanin fajin aktivitesini sinirlayan
faktorlerden biri olabilecegi diistiniilmektedir. Hizli ve etkili difiizyon ve bakteriyofaj-
bakteri etkilesimi i¢in kaplama malzemesi, kaplama yontemi ve faj-kaplama etkilesimi
konularinda arastirmalarin ilerletilerek basarinin artirilabilecegi sonucuna varilmistir. Bu
calismanin farkli parametreler (farkli ortamlar, makro ve mikro &lgekler, bagil nem,
sicaklik ve paketleme ortami) kullanilarak yiiriitiilmesi, duyusal ve tekstiir profil
analizlerinin yapilmast ve bu dinamik siireglerin gosterilmesi bakteriyofajlarin

etkinliginin biiytlik 6l¢ekte ortaya c¢ikarilmasina katki saglayacagi diisiintilmektedir.

Bu calisma kapsaminda, c¢ilek ornekleri kullanilarak dort farkli enkapsiilasyon
biyopolimeri ile kaplanmis faj kokteylinin bakteriyofaj stabilitesi ve antimikrobiyal etkisi

arastirilmistir. Depolama siiresince kullanilan biyopolimerlerin renk, pH, titre edilebilir
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asitlik, bakteriyofaj stabilitesi ve antimikrobiyal etki sonuglar1 karsilastirmali olarak
incelendiginde, en basarili sonuglarin WPC kullanilan 6rneklerde alindigi goriilmiistiir.
Meyvelerin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik kalitesinin arttirilmasinda etkili bir yontem
olan yenilebilir kaplamanin bakteriyofajlar kullanilarak muhafaza siiresince uygulanmasi
ile basarili sonuclar elde edilmistir. Simdiye kadar elde edilen bilgiler 1s181nda,
bakteriyofaj kullanillan WPC, CMC, CH ve SA yenilebilir film kaplamalarin gida
sisteminde Salmonella biyokontrolii i¢in performansi ile ilgili literatiirde baska bir
calisma yapilmamistir. Elde edilen sonuglara gore bakteriyofaj yiikli yenilebilir
kaplamalarin taze gilek orneklerinde Salmonella sayisinda kademeli bir diisiise neden
oldugu goriilmektedir. Secilen biyopolimerler, taze c¢ilek numunelerinde fajlarin
antimikrobiyal aktivitesini engellememistir. Secilen biyopolimerler arasinda bakteriyofaj
etkinlignin en basarili sekilde korundugu ve Salmonella sayisinin en ¢ok azaldigi kaplama
grubu WPC olarak bulunmustur. Farkli biyopolimerlere sahip yenilebilir kaplamalarin,
buzdolabinda muhafaza edilen ¢ilek numuneleri iizerindeki bakteri populasyonunu

azaltmada etkili oldugu bulunmustur.
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5. YORUM

Bakteriyofaj uygulamlarinin en 6nemli zorluklarindan biri, uzun vadeli stabilite ve etkiyi
koruyan, gida Orneklerine uygulanabilir bir forma doniistiirmektir. Baslangicta,
bakteriyofaj formiilasyonlari, depolama sonrasinda raf Omiirlerini, giivenliklerini ve
gliclerini sinirlayan sivi siispansiyonlar olarak hazirlanmakta ve sivi dozaj formlari
genellikle 2-8°C’de soguk sicaklikta saklama ve soguk zincirle tasima gerektirmektedir.
Tipik olarak proteinler, sulu ¢ozeltilerdeki sicaklik, pH, iyonik giic, ajitasyon, arayiizlere
maruz kalma, mikrobiyal kontaminasyon riski ve suyla ilgili kimyasal bozunma dahil
olmak iizere fiziksel streslere karsi hassasiyetleri nedeniyle kuru halde ¢6zelti halinde
oldugundan daha kararlidir. Kuru toz halindeki formiilasyon tipik olarak daha uzun bir
raf dmriine sahiptir, nakliye ve depolama kosullarinda daha fazla esneklik saglamaktadir.
Literatiirde, dondurarak ve piiskiirtiilerek kurutulmus bakteriyofajlarin, yeniden siispanse
edildikten sonra farkli depolama kosullarinda canliliklarini korudugu ve ayni siire
boyunca depolanan sivi formiilasyonlardan daha kararli oldugunu gosterilmistir. Bu
formilasyonlarda, kurutma yardimci maddeleri, secilen proses kosullari, yontemleri,
uygulama yapilacak bakteriyofajin 6zellileri toz halindeki Grlnin stabilitesini buytk
olglide etkilemektedir. Dehidrasyon islemi sirasinda, suyun proteinin yerel ortamindan
kademeli olarak uzaklastirilmasi, proteinin ac¢ilmasini ve ardindan agregasyonu (tersinir
veya geri dondiiriilemez) ve kimyasal bozunmay1 indiikleyebilmektedir. Liyofilizasyon
isleminde, diisiik sicaklik, yerel asir1 doygunluk, pH ve iyonik gligteki degisiklikler ve
buzlu su, buzlu hava ve su-havadan kaynaklanan araytizey gerilimleri dahil olmak tizere
gerilimlere maruz kalabilmektedir. Buna karsilik, piiskiirterek kurutma islemi, yiiksek
sicakliklarda kararsizliga neden olmakta ve liyofilizasyonda bulunmayan piiskiirterek
kurutma memesinin titresimiyle mekanik bir stres olusturmaktadir. Farkli eksipiyan ve
kriyoprotektanlarin kullanimui ile bu streslerin azaltilarak bakteriyofajlarin canliliklarinin
proses siiresi ve sonrasindaki depolama siirecinde stabilizasyon ve koruma sagladigi

gorusmuistiir.

Mevcut tez calismasmin ilk boéliminde, dondurarak kurutma (liyofilizasyon),
puskdrtmeli kurutma ve vakum kipik kurutma yontemleri ile bakteriyofajlarin

kurutulmasi, kurutma proses etkisinin izlenmesi ve depolama stabilitesinin incelenmistir.
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Bu amagla farkli kriyoprotektanlar (sakkaroz, mannitol, PEG 8000 ve sakkaroz jelatin
karisimi) kullanilarak hazirlanan liyofilize bakteriyofaj tozlarmin iki farkli sicaklikta
(4£1°C ve 25%1°C) depolama etkinlikleri karsilastirmali olarak incelenmistir.
Liyofilizasyon islemi sirasinda, kullanilan tiim kriyoprotektanlar icin bakteriyofaj
titresinde 0,59-2,35 log POB arasinda bir azalma gozlenmistir. Liyofilize bakteriyofaj
tozlarinin baslangi¢ aw degerleri 0,04-0,10 araliginda bulunmustur. Ortalama partikiil
caplar1 328 nm ile 642,8 nm arasinda elde edilmistir. 12 aylik depolama boyunca farkli
kriyoprotektanlarin bakteriyofaj stabilitesi incelemesi sonunda 4+1°C ve 25+1°C’de
depolanan sivi bakteriyofaj numuneleri sirasiyla 2,50 ve 4,62 log birim titre kaybi
gostermistir. Sivi bakteriyofaj kokteyli, depolama sicakligindan bagimsiz olarak tiim
liyofilize bakteriyofaj tozlarindan 6nemli Olglide daha yiiksek titre kaybi (p<0,05)
sergilemistir. 0,3 M sakkaroz jelatin karistmi kullanilarak hazirlanan liyofilize
bakteriyofaj tozlari, 4+1°C ve 25£1°C’de sirastyla 1,09 ve 2,79 log birim azalma ile 12
aylik depolama i¢in en yiiksek stabiliteyi gosterirken, geri kalan kriyoprotektanlarin daha

az kararli oldugu ve titrelerinde daha yiiksek bir diisiis yasandig1 gozlenmistir.

Piiskiirtmeli kurutma caligmasi kapsaminda, farkli eksipiyanlar (mannitol, kazein, yagsiz
slit tozu ve maltodekstrin) kullanilarak hazirlanan piiskiirtiilerek kurutulmus bakteriyofaj
tozlarinin depolama etkinlikleri 4+1°C ve 25+1°C’de karsilastirmali olarak incelenmistir.
Piskiirterek kurutma islemi sirasinda, kullanilan tiim eksipiyanlar igin bakteryofaj
titresinde 1,19-1,95 log azalma gozlenmistir. 12 aylik depolama sirasinda farkli
eksipiyanlarin bakteriyofaj stabilitesi incelendiginde 4+1°C ve 25+1°C sicaklikta
depolanan s1vi1 faj drnekleri sirastyla 2,50 ve 4,62 log birim titre kayb1 gostermistir. Sivi
bakteriyofaj kokteyli, depolama sicaklifindan bagimsiz olarak, tiim piiskiirtiilerek
kurutulmus faj tozlarindan énemli 6l¢iide daha yiiksek titre kayb1 (p<0,05) gdstermistir.
% 15 maltodekstrin ve % 5 kazein kullanilarak hazirlanan piiskiirtiilerek kurutulmus
bakteriyofaj tozlari, 4+1°C ve 25+1°C’de sirastyla 1,77 ve 2,61 log birim azalma ile 12
aylik depolama i¢in en yiiksek stabiliteyi gosterirken, diger ekdipiyanlarin daha az kararh
oldugu tespit edilmistir. Piiskiirterek kurutulmus bakteriyofaj tozlarinin baslangic aw
degerlerinin 0,06-0,08 araliginda oldugu goriilmistiir. Ortalama partikiil caplar1 790,5 ile

1235,5 nm arasindadir.
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Ilgili tez calismas1 kapsaminda, liyofilizaston ve piiskiirteli kurutma proses kayiplarmin
minimize edilmesi amaciyla vakumla kopiik kurutma ile bakteriyofajlarin kurutulmasi ve
etkinliginin incelenmistir. Vakumla kopiik kurutma icin segilen ti¢ farkli kopiiklestirici
ajan ile stabilizor malzemenin bakteriyofaj Uzerine etkisinin incelenmes icin tekli
solusyon-bakteriyofaj ve ikili sOlisyon-bakteriyofaj etkisi arastirilmistir. Bu amagla
secilen kopiiklestirici ajanlar arasinda bakteriyofaj titre diismesi en az olan kimyasal sigir
serum albumini ve stabilizor ajanlar arasinda bakteriyofaj titre diismesi en az olan
kimyasal gliserol bulunmustur. Sigir serum albuminde goriilen titre diigmesinin gliserole
kiyasla daha az oldugu gozlenmistir. ikili soliisyon-bakteriyofaj etkisinin incelenmesi
sonucunda segilen formiilasyonda kopiik olusumu ¢aligilmistir. Vakumla képuk kurutma
icin sigir serum albumini+gliserol ve sigir serum albumini+sakkaroz kullanilarak iki
farkli formiilasyonda S. Enteritidis F5—4 bakteriyofajinin vakum kopiik kurutma ile
kurutulmasi ¢alisilmustir. Proses I ve I1I arasinda kurutma sonrasi bakteriyofaj titresindeki
diisiis incelendiginde iki siire¢ arasinda belirgin bir fark bulunmamakla birlikte, Proses
[T diisiik sicaklik sebebiyle daha uzun bir kurutma siiresine ihtiya¢ duymaktadir. Proses
II yapilan islemler igerisinde bakteriyofa; titresindeki azalmanin en az oldugu islem grubu
olarak goriilmektedir. Proses II siiresince diisiik vakum altinda koptik yeterli seviyede
yiikselip hava dolmamis olmasindan Otiirli kurutma yapilan kabin taban kismina
orneklerin yapismasi ve ylizeyde kurumasi gergeklesmistir. Bu sebeple kurutma sonu
numunelerin kurutma petrilerinden alinirken daha az kurutulmus numune geri
alinabilmistir. Kopiik olusumu sonrasi yas kopiik titresinde 0,08 log POB titre diisiisii
gozlenmistir. Proses Il (35£1°C, 0,06 MPa, 5 saat) kosullarinda titresinde soliisyon D i¢in
0,74 log POB, solusyon E i¢in 0,72 log POB ve soltisyon F i¢in 0,68 log POB titre diisiisii

calisma kapsaminda en basarili sonug olarak gozlenmistir.

Mevcut tez ¢alismasinin ikinci bélimiinde, kuru toz formda ve film formda hazirlanan
bakteriyofaj preparatlarinin hayvansal ve bitkisel gidalar {iizerindeki etkinliginin
incelenmistir. Liyofilizasyon ¢alismasi kapsaminda, ¢ig tavuk eti 6rneklerinde 4+1°C’de
6 gin sureyle bakteriyofaj yukli 0,3 M sakkaroz jelatin karisimina ait liyofilize tozlarin
stabilitesi ve antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglar, sirasiyla MOI 100
ve 1000 igin 6 giin sonunda, yeni hazirlanan liyofilize bakteriyofaj tozlarinin
uygulanmastyla ¢ig tavuk etinde Salmonella’da 1,86 log KOB/cm? ve 2,18 log KOB/cm?
azalma oldugunu ortaya gozlenmistir. Cig tavuk etinde 4+1°C ve 25+1°C’de 10 ay
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siireyle depolanmis liyofilize toz bakteriyofaj drneklerinin antimikrobiyal aktivitesi ve
stabilitesi arastirtlmigtir. Sonuglara gére MOI 100 ve 1000 igin 4+1°C’de depolanan
liyofilize bakteriyofaj tozlarmin uygulanmasi sonucunda ¢ig tavuk etinde Salmonella
sirastyla 1,08 log KOB/cm? ve 1,26 log KOB/cm? azalma gdzlenmistir. Benzer sekilde,
MOI 100 ve 1000°de 25+°C’de depolanan liyofilize bakteriyofaj tozlarmin uygulanmasi
sonucunda ¢ig tavuk etinde Salmonella sirasiyla 0,66 log KOB/cm? ve 1,00 log KOB/cm?
azalma gozlenmistir. Buna ek olarak 6 giin boyunca islem gdérmiis et Orneklerinde

bakteriyofaj titresinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi (p>0,05) gozlenmistir.

Piiskiirtmeli kurutma g¢aligmasi1 kapsaminda, ¢ig tavuk eti orneklerinde orneklerine
4+1°C’de 6 giin siireyle bakteriyofaj tozlarinin stabilitesi ve antimikrobiyal etkisi
arastirilmistir. Elde edilen veriler, MOI 100 ve 1000 igin % 15 maltodekstrin ile yeni
hazirlanmis pliskiirtiilerek kurutulmus bakteriyofaj tozunun uygulanmasi sonucunda ¢ig
tavuk etinde Salmonella’da sirasiyla 1,85 log KOB/cm? ve 2,13 log KOB/cm? azalma
oldugunu tespit edilmistir. Benzer sekilde, % 5 kazein ile yeni hazirlanmis piiskiirtmeli
kurutmali faj tozunun sirasiyla MOI 100 ve 1000 uygulanmasiyla ¢ig tavuk etinde 1,78
log KOB/cm? ve 2,09 log KOB/cm? Salmonella azalmas: gozlemlenmistir. Cig tavuk
etinde 4+1°C’de 10 ay siireyle depolanmis % 15 maltodekstrin ile hazirlanan
puskiirtillerek kurutulmus toz bakteriyofaj Orneklerinin antimikrobiyal aktivitesi ve
stabilitesi arastirillmigtir. Sonuglara gére MOI 100 ve 1000 igin 4+1°C’de depolanan
puskiirtiilerek kurutulmus bakteriyofaj tozlar1 uygulanmasi yapilmis ¢ig tavuk etinde
Salmonella’da sirasiyla 1,09 log KOB/cm? ve 1,30 log KOB/cm? azalma gozlenmistir.
Benzer sekilde MOI 100 ve 1000°de 25+1°C’de saklanan % 5 kazein ile hazirlanan
puskiirtiilerek kurutulmus bakteriyofaj tozlarinin uygulanmasi sonucunda ¢ig tavuk
etinde sirasiyla 0,72 log KOB/cm? ve 0,95 log KOB/cm? Salmonella azalmasi
gozlemlenmistir. Buna ek olarak, 6 giin boyunca islem gormiis et Orneklerinde

bakteriyofaj titresinde 6nemli bir fark olmadig1 (p>0,05) gozlenmistir.

Liyofilize ve piiskiirtiilerek kurutulmus bakteriyofaj preparasyonlarinin hazirlanmasinda
nispeten kolay elde edilebilmeleri, ucuz olmalari, gidada kullanilabilir olmalar1 ve gida
endistrisinde kullanilan katki maddeleri grubunda bulunmalar1 sebebiyle tercih edilmis

ve bu sekilde iiretim i¢in secilecek kimyasallarin yiiksek hacimde kullaniminda maliyet

161



ve kolay temin edilebilirlik ag¢isindan avantaj saglanmistir. Literatiirde diger
arastirmacilar tarafindan gerceklestirilen bakteriyofa; kurutma calismalar1 farmasotik
amag¢ iizerinde yogunlagsmakla birlikte, agar ftizerinde farkli kriyoprotektan ve
eksipiyanlarin ¢esitli konsantrasyonlarda bakteriyofaj titrelerinin belirlenmesi seklinde
rapor edilmistir. Fakat gida maktriksleri tizerindeki etkinlikleri i¢in sinirl sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bu g¢aligmalar ozellikle taze olarak hazirlanmis tozlarin kullanildigi
caligmalar ile smirlt olmakla birlikte depolanmis toz Orneklerin gidalar iizerindeki
etkinliginin incelendigi ¢aligma literatiir calismalarinda karsilagiilmamaistir. Bu sebeple bu
tez ¢alisma kapsaminda bilgimiz dahilinde ilk kez depolanmis liyofilize bakteriyofaj

iceren tozlarin gergek gida maktriksindeki etkinligi ortaya konulmustur.

Film formda hazirlanan bakteriyofaj preparatlarinin etkinliginin incelenmesi kapsaminda,
cileklerde Salmonella’nin biyokontrolii i¢in bakteriyofaj temelli yenilebilir kaplama
kullanimimin incelenmistir. Cilek oOrneklerinin depolama suresinceki fizikokimyasal
degisiklikleri renk, pH ve titre edilebilir asitlik parametreleri tizerinden incelenmistir.
Baglangic asamasinda (t=0), hem kontrol numuneleri hem de kaplanmis numuneler
benzer L*, a*, b*, WI, YI, AE, C ve H degerlerine sahiptir. Kontrol numunelerinde, L*,
a*, b*, C, Wl ve AE degerleri kademeli olarak azalirken, Y1 degeri kaplamali numunelere
gore cok daha yiiksek oranda depolama siiresince yavas bir sekilde artmistir. Peynir alti
suyu tozu konsantrati (WPC) kapli numuneler, kontrol numuneleri ve diger kaplama
malzemeleri ile kaplanmis numunelere gore L*, a*, b*, C, WI ve AE degerlerinde biraz
daha yiiksek bir diislis ve YI degerinde biraz daha yiiksek bir artis gostermistir. Bu
sonuclar, cilek meyvesinin pH degerinin depolama siiresince arttigini ve kaplanmamis
orneklerde kaplanmis O6rneklere gore daha yiliksek oldugunu gostermistir. Bes giinliik
depolamadan sonra elde edilen sonuclar, pH degerinin tiim islemler i¢in depolama siiresi
boyunca onemli Ol¢lide arttigini gdstermistir (p<<0,05). Tiim biyopolimerler arasinda,
WPC kaplama, bes giinliik depolamadan sonra pH’ta en az artig1 gostermistir. Besinci
giinde WPC ile muamele edilmis numunelerin ve diger biyopolimerlerin ve kontrol
numunesinin pH seviyeleri arasinda onemli farkliliklar (p<0,05) vardir. Depolama
stiresince kontrol ve kaplanmis ¢ilek orneklerinin TA degerlerinde bir diisiis oldugunu
ortaya koymustur. TA diisiis grafikleri incelendiginde en az diisiistin WPC ile kaplanmis
cilek orneklerinde gozlendigi goriilmiistiir. Cilek numunelerinde farkli enkapsiilasyon

biyopolimerleri ile kaplanmis bakteriyofaj kokteylinin bakteriyofaj stabilitesi ve
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antimikrobiyal etkisi incelenmistir. Bes glinliik buzdolabinda saklama siiresi boyunca,
WPC kaplamasinda sirastyle 0,7 log POB/g azalma gozlenmistir. Secilen biyopolimerler
arasinda, bakteriyofaj yliklii WPC kaplamasi, 1-5 giin boyunca giinde diger kaplamalara
gore onemli Ol¢iide daha yiiksek faj sayilar1 (p<0,05) sergilemistir. Salmonella kokteyli
inokiile edilmis 6rneklerde ise en yiiksek antimikrobiyal etki, 3,1 log KOB/g azalma ile
WPC’nin kullanildig1 kaplanmis 6rneklerde goézlenmistir. Bu c¢alismanin 6ne cikan
yonleri sunlardir: (i) ilk kez cilek ornekleri iizerinde bakteriyofaj yiiklii yenilebilir bir
kaplama c¢alismasi yapilmis, (ii) aymi bakteriyofaj kokteyli ile birden fazla farkli
kaplamanin etkinligi ilk kez gosterilmis ve (iii) farkli biyopolimerlerin bakteriyofaj

stabilitesi lizerindeki etkisi karsilagtirmali bir sekilde gosterilmistir.
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