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OZET

YUKSEK LISANS TEZi

FARKLI KULTUR ORTAMLARI KULLANILARAK CELiK BIiYOREAKTORDE
BRUCELLA ABORTUS S-19 BAKTERISININ URETIMINIiN OPTiMiZE EDILMESI

IBRAHIM YASAR

HARRAN UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU
BiYOLOJi ANA BiLiM DALI

Tez Damsman: Prof. Dr. FARUK SUZERGOZ
Yil: 2025, Sayfa : 54

Bruselloz, Brusella bakterilerinin yol agtigi zoonotik enfeksiyonlardan olup, bulasmada dogrudan ya
da dolayli olarak enfekte hayvan veya friinleri ile temas Onem tasgimaktadir. Brusellozun
onlenmesinde almacak tedbirlerin basinda asilama gelmektedir. Ulkemizde brusella asisi iiretiminde
kullanilan metodlarla ag1 {iretimi yetersiz kalmakta ve yiiksek oranda is giicline ihtiya¢c duymaktadir.
As1 tiretiminde kullanilan mediumlar1 optimize ederek sanayi tipi tiretimi arttirmak bir ihtiya¢ haline
gelmistir. Son yillarda paslanmaz gelik biyoreaktorler asi liretiminde Snemli yer tutmakta olup,
agminkalitesini ve liretim miktarmi 6nemli 6lglide etkilemektedir. Paslanmaz celik biyoreaktorler, ast
hazirlamada bakteri tiremetimi i¢in gerekli ortami (sicaklik, pH, oksijen, karistirma hizi) saglamada
6nemli katkilar sunmaktadir. Bu ¢alisma ile hali hazirda sigirlarda uygulanmakta olan Brusella S19
asist icin bakterilerin sivi besiyerinde iiretiminin optimizasyonu amaglanmistir. Kati besiyerinde
Uremesi tamamlanan bakterilersteril paslanmaz ¢elik biyoreaktorde ii¢ farkli sivi besiyerinde
pasajlanmistir (1. besiyeri: tryptose , yeast extract, glucose , NaH2PO4, Na2HPO4, 2.
besiyeri:proteose peptone ,yeast extract, glucose , NaH2PO4, Na2HPO4, 3. besiyeri: tryptone, yeast
extract, glucose , NaH2PO4, Na2HPO4). Pasajlama iglemi %30 O, ortaminda, 37 °C'de, pH 6.8'de
stirdiiriilmiistiir. Pasajlamalarda karigtirma hizi 300 ile 420 rpm arasina ayarlanmistir. Pasajlamalar
esnasinda:0, 6,12, 24, 36, 48. saatlerde numune alinarak canlilik sayimi yapilmistir. Her bir besiyeri
icin uygulamalar {i¢ kez tekrarlanmistir. 1., 2. ve 3. besiyerlerinde 48. saatlerde en yiiksek miktarda
bakteri sayilar1 10.2x10Y, 7.1x10°%e 6.0x10° olarak belirlenmistir. Ug farkli besiyerinin
karsilastirilmasi sonucunda en ideal lireme ortaminin tryptose, yeast extract, glucose , NaH2PO4,
Na2HPO4oldugunu soyleyebiliriz. Calismamiz koruyucu hekimligin en O6nemli unsuru olan
astlamalara katki agisindan 6nem tasgimaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Bruselloz, as1, biyoreaktor, Brucella Abortus S-19, zoonoz
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Brucellosis is a zoonotic infection caused by Brucella bacteria, and direct or indirect contact with
infected animals or their products is important in transmission. Vaccination is the primary measure
tobe taken in preventing brucellosis. With the methods used in the production of Brucella vaccines,
vaccine production is insufficient and requires a high level of labor. It has become a necessity
toincrease industrial production by optimizing the mediums used in vaccine production. In recent
years, stainless steel bioreactors have taken an important place in vaccine production and significantly
affect the quality and production amount of the vaccine. Stainless steel bioreactors make significant
contributions in providing the necessary environment (temperature, pH, oxygen, mixing speed)
forbacterial growth in vaccine preparation. This study aimed to optimize the production of bacteria in
liquid media for the Brucella S19 vaccine, which is currently being applied in cattle. Bacteria whose
growth was completed on solid medium were passaged in three different liquid media in a sterile
stainless  steel  bioreactor (1.medium: tryptose, yeast extract, glucose, NaH2PO4,
Na2HPO4,2.medium: proteose peptone, yeast extract, glucose, NaH2PO4, Na2HPO4, 3.medium:
Tryptone, yeast extract, glucose, NaH2PO4, Na2HPO4). The passaging process was continued in a
30% O, environment, at 370 C, and at pH 6.8. The mixing speed was set between 300 and 420 rpm
during passaging. During passaging, samples were taken at 0, 6,12, 24, 36, 48. hand viability counts
were performed. Applications were performed triple orderfor each medium. The highest bacterial
counts in the 1., 2.and 3. media at 48. h were determined as 10.2x10%!, 7.1x10° and 6.0x10%,
respectively. As a result of the comparison of three different media, we can say that the most ideal
growth medium is tryptose, yeast extract, glucose, NaH2PO4, Na2HPO4.Our study is important in
terms of contributing to vaccinations, which are the most important elements of preventive medicine.

KEYWORDS: Brucellosis, vaccine, bioreactor, Brucella Abortus S-19, zoonos
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GIRIS Ibrahim YASAR

1. GIRIS

Brusella da dahil olmak iizere zoonotik hastaliklar uzun siiredir halk sagligi
acisindan énemli bir endise kaynagi olmustur. Diinya Saglik Orgiiti'ne (DSO) gore
zoonotik hastaliklar, tiim insan patojenlerinin en az %61'ini olusturur ve son on yilda
salginlara neden olan bulasict hastaliklarin %75't zoonozlardir. Bu, zoonotik
hastaliklarin ele alinmasmin artan Onemini bir kez daha vurgulamaktadir. Bu

hastaliklar benzersiz zorluklar yaratir ve onlarla etkili bir sekilde miicadele etmek
icin multidisipliner bir yaklagimi gerektirir (Tosun, 2010).

Hayvanciligin yeterli koruma onlemlerinin bulunmadigi ve ilkel yontemlerin
kullanildig1 tilkelerde yapildigi durumlarda hastaliklarin hem insanlara hem de
hayvanlara bulasmas1 6nemli bir sorun haline gelmektedir. Yetersiz 1sil islem gormiis
et ve siit lirlinlerinin yani sira fetiislerin uygunsuz sekilde imha edilmesi ve genital
akint1 bu hastaliklarin yayilmasmna katkida bulunmaktadir (WHO, 1999).
Hayvanlardan insanlara bulasma sirasi su sekildedir: Koyun ve kegilerden Brucella
melitensis, sigirlardan B. abortus, domuzlardan B. suis ve kedi ve kopeklerden B.
canis olarak sdylene bilir (Lee ve ark 2009 ;Pappas ve ark 2006; Roth ve ark 2003).

Yetiskin hayvanlar bruselloza daha yatkinken, gen¢ hayvanlar genellikle
hastaliga karsi direng gosterir. Bagisikligin kazanilmasi brusellaya karsi direncin
gelistirilmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynar. Sonu¢ olarak bruselloz prevalansinin
yiiksek oldugu iilkelerde sigirlara B. abortus S19 ve/veya RB 51 asilarinin, koyun ve
kecilere ise B. melitensis Rev.1 asilarinin uygulanmasiyla enfeksiyonun insidans ve
prevalansi en aza indirilebilir (Benkirane, 2006 ; Yingst and Hoover 2003).

B. abortus S19 ve RB51 asilar1 sigirlar1 bruselloza kars1 korumada etkilidir.
Ancak bu asilarin B. melitensis'e kars1 koruma saglamadigini belirtmek onemlidir.
Sigir siiriilerinde B. melitensis kontaminasyonunun tespit edildigi durumlarda Rev-1
asis1 uygulanir. Bruselloz bagisikliginda hiicresel bagisikligin humoral bagisikliga
gore daha 6nemli bir rol oynadigini belirtmektedir. Bu nedenle bu hastaliga karsi

bagisiklik saglamak i¢in canli asilardan yararlanilmaktadir (CarvalhoNetave, ark.,
2010).

Bagta Tiirkiye olmak iizere Akdeniz iilkelerinde bruselloz yaygm bir
hastaliktir. Bu bulasici hastalik hem hayvanlar1 hem de insanlar1 etkileyerek
enfeksiyona yol acar (Esel ve ark,2004).
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Tiirkiye’de biiyiilkbas ve kiiciikbas hayvanciligi olumsuz etkileyen ve ciddi
ekonomik kayiplara neden olan 6nemli bir hastalik olan bruselloz, ayni zamanda
zoonotik 6zelligi nedeniyle halk saglig1 agisindan da tehdit olugturmaktadir. Sadece
hayvanlarda degil, insanlarda da hastaliga yol agmasi nedeniyle 6nemli bir zoonoz
olarak siniflandirilmaktadir (Seyda ve ark,1999).

Bakterilerin neden oldugu bu hastalik; sigir, koyun ve keci gibi evcil
hayvanlar tiizerinde zararhi etkilere neden olmakta, diisiiklere, siit veriminin
azalmasma, damizlik degerinin azalmasma ve kisirliga yol agmaktadir. Onemli
ekonomik zarar vermesinin yam swra halk sagligi ac¢isindan da 6nem tasimaktadir
(Kiligarslan 2008).

Diinyanin pek ¢ok tilkesinde halk sagligi ve ekonomiyle ilgili sorunlar devam
ediyor. Birincil faktorlerden biri olarak tanimlanan bruselloz, diinyadaki en biiytik
hastaliklar arasinda yer alan, 6nde gelen zoonotik bir hastalik olarak on plana
cikmaktadir (Agasthya ve ark. 2007).

Bruselloz, hizli yayilma potansiyeline sahip, kontrol altina alinmasi gii¢ ve
uzun siireli miicadele gerektiren bir hastalikti. Bu durum, hem hastaligin
eradikasyonunu zorlagtirmakta hem de onemli ekonomik harcamalar1 beraberinde
getirmektedir. Ayrica, hayvansal protein kaynaklarinin mevcudiyetini olumsuz yonde
etkileyerek gida giivenligini tehdit etmekte, enfekte hayvanlarin ve bunlara ait
iirlinlerin ticaretini kisitlamakta ve 6zellikle kirsal bdlgelerde ge¢imini hayvancilikla

saglayan treticilerin sosyo-ekonomik gelisimini engellemektedir (Kiligarslan 2008).

Ulkemizde brusellozun mortalite oram goreceli olarak diisiik olmasma
ragmen endise verici derecede yliksektir. Bu bulasici hastalik her yil binlerce kisiyi
etkilemekte ve sadece fiziksel engellilige degil ayn1 zamanda is kaybma da yol
acmaktadir (Mehli ve ark. 2008).
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Bruselloz, tiim sistemleri etkileyen ve farkl klinik tablolarla ortaya ¢ikabilen,
tan1 ve tedavisi oldukga giic bir hastalik oldugu belirtilmistir. Hayvanlarda yavru
atimlar1 ile biiyiikk ekonomik kayiplara ve insanlarda da siddetli kronik
enfeksiyonlara neden olan bruselloz hastaliginin teshisi i¢in serolojik test
yontemlerini gelistirmek ve hastaliktan korunma amaciyla kullanilabilecek asilarin
hazirlanmasi i¢in as1 susu ve iiretim kosullarinin optimizasyonu biiyiikk 6nem arz
etmistir. Bu ¢alismada Uretim yontemini ve tretim kosullarmin biyik Olgekli tretime

en 1yi sekilde optimizasyonunu saglayip, asi iiretimine katki saglamaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. GENEL BILGILER
2.2. Brusella bakterisi

Brusella cinsi bakteriler: hareketsiz, kapsulstiz, sporsuz, 0,7-1,5um boyunda,
0,4-0,7 um eninde, fakdltatif hiicre i¢i gram negatif kokobasillerdir. Molekiiler
hareket nedeniyle, yerlerinde titresirler (Braunien hareket). Daha ¢ok tek olarak
bulunmakla birlikte, daha az siklikta ikili kiigiik kiimeler ve kisa zincirler meydana
getirebilirler. Pasajlarda 6zellikle R koloni olusturan tiplerde kapsiil izlenmezken, S
seklinde genelde mukoid koloni olusturan suslarda kapsiil varligi izlenir (Akgiin ve
ark., 2017).

Brusella zorunlu aerobik bakteriler arasinda yer alir. Bazi tiirleri (B. abortus
ile B. suis’in baz alt tipleri) genelde ilk izolasyonlarinda ¢ogalabilmek i¢in CO2’ye
gereksinim gosterirler. Oksidatif metabolizmaya sahiptirler. Enejilerini karbonhidrat
ve aminoasit kullanimindan saglarlar. Cogu brusella tiirii enerji igin i-eritritolu
kullanmaktadir. Genellikle yapilan ilk izolasyonda bakterinin {iremesi ig¢in
aminoasitler, nikotinamid, biotin, pentotenik asit ve tiamin iceren kompleks
besiyerlerine ihtiyaglar1 vardir. Brucellanin tiremesi i¢in demir ve manganez vb. eser
metallere ihtiya¢ duymaktadir Sekestrasyon ve depolama gorevi olan bakterioferritin
icin demire ihtiya¢ vardir. Bakterinin tiim suslar1 katalaz pozitiftir. Baz1 suslarinda
ise ayn1 zamanda oksidaz pozitiflik goriiliir. Nitrat rediiktaz bakterinin ¢ogu susu
tarafindan olusturulmaktadir. Bu nedenle nitratlar1 nitritlere indirgeme oOzelligine
sahiptirler (Young, 2005).

Bakterinin H2S tiretme 6zelligi tiirleri ve alt tipleribirbirinden ayirt edilmede
yararli olmaktadir. Proteolitik aktivitelerinin diisiik olmasi nedeniyle, eritrositlerde
hemoliz yapmadiklar1 ya da jelatini eritemedikleri tespit edilmistir. Bu bakterilerden
B.suis ve B.canis’ in iireaz aktivitesi yiiksek saptanmistir. Bazi brusella tlrlerinde
ireaz aktivitesi diistik tespit edilmistir. (B. oviS’in iireaz aktivitesi saptanmamustir).
Indol negatif ve asetilmetil karbinol olusturmaz, metil kirmizisi testi negatiftir).
Brusella cinsi bakteriler: hareketsiz, kapsilsuz, sporsuz, 0,7-1,5um boyunda, 0,4-0,7
um eninde, fakiiltatif hiicre i¢i gram negatif kokobasillerdir. Molekiiler hareket
nedeniyle, yerlerinde titresirler (Braunien hareket). Daha ¢ok tek olarak bulunmakla
birlikte, daha az siklikta ikili kiigiik kiimeler ve kisa zincirler meydana getirebilirler.
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Pasajlarda oOzellikle R koloni olusturan tiplerde kapsiil izlenmezken, S
seklinde genelde mukoid koloni olusturan suslarda kapsiil varlig1 izlenir. Brusella
zorunlu aerobik bakteriler arasinda yer alir. Bazi tiirleri (B. abortus ile B. suis’in bazi
alt tipleri ) genelde ilk izolasyonlarinda cogalabilmek igin CO2’ye gereksinim
gosterirler. Oksidatif metabolizmaya sahiptirler. Enejilerini karbonhidrat ve
aminoasit kullanimindan saglarlar. Genellikle yapilan ilk izolasyonda bakterinin
uremesi igin aminoasitler, nikotinamid, biotin, pentotenik asit ve tiamin igeren
kompleks besiyerlerine ihtiyaclar1 var. (Madkour, 2008).

Brusellanin {iremesi i¢in demir ve manganez Vvb. eser metallere ihtiyag
duymaktadir. Sekestrasyon ve depolama gorevi olan bakterioferritin i¢in demire
ihtiya¢ vardir. Bakterinin tiim suslar1 katalaz pozitiftir. Baz1 suslarinda ise aymi
zamanda oksidaz pozitiflik goriiliir. Nitrat rediiktaz bakterinin ¢ogu susu tarafindan
olusturulmaktadir. Bu nedenle nitratlar1 nitritlere indirgeme 6zelligine sahiptirler.
Bakterinin H2S iiretme 6zelligi tiirleri ve alt tipleribirbirinden aywrt edilmede yararl
olmaktadir. Proteolitik aktivitelerinin diisiikk olmasi nedeniyle, eritrositlerde hemoliz
yapmadiklar1 yadajelatini eritemedikleri tespit edilmistir. Bu bakterilerden B. suis ve
B. canis’ in iireaz aktivitesi yiiksek saptanmistir. Bazi brusella tiirlerinde iireaz
aktivitesi diisiik tespit edilmistir. (B. ovis’in {ireaz aktivitesi saptanmamustir). Indol
negatif ve asetilmetil karbinol olusturmaz, metil kirmizisi testi negatiftir (Kocoglu ve
ark., 2008).

Brusella bakterisi yapilan 1s1 ve pastorizasyon islemlerine oldukc¢a duyarl bir
mikroorganizmadir. 60 °C’de 10-12 dakikada, %0,1 fenolde 15-20 dakikada, 72
°C’de 15 saniyede, 100°C’de ise hemen OSliirler. Bakterilerin pastorizasyon isleminde
hizlica 6lmeleri 6nemlidir. Bu sebeple pastorize edilmis siit ve siit iiriinlerinden
brusella hastaliginin bulagsma olasilig1 oldukga diisiiktiir. Kasar ve tulum peyniri uzun
stire uygun kosullarda bekletildiginde, yogurtta ise yliksek asidite nedeniyle hastalik
bulasi olmamaktadir (Arda ve ark. 1997; Pappas ve ark.2006).

Brusella tiirii mikroorganizmalarin hiicre duvari incelendiginde dis membran
proteinleri ve somatik-lipopolisakkarit (S-LPS) antijenleri disinda genelde ortak
antijenik yapilara sahiptirler. Yapilan jel diffiizyon ve agliitinin absorbsiyon
yontemleriyle somatik A ve M ile L zarf antijeni bu bakterilerin yapilarinda tespit
edilmistir. B. melitensis, B. abortus ve B. suis’in liposakkaritlerinin A ve M diye
adlandirilan iki degisik antijenik yapis1 vardir. Bu antijenik yapilarin bakteri
tdrlerinin viriilansindan sorumlu oldugu gibi Brusella turlerinin tanimlanmasindan
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kullanilmaktadir (Fidanci, 1995; Karasoy, 2000; Brucella, 2008; Savasan, 2013).

B. abortus’ta daha fazla olan L antijeni, mikrorganizmadan yakin zamanda
ayrilan bakterilerde tespit edilmis, yapilanagliitinasyonlara engel olmakta beraber
100°C°’de 30 dakika 1sitilma isleminden sonra ortamda tiikenmektedir.
Salmonellalardaki Vi antijenleriyle benzer 6zellik gostermektedir. B. melitensis’te M
antijeni fazla miktarlarda tespit edilirlen B. abortus ve B. suis’te A antijeni fazla
miktarda tespit edilmistir (Cengiz, 1997; Young, 2005; Terzi, 2006; Akgiin ve ark.,
2017).

2.3. Tarihge

Brusella cinsi toplam 7 farkl: tiirti kapsar: B. melitensis, B. suis, B. abortus, B.
canis, B. ovis, B. neotomae ve B. maris. Brusella tlrleri ile ilk karsilasma, arastirmaci
Bruce'un B. melitensis'i basarili bir sekilde izole ettigi 1887 yilina dayanmaktadir.
1897 yilinda Traum olarak da bilinen B. abortus'un ineklerde bulasici bir kiirtaj
etkeni oldugu tespit edildi. B. suis'in tespiti 1914 yilinda Yeni Zelanda ve
Avustralya'daki disi bir domuzun fetlisiinden kaynaklanmistir. 1953 yilinda Stoenner,
Lack-Carmichael ve Bruner'in gabalar1 sayesinde B. ovis'in koclarda cinsel yolla
bulasan epididimitin etken maddesi oldugu kabul edilmistir. Ayrica 1968 yilinda
kdpeklerde diisiik nedeni olarak ilk kez B. canis izole edilmistir. Brusella familyasma
en son eklenen, 1993 yilinda yunuslar ve balinalar gibi deniz memelilerinden
kesfedilen yeni bir biyovar olan B. maris'tir. Filogenetik olarak B. maris, Brusella,
Agrobacterium, Rickettsia ve Rhizobium'u da iceren Proteobakterilerin a-2 alt grubu
icinde smiflandirilir. Diger birgok bakteriden farkli olarak Brucella'nin genomunda
iki kromozom bulunmaktadir (Yumuk, 2005).

Bang ve Stribolt 1895 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, fetiisiin zarlarindan ve
rahim i¢indeki sivilardan, kirlenmemis gram-negatif basilleri basariyla elde ettiler.
Yaklasik kirk yi1l sonra Berke (1931), titiz laboratuvar analizleri yoluyla hayvanlarda
bruselloz olusumunun ortaya ¢ikarilmasinda dncii olmustur. Golen (1943), Serolojik
yontemlerin kullanilmasiyla Golen (1943), hem insanlarda hem de hayvanlarda

brusellozun varligina iligkin kanitlar1 basartyla saglanmistir (Arda ve ark., 1997).

Yildiz (2006), Koyunlarda brusellozun ilk tanimlanmasi 1906 yilinda Garcia
ve Iscara'ya atfedilebilir. Tiirkiye'de bruselloz konusundaki farkindalik uzun siiredir
olusturulmustur. Kéyoglu ve Aktan, 1944 yilinda Bandirma Merinos Ciftligi'nde
koyunlarda brusellozun varligin1 serolojik olarak tespit eden ilk kisiler oldu.
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Tiirkiye'de yapilan arastirmalar, brusellozun hem koyun hem de kegilerde diistiklerin
birincil bakteriyel nedeni oldugunu dogruladi. Koyunlarda dogal enfeksiyonun
birincil nedeni tipik olarak Brucella melitensis'tir, ancak Brucella abortus da etken
bir ajan olarak tanimlanmistir (Karasoy, 2000). Sigirlarda B. abortus enfeksiyonu
sorunu Tiirkiye'de 1931 yilinda ithal kiiltiir hayvanlarinin gelmesiyle ayni zamana
denk gelmistir (Fidanc1 ve ark., 1995).

Brucella melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae, B. ovis ve B. canis,
hastaliga neden olmaktan sorumlu olan cesitli brusella tiirleridir (Cengiz ve Istar,
1997; Terzi, 2006).

Koyun ve keciler B. melitensis'e konak¢i olurken, sigir ve mandalar B.
abortus'a ev sahipligi yapmaktadir. Domuzlar B. suis ile enfektedir ve kdpekler B.
canis'i barindirir. B. ovis ve B. neotomae'nin insanlari etkiledigi bilinmemekle
birlikte, B. abortus ve B. melitensis insan vakalarinda en yaygin olarak bulunan
turlerdir (Cengiz ve ark., 1997).

Bruselloz iilkemizde ve diinyada yaygin goriilen ve tarihsel olarak Malta
Atesi, Akdeniz Atesi, Cebelitarik Atesi, Kaya Atesi, Kibris Atesi, Bang Atesi,
Ondulan Atesi gibi isimlerle anilan zoonotik bir hastaliktir (Roth ve ark.2003;
Benkirane, 2006; Yingst and Hoover, 2003; Carvalho Neta ve ark. 2010; Baysal ve
ark., 1999; Bilgehan, 2000; Shapiro And wong, 1999; Koneman ve ark. 2006).

MO 450 yilinda Hipokrat, Salgin adl1 eserinde bir hastaliga ilk kez deginmis
ve hastaligin sadece dort ay iginde tekrarlayan atesler nedeniyle Oliimle
sonuglandigini anlatmustir. 1751 yilinda, Akdeniz'in Minorka adasinda gorev yapan
Ingiliz Ordusunda doktor olan Cleghorn, Hipokratin bahsettigi hastahiga g¢ok
benzeyen atesli bir hastaligi belgelemistir (Esel ve ark.2004).

Sir William Burnett (1779-1861), tip alaninda ingiliz donanmasindaki deniz
subaylar1 arasinda gézlemlenen farkl ates tiirleri arasinda basarili bir sekilde ayrim

yapan oncii olma ayricaligina sahiptir (Seyda ve ark., 1999).

1861'de Misir'da konuslanmis Ingiliz Kraliyet kuvvetlerinin bir iiyesi olan
Jeffery Allen Marston (1831-1911), kendi deneyimlerinden yola ¢ikarak bu
hastalikla ilgili klinik gozlemlerin ilk kaynagiydi. O donemde hastaliga "Akdeniz
Atesi" adi veriliyordu. Marston, Malta atesi hakkinda kapsamli verilerin

belgelenmesinde 6ncii olma ayricaligna sahiptir (Hoover and Friedlander, 1917).
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Malta atesinden sorumlu mikroorganizma olan Micrococcus melitensis'e
1887 yilinda Ingiliz ordusunda gérevli mikrobiyolog ve Doktor Sir David Bruce
(1855-1931) tarafindan isim verilmistir. Sir David Bruce, bu mikroorganizmay1
Malta Adasi'nda Malta hummasina yenik diisen bir askerin dalaginda kesfedilmistir.
Dikkatli bir incelemenin ardindan, yaz aylarinda mikroorganizmanin daha fazla
sayida enfeksiyona neden olma egiliminde oldugu ve kegcilerin birincil rezervuar
gorevi gordiigli sonucuna varilmigtir. Ayrica kecilerden alinan siit, idrar ve kan
orneklerinden mikroorganizmalar1 basariyla izole ettt Toplam 844 kisi iizerinde
kapsamli bir calisma yiriiten M.L. Hughes, 1897'de "Sonsuz Ates" konusuna
odaklanan bir monografi yaymlamistir. 1897 yilinda Wright, Bruce tarafindan
tanimlanan mikroorganizmanm hasta serumlarini agliitine etme yetenegine sahip
olduguna dair kanit saglamistir (Seyda ve ark. 1999; Esel ve ark. 2004).

Sigir, at, koyun ve ke¢i de dahil olmak iizere cesitli hayvan tiirlerinde
diisiiklere neden olan mikroorganizmanin kesfi ve isimlendirilmesiyle tanman kisi,
Danimarkali bir veteriner olan Bernhard Bang'dir (1848-1932). 1897 yilinda bu
mikroorganizmay1 resmi olarak Bacterium abortus olarak adlandirilmistir. Bang,
dogum siireci sirasinda ineklerin rahim zarindan mikroorganizmay1 basariyla izole
etmistir. Bu mikroorganizmayla iliskili tibbi duruma genel olarak "Bang Atesi" adi
verilmektedir (Baysal ve ark. 1999; Shapiro and Wong, 1999; Bilgehan, 2000; Roth
ve ark. 2003; Yingst and Hoover, 2003; Benkirane, 2006; Koneman ve ark. 2006;
Carvalho Neta ve ark. 2010).

1906 yilinda enfekte kecilerde aymi mikroorganizmay1 kesfettikten sonra
Zammit, devlet personeli arasinda kegi siitii ve bununla ilgili liriinlerin tiiketimini
yasaklamak icin ihtiyati tedbir almistir. 1914°te Traum, ABD'nin Indiana kentinde
prematiire dogan domuz yavrularindan Brucella suis'in izolasyonunu gergeklestirdi
ve bakterileri karacigerlerinden, midelerinden ve bobreklerinden izole etmistir (Roth
ve ark.2003; Esel ve ark.2004).

1920 yilinda Amerikali bakteriyolog Alice Evans ilgi ¢ekici bir kesifte
bulundu. Baslangigta Bang ve Sir David Bruce tarafindan tanimlanan tiirlerin
olduk¢a benzer Ozelliklere sahip oldugunu belirlemistir. Sonug¢ olarak,
mikroorganizmalar daha sonra Bruce'un onuruna Brusella cinsi altinda
smiflandirilmistir (Hoover ve ark., 1917; Seyda ve ark., 1999; Esel ve ark., 2004).
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1920'de Meyer ve Shaw, daha 6nce bahsedilen tlrleri Brusella cinsine
siniflandirdilar. Bu bakterilerin H2S tretmedeki aktiviteleri, ayn1 zamanda tiyonin ve
fuksin boyalarmma duyarliliklarmi1 da inceleyen Huddleson ve Abell tarafindan
kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Shapiro And Wong, 1999; Yingst and Hoover,
2003).

Buddle (1953) ve Boyes (1956) B. ovis'i Yeni Zelanda'daki koglardan
basariyla izole ederken, Carmichael ve Bruner (1968) Brucella canis'i kopeklerden
izole etmeyi basalamiglardir. 1957°de Stoenner ve Lacman, Utah'ta bulunan ¢ol
farelerinden elde edilen bir tiir olan Brucella neotomae'yi kesfettiler. Benzer sekilde,
Brusella'nin bagka bir tiirii olan Brucella rangiferi, hem Rusya'da hem de Alaska'da
ren geyiklerinden izole etmislerdir (Cengiz ve ark., 1997; Roth ve ark., 2003; Yingst
and Hoover, 2003; Benkirane, 2006).

2.4. Epidemiyoloji

Diinyada genis yayilim alanina sahip ve 6nemli halk sagligi sorunu olan
bruselloz mortalitesi diisiik morbiditesi yiiksek bir hastaliktir. Morbiditesi ylksek
olan bu hastalik ¢ok sayida insani etkileyerek Onemli is giicii kaybma sebep
olmaktadir. Ayn1 zamanda hayvanlarida etkileyerek (abortus, prematiir dogum,
infertilite, hayvan 6liimii vb) mevcut iilkelerde biiyilk ekonomik kayiplara sebep
olurlar (Lee ve ark., 2009; Abamecha and Awel, 2016).

Diinyada sik goriilen brusellozun belli bolgelerde yaygin goriilmesi, o
bolgedeki hayvancilik sektorii ve yaygmligr iledogru orantildir. Bruselloz
epidemiyolojisi diinya c¢apinda degiskenlik gosterir. Gelismis iilkelerde kontrol
programlar1 ve hayvan asilanmasi sayesinde bruselloz eradike edilmistir veya
prevelansi oldukga distiktiir (Pappas ve ark. 2006; Roth ve ark.2003; Blasco and
Molina-Flores, 2011; Olsen and Tatum, 2010).

Dinya Uzerinde insanlarda en fazla gorilen bruselloz turi Brucella
melitensis’tir. Diinyada her yil yaklagik 500.000 insana bruselloz bulastig bildirilse
de ger¢ek rakamin bu sayidan ¢ok daha yiiksek oldugu bilinmektedir (Benkirane,
2006; . Bosilkovski, 2009).

Brusella diinyanim her yerinde gériilmekle beraber Tiirkiye, Portekiz, Italya,
Ispanya, Yunanistan, Fransave Akdeniz Bolgesi llkelerini kapsayan Kuzey Afrika
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iilkeleri ile birlikte Meksika, Hindistan, Arap Yarimadasi, Orta ve Giiney
Amerika’da diinyanin geri kalanina gore daha sik goriilmektedir (Ulug and Can-
Ulug, 2010; Yingst and Hoover, 2003).

Bruselloz gelismis iilkelerin aksine saglik sorunlarinin yogun oldugu, gelisen
ve gelismekte olan {ilkelerde Onemli bir halk sagligi sorunu olmaya devam
etmektedir. Hayvanlardan insanlara hastalik bulasmasi dogrudan veya dolayli temas
yoluyla gercgeklesir. Brusellozun insidansi ve prevelansi iilkeden iilkeye farklilik
gostermekle beraber, endemikolan bdlgelerde 100.000 niifusta 0.01 ile 200 araliginda
seyir gostermektedir Carvalho Neta, 2010; Esel ve ark., 2004; Doganay and Aygen,
2003).

Bruselloz Tiirkiye’de genellikle kirsal alanlarda sik rastlanilan enfeksiyon
hastalig1 olup dzellikle Dogu Anadolu Bélgesi, i¢ Anadolu Bélgesi ve Giiney Dogu
Anadolu Bolgesinde sik goriilmektedir (Kiligarslan, 2008; Selcuk, 2006).

Hastaligin goriilme siklig1 niifusun sosyo-ekonomik yapisina, yorelerin
kiiltiirel 6zeliklerine ve bdlgesel brusella eradikasyon varligina ve etkinligine bagl
olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Brusellozun bolgeler arasi insidansindaki
degisken sonuglarinin sebeplerinden biri de ulusal ve uluslararas1 hayvan ticaretine
bagli hayvanlarin sik sik yer degistirmesidir (Agasthya, 2007; Mehli, 2008; Sengoz
ve ark. 2012; Korkmaz, 2012).

Ulkemizde Brusella hastaliginin bulasmin 6nlenmesine ydnelik ¢alismalar
baslamustir. Bu amagla hastaligin eradikasyonunu gerceklestirmis Ulkelerin micadele
programlar1t 0rnek almarak Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi ¢ Brusellanin
Konjuktival As1 Kontrol ve Eradikasyon Projesi’” kapsaminda Ocak 2012 tarihinde
keci ve koyunlarda 6 yil boyunca, sigirlarda 10 yil siirecek asilama programi
baslatmistir (Madkour, 2008).

Bruselloz Saglik Bakanligi tarafindan ‘’Bildirimi Zorunlu Hastaliklar Grup
A’ arasinda yer almistir. Bruselloz diinyada ¢ok sayida iilkede bildirimi zorunlu
hastaliklar arasmda yer almasmna ragmen, resmi kayitlar gercek enfekte kisileri
gostermemektedir (Agasthya, 2007; Madkour, 2008; Sengdz, 2012).

Hastalik iilkemizde her yas ve cinste karsimza ¢ikmaktadir. Ozellikle 14-25
yas araliginda sik goriiliir. Yaz doneminde iilkemizde kirsal alanlar arasindaki
ulasgimin rahat olmasi, sut ve sut Urlnlerinden taze peynir ve tazeyaglarin elde
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etmesini kolaylagmasi ve fazlalagsmasi sebebiyle brucellozda yaz aylarinda 4 kat artis
meydana gelir (Tosun, 2010; Cigek, 2021).

Tiirkiye bruselloz bakimmndan endemik iilkeler arasndadir. Ulkemizde
yapilan ¢ok merkezli bir arastirmada normal gruplarda %1,9 olarak, yiiksek riskli
kisilerde ise (veteriner, kasap) %7 oraninda Brusella’ ya karsi antikor olustugu 4
tespit edilmistir (Calik ve Gokengin, 2011; Gozibiyilik, 2016; Esel ve ark.,2004;
Seyda ve ark., 1999; Hoover ve ark., 1917). Bu veriler Saglik Bakanlig1 verileriyle
karsilastirildiginda brucelloz vaka sayisiin Saglik Bakanligi’'ndaki vaka sayisinidan

daha fazla oldugu goriilmektedir (Yingst and Hoover, 2003).

2.5. Bulasma yollar

Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO), Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) ve Diinya Hayvan Saglig1 Orgiitii'ne (OIE) gére bruselloz diinya ¢apmda en
yaygin zoonoz olarak kabul edilmektedir. Pek ¢ok iilke brusellozla miicadele i¢in
kampanyalar yliriitiirken, bazi durumlarda sigir brusellozunu basarili bir sekilde
ortadan kaldirirken, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde koyun ve kegi brusellozunun
prevalans: yiiksek olmaya devam etmektedir. Kapsamli ¢abalar Kuzey Avrupa,
Kuzey Amerika (Ulkeleri, Avustralya ve Yeni Zelanda'da brusellozun ortadan
kaldirilmasma yol agmustir. Bununla birlikte, bazi1 Giliney Avrupa iilkeleri, Akdeniz
Bolgesi, Orta Dogu, Bat1 Asya'daki gelismekte olan iilkeler, Hint Yarimadasi, Afrika
ve Orta ve Giiney Amerika'nin bazi kisimlari, insanlarda ve hayvanlarda hala 6nemli
bir bruselloz vakasmna maruz kalmaktadir. Ozellikle Akdeniz iilkeleri brusellozu en
yaygin hastalik olarak bildirmektedir. Tiirkiye'de hayvan brusellozu prevalansi sigir
populasyonunda %1,43, koyun popilasyonunda ise %1,97'dir (Tosun, 2010; OIE
2008; Erganis ve Istanbulluoglu, 2002; WHO. 1999; Lee ve ark.,2009; Pappas vve
ark., 2006; Corbel, 1997, Mustafa And Nicoletti, 1995; Iyisan, 2000).

Gelismekte olan {ilkelerdeki kontrol programlar1 hayvanlardaki hastalik
oranini etkili bir sekilde azaltamadigi i¢in insanlarda bruselloz prevalansi hala yayin
olarak goriinmektedir. Siitlin pastorizasyonunun yapilmamasi ve ¢ig siit iiriinlerinin
tiketimi gibi yetersiz uygulamalar ve sagliksiz kosullar insanlarda enfeksiyon
riskinin artmasina katkida bulunmaktadir. Gelismis iilkelerde, hastalik genellikle
hayvanlarda kontrol altina alimiyor olsa da yurt digina seyahat eden veya giivenli
olmayan hayvansal iiriinler tiiketen kisilerde vakalar hala goériinmektedir. Ayrica
ciftciler, veterinerler, laboratuvar ¢alisanlar1 ve mezbaha ¢aliganlar1 gibi baz1 meslek

gruplar1 da hastaliga yakalanma riski altindadir. Insanlarda brusellozun ortaya ¢ikist,
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Akdeniz ve Orta Dogu Ulkelerinde degisiklik gostermektedir ve bildirilen oranlar
100.000 kisi bagina 1 ila 78 vaka arasinda degismektedir. Bununla birlikte, etkili
hayvan kontrol programlarmin bulunmadigi bolgelerde 550'den fazla vaka
gorilmistiir. Hayvan kontrol onlemlerinin zorunlu oldugu bazi Giiney Avrupa
topluluklarinda bildirilen oran 100.000 kisi bagina 77 vaka olarak tespit edilmistir.
Diinya capinda her yil 100 farkli tilkeden yaklasik 500.000 bruselloz vakasi
bildirilmektedir. Pek ¢ok iilkede bildirilmesi gereken bir hastalik olmasina ragmen,
insan brusellozuna iligskin resmi istatistikler, enfeksiyonun gercek boyutunu dogru bir
sekilde yansitmamaktadir. Gergek vaka sayisinin agiklananm 10-25 kati oldugu
disiiniilmektedir. Bu tutarsizlik Oncelikle vakalara siklikla yanhs teshis
konulmasindan kaynaklanmaktadir (OIE 2008; Anonim, 2014).

Insanlar, enfekte hayvanlarla dogrudan temas ederek, acik yaralar1 ve
styriklart enfekte viicut sivilarina maruz birakarak, aerosolleri soluyarak ve taze
peynir ve krema gibi pastorize edilmemis siit Uriinlerini tiiketerek hastaliga
yakalanirlar (Tosun, 2010; Pappas ve ark., 2006; Benkirane, 2006; Yingst and
Hoover, 2003; Carvalho, 2010; Corbel, 1997; Baysal, 1999; Bilgehan, 2000; Shapiro
and Wong, 1999; Koneman ve ark. 2006).

Hem dinyada hem de tlkemizde bruselloz kontaminasyonunun temel nedeni
pastorize edilmemis siit ve siit {rinlerinin tiiketiminden kaynaklanmaktadir.
Ulkemizde siit ve siit iiriinlerinin énemli bir kism1 eski ydntemlerle ve sagliksiz
kosullarda {retildiginden bulagsma riski yiiksektir. Akdeniz bdlgesinde yapilan
arastirmalar, hastalik ve bulagsma yollar1 konusunda bilingli olmasina ragmen bolge
halkinin siit ve siit tirtinlerini uygun sekilde kaynatilmadan veya pastorize edilmeden
tiketmeye devam ettigini ortaya cikardi. Bu kaliciligin nedeni, islenmis siitten
tereyagi ve peynir iiretmenin zorlugu ve olumsuz tadidir. Bu soruna yonelik proaktif
Onlemler uygulanmadigi siirece bruselloz, halk sagligina yonelik ciddi bir tehdit
olarak varligini stirdiirecektir (Esel ve ark. 2004; Yiice Ve Cavus, 2006).

2.6. Koruma ve Kontrol

Insanlarda brusellozun etkili bir sekilde énlenmesi, ézellikle koyun, kegi ve
sigir gibi evcil hayvanlarda hastaligin kontroliine ve ortadan kaldirilmasmna baghdir.
Ulkemizde bruselloza kars1 as1 iiretiminden Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitist sorumludur. Koyun ve kegilere B. melitensis Rev.1l asis1 uygulanirken
sigirlara B. abortus S19 asis1 yapilir. Ne yazik ki su anda insanlara yonelik bir asi
mevcut degildir. Riski azaltmak igin basta kirsal kesimde yasayanlar olmak Uzere
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halkin bilinglendirilmesi, siit ve siit tirinlerinin kaynatma veya pastorizasyon yoluyla
uygun sekilde hazirlanmasinin saglanmasi biiylik Onem tasir. Ayrica mezbaha
iscileri, et paketleyicileri, veterinerler, hayvancilik is¢ileri ve laboratuvar personeli
gibi yiiksek riskli mesleklerde ¢alisan kisilerin eldiven, kolu tam kapatan kiyafet ve
koruyucu gozliik takarak onlem almalar1 gerekmektedir. Ayrica laboratuvar kaynakli
enfeksiyonlarin 6nlenmesi i¢in bruselloza iligkin iglemlerin bakteriyolojik giivenlik
kabininde yapilmasi gerekmektedir. Herhangi bir bruselloz vakasi derhal Saglik
Bakanligina bildirilmeli ve ardindan etkilenen bdlgede bruselloz varligini tespit
etmek i¢in kapsamli bir inceleme yapilmahidir (OIE 2008; Pappas, 2006; Anonim.
2014; Anonim. 2004).

Pastorize edilmemis veya iyice kaynatilmamais siitlerin yan sira bu siitlerden
elde edilen peynir, krema, dondurma gibi sut Grlnlerinin tlketilmesi 6nerilmez.
Ayrica pastorizasyon durumu bilinmeyen siit ve siit Uriinlerinin tiiketiminden de
kaginilmasi Onerilir. Hayvan yetistiricileri, yeni dogan hayvanlardan elde edilen
atiklarla dogrudan temas etmeden c¢iplak elle islem yapmalidir. Atiklarm uygun
sekilde bertaraf edilmesi ¢ok Onemlidir ve asla cevreye atilmamali veya kedi ve
kopeklere verilmemelidir. Ahir ve agillarda diizenli dezenfeksiyon tedbirleri
uygulanmalidir. Herhangi bir hastalik belirtisi gézlemlendiginde, durum derhal bir
veterinere bildirilmelidir. Hastalik teshis edildikten sonra ise hayvanlara uygun asilar
uygulanmalidir (OIE 2008; Anonim, 2014).

Brusella enfeksiyonlarindan korunmak amaci ile oncelikli olarak yapilmasi
gereken evcil hayvanlardan Brusella’y1r eradike etmektir. Bu acidan etkinligi
kanitlanmig canh bakteri asilar1 ile sigir, kec¢i ve koyunlarda bagisiklama saglanabilir.
Herkes icin etkili ve giivenilir bir as1 su an bulunmamaktadir. Biyolojik savasta
Brusella suslarinin kullanma olasiligi oldugundan dolay: giivenilir ve etkli bir astya
ihtiyac vardir (Bilgi ve Atli, 2012).

Bruselloz’da bulasm onlenmesi igin siit ve siit iirlinlerinin pastorize edilerek
tiikketilmesi Onerilmektedir. Eger pastorizasyon islemi yapilamiyorsa siitlerin iyice
kaynatilmasi ve ondan sonra tiiketilmesi ©Onerilir. Ozellikle kirsal kesimlerde
egitimler verilmeli ve bu bolgede yasayan halk bilgilendirilerek bulas orani
diisiiriilmelidir (Tosun, 2010; Akgiin ve ark., 2017; Cigek, 2021; Madkour, 2008)

Saglik kuruluslarinda o6zellikle laboratuvar calisanlar1 risk altindadir. Bu
sebeple enfeksiyon riski tasiyan materyallerle temas s6z konusu olacagindan
koruyucu Onlemler alinmali gozlik, eldiven, maske ve Onlik kullaniimalidir
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(Doganay ve Mese 2008; Erganis ve Ugan, 2010).

Bruselloz’un gidalarla bulagsmasini 6nlemek i¢in; yumusak peynirler 6 ay
salamura peynirler 3 ay uygun kosullarda bekletildikten sonra tiiketilmesi tavsiye
edilmektedir. Siit ve siit Urlinleri pastorize edilmeli veya kaynatilmali, kaynatma
yeterli slire ve karistirilarak yapilmalidir. Ayrica et ve et iriinleri iyice pisirildikten
sonra tiketilmelidir (Demirci, 2008).

2.7. Tedavi

Brusella tedavisi i¢in ¢esitli tedavi protokolleri mevcuttur. Bu tedavi siiregleri
oldukga zor ve uzun sirelidir. Brusella tedavisinde etkili antibiyotikler mevcut
olmasma ragmen bu ilaglarin neden oldugu yan etkiler tedavide kullanimlarini
kisitlamaktadir. Genel olarak kabul gormiis tedavi rejimleri net olsada, relaps ve
gelisen komplikasyonlarda net bir medikal tedavi protokolu yoktur. Brusellada tedavi
dort ana basamaktan olusur. Bu tedavi rejimleri antibiyoterapi, istirahat, destek ve
semptomatik tedavi olarak degerlendirilir. Akut agwr seyirli vakalarin saglhk
kuruluslarinda yatarak tedavi almasi gerekir. Atesi olan hastaya yatak istirahati
onerilir (Bruselloz, 2005).

Bruselloz vaklarinda uygulanan antibiyoterapiler hastaligin seyrini kisaltir,
semptomlarm hafiflemesine neden olur ve cogu zaman hayati tehlikeye neden
olabilecek komplikasyonlarm sikligini ve siddetini azaltir. Nonsteroid anti-
inflamatuar ilaglar 6zellikle lokomotor sistem belirti ve bulgular1 goriilen vakalarda
semptomatik rahatlama saglar. Agir seyirli hastalarda sivi-elektrolit dizenlenmeli
gerekli replasman tedavileri saglanmalidir. Beslenme bozuklugu olan agir hastalarda
protein, enerji ve vitamin eksiklikleri yerine konmalidir. Hastalara baslanan bu
destek tedavileri antibiyoterapiye yanit1 artirip, 24 iyilesme siirecini hizlandirmakla
beraber hasta konforunun arttirilmasma katkida bulunur (Bruselloz, 2005; Elaldi,
2010).

Klinisyen agisindan brusella bakterisinin hiicre i¢inde yasamasi, graniilom
olusturmasi ve mikroapse yapmasi gibi Ozellikleri tedaviyi zorlastirmaktadir.
Laboratuvar ortamlarinda yapilan invitro ¢aligmalarinda birgok antibiyotigin brusella
tirlerine etki ettigi gosterilmesine ragmen, bu bakterilerin makrofaj ve
retikiiloentodelyal sisteme yerlesmesi burada yasammi devam ettirmesi tedavide
sikintilara neden olmaktadir. Uygulanan tedavide bu hiicrelerin icinde yiiksek
konsantrasyona ulasamayan antibiyotikler nedeniyle tedavide istenilen basar1 elde
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edilememektedir. Tedavide tercih edilen antibiyotigin makrafaj icine girebilmesi,
intralizozamal diisiik pH’da aktive olmasi1 ve bakterisid olmasi tercih edilir. Medikal
tedavide basar1 yiizdesi uygun antibiyotikkombinasyonu ve yeterli tedavi suresi ile
artmaktadir (Celebi ve Hacimustafaoglu, 2004).

Brusella da tedavi plani1 ve antibiyoterapinin siiresi hastanin yas, kronik
hastalik, gebelik ve allerji gibi Ozelliklerine gore tercih edilmelidir. Brusella
bakterisine invivo  etkili  antibiyotikler; tetrasiklinler, aminoglikozidler,
florokinolonlar, ko-trimoksazol ve rifampisin yer alir. Yapilan ¢alismalarda /n vitro
olarak etkili bazi antibiyotiklerin (sefalosporinler, eritromisin, penisilinler,
kloramfenikol,) yapilan invivo tedavi sonucunda etkisiz olduklarmidan tercih
edilmezler (Bruselloz, 2005).

Brusella  hastaliginda  klinik  semptomlar ve  meydana  gelen
komplikasyonlaragore ikili veya uUclu antibiyotik kombinasyonu onerilmektedir.
Tekli antibiyotik kullaniminin direng gelisimi, intraselltler ¢ogalan bakteriye yetersiz
etki etmesi ve relaps gibi dezavantajlar1 vardir. Bu nedenlerden dolay1 tekli
antibiyotik tedavi rejimleri tercih edilmemektedir (Tosun, 2010).

Diinya Saghk Orgiitii 1971 yilinda brusella tedavisinde, 3 hafta tetrasiklin
(2gr/glin) ve 2 hafta streptomisin (1gr/giin) tedavi rejimini Onermistir. Bu
antibiyotikler sinerjistik etkili olmalarina ragmen tedavi sonrasinda %15-25 niiks
goriilmiistiir. 1981 yilinda DSO bruselloz tedavisini tetrasiklin (2gr/giin) 6 hafta
siireyle ve streptomisin (1gr/giin) 3 hafta siireyle kullanilmasin1 énermistir. Onerilen
tedavi rejimleri sonucunda relaps oranlar1 6nemli 6lclide azalmistir. Streptomisinin 2
25 haftadan uzun siire kullanilmasi niiks oranini azaltmadigi gibi ayni1 zamanda

ototoksik yan etki riskinin artmasindan dolay1 Onerilmemektedir (Bruselloz, 2005;
Elald1, 2010).

DSO 1986 yilinda brusella hastaliginin medikal tedavisinde degisiklik gitmis,
uzun etkili tetrasiklin tlrevi olan doksisiklin 200 mg/giin ve rifampisin 600-900
mg/glinkombinasyonunun 6 hafta siire ile kullanilmasini tavsiye etmistir.
Doksisiklint+streptomisin ve doksisiklint+rifampisinkombinasyonlar1 45 giin siireyle
uygulandiginda ve sonucglar1 karsilastirildiginda etkinlikleri esdeger olarak
degerlendirilmistir. Fakat doksisiklin+streptomisin kombinasyonu spondiliti olan
hastalarda etkinliginin daha fazla oldugu goriilmiistiir (Elaldi, 2010; Ural, 2005).

Streptomisinin  yan etkileri (ototoksisite vb) nedeniyle alternatif diger
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aminoglikozidler kullanilmaya baslanmustir. Doksisiklin +streptomisin ile doksisiklin
+ gentamisin/netilmisin kombinasyonu karsilattirildiginda komplike vakalar hari¢
birbirlerine istiinliikkleri goriilmemistir. Hastalara uygulanan {i¢lii medikal tedavi
rejimlerinde niiks oranlar1 6nemli derecede azalmaktadir (Elaldi, 2010; Mantur ve
ark., 2004). Tetrasiklinler dislerde kalic1 sar1 renk degisikligine neden olurlar. Bu
etkilerinden dolay1 8 yas ve altindaki ¢ocuklarda tetrasiklin kullanilmasi onerilmez
iken 8 yas iistl ¢cocuklara ise doksisiklin iceren tedavi rejimleri verilebilir (Celebi, ve
Hacimustafaoglu, 2004).

Gebelerde bruselloz tedavisinde tetrasiklin ve tirevleri Onerilmezken
aminoglikozid kullanimi1 kontraendikedir. Tedavide rifampisin, seftriakson ve ko-
trimaksazolun ikili kombinasyonlar1 tercih edilir (Bruselloz, 2005).

Kinolon grubundan siprofloksasin ve ofloksasinin in vitro etkinliginin iyi
oldugu goriilmiistiir. Yiiksek relaps oranindan dolay1 kinolon grubu antibiyotikler tek
basina kullanilmazlar ve kombinasyon tedavisinde basarili sonuglar elde edilmistir.
Seftriaksonun Brusella suslarina in vitro etkinligi ¢ok degiskenlik gosterebilmektedir.
Bu sebeple tetrasiklinin kontraendike veya ko-trimaksazol tedavisinin basarili
olmadig1 durumlarda tercih edilmekedir. Brusella suslara kars1 in vitro etkili olan
azitromisinin gentamisinle kombinasyon tedavisinde yiliksek relaps oranlar1
goriilmiistiir (Ural, 2005; Doganay, 2002).

Komplike bruselloz vakalarinda degisik tedavi rejimleri uygulanmaktadir.
NoOrobruselloz tedavisinde tercih edilen antibiyotiklerin BOS’a gegisi iyi olmali ve
ayni zamanda bakterisidal etki gostermelidir. Norobruselloz tedavisi kombinasyonlar
26 agisindan degerlendirildiginde doksisiklinle ilave olarak streptomisin, rifampisin,
gentamisin, seftriakson, ko-trimaksazol grubu antibiyotiklerin iki yada Ucli
kombinasyonlarinin 90-180 giin siireyle kullanilmas1 nérobruselloz komplikasyonu
gelisen hastalarda etkili bir tedavi yontemi olarak goriilmektedir (Yagupsky, 1994;
Saritiirk ve Seydaoglu, 2011).

Kemik eklem tutulumunda, spondiliti olan vakalarda tedavi kombinasyonu
olarak streptomisin+doksisiklin+rifampisin {i¢lii kombinasyonu %100 basar1 saglar.
Tedavi sedimantasyon degeri normal aralia gelene kadar ve radyolojik bulgularda
iyilesme tespit edilinceye kadar devam etmelidir. Brusellozun en mortal
komplikasyonu endokardittir. Endokardit komplikasyonu gelisen hastalar tek basina
antibiyotiklerle tedavi edilebilecegi gibi ¢ogu hasta da medikal tedavi ile birlikte
cerrahi tedaviye ihtiya¢c duymaktadir. Bu vakalarda ucli antibiyotik kombinasyonlar1
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tercih edilmektedir. Endokarditte tedavinin siiresi hakkinda net bir bilgi olmamakla
beraber 8 hafta slresince doksisiklin + aminoglikozit +rifampisin/ko-trimaksazol
kombinasyonu kullanilabilir. Hastaya cerrahi miidahale yapilacaksa antibiyotiklerin
bu operasyonlardan sonra birkac hafta daha kullanilmas1 gerekmektedir (Ruiz ve ark.
1997).

Uygulanan tedavilerin basarisizligi, akut bruselozda {i¢iincii haftanin sonunda
semptomlarin devam etmesi ve Kkiiltiiriin pozitifligi seklinde degerlendirilirken,
subakut ve kronik durumlarda ise tedavi bitiminde mevcut semptomlarin artmasi,
CRP ve ESH diizeyinde artis saptanmasi seklinde tarif edilir. Relaps i¢in risk
olusturan durumlar; yeterli siire ve dozda tedavi almamasi, etkinligi diisiik
antibiyotiklerin tercih edilmesi, akut donemdeki kan kiltlirii pozitifligi, erkek
cinsiyet ve trombositopeni sayilabilir. Relaps durumunda tedavi i¢in ortak bir goris
olmamakla birlikte ¢li kombinasyon ve tedavi siiresinin uzatilmasi onerilir (Ural,
2005; Doganay ve ark., 2002).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal ve Yontem
3.1.1. Materyal

3.1.1.1. Brucella Abortus S-19

Dollvet Biyoteknoloji sirketi bakteriyel asi1 liretim laboratuarindan temin
edilen attenie Brucella Abortus S-19 bakterisi c¢alismamizin ana materyalini
olusturmaktadr.

Sekil 3.1. Brucella Abortus S-19 bakterisi

3.1.1.2. Kullanilan kimyasal malzemeler

Tryptose

Proteose Peptone
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Tryptone

Yeast Extract

Sabouraud Dextrose Agar

Glucose

NaH2PO4

Na2HPO4

Tryptic soy agar

Brucella Broth

Brucella agar

HCI,

NaOH

Ph soliisyonlar1

3.1.1.3. Kullanmilan laboratuar malzemeleri

Fermentor

Manyetik karistirict

Cam damacana

Otoklav

Laminar flove kabin CLASS -II

Koloni sayim cihaz1
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Pipetor

Pipet

Disposable plastik Petri

Disposable plastik 6ze

Cam sise

Plastik tipa

Aluminyum kapak

6.4x6.4 mm silikon hortum

Ph probu

Oksijen probu

Disi ve erkek connector

Hava filtresi

S1vi1 vasat filtresi

Storaj tanki1

Camtup

Vortex

+370C etliv

+37 CO2’li etiiv

Kurutma firini
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3.1.1.4. Biyoreaktor

Sartorius marka biostat ¢ plus model biyoreaktdr cihazi kullanilmistir.

Sekil 3.2. Biostat ¢ plus model fermentor
3.1.2. Yontem
3.1.2.1. Brucella abortus S-19 Pasajlanmasi

Dollvet Veteriner Asilar1  Uretim Tesisi bakteriyel —asilar iiretim
laboratuvarinda temin edilen Brucella Abortus S-19 bakterisi Brucella agar iceren 5
adet Petriye ekim yapilmis ve 37 °C de 72 saat inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyon sonucu iiremesini tamamlamig bakteriler icerisinde brucella broth
s1v1 besiyeri olan siseye pasaj yapildi. Brucella broth sivi besiyerinde 37 °C de 72
saat inkiibasyona birakild.

3.1.2.2. Farkh besiyerlerin hazirlanmasi

Besiyeri 1: Tryptose 3 % , Yeast Extract 1%, Glucose 0.25 % , NaH2PO4 0.9
% , NaHPO4 0.33 %

Besiyeri 2 :Protesose Peptone 3% ,Yeast Extract 1% , Glucose 0.25 %,
NaH2PO4 0.9 % , NaHPO4 0.33%
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Besiyeri 3 : Tryptone 3 %, Yeast Extract 1 % , Glucose 0.25 % , NaH2PO4
0.9 %, NaHPO4 0.33 %

Belirlenmis oranlardaki kimyasallar hassas terazide tartild1 3 farkli besiyeri 3
farkli storaj tanlarina transferedildi. Laminar kabinde 0.2 um luk filtreden stizulerek
18 L lik 3 farkli damacanaya steril olarak aktarildi. Siizme sonrast 3 farkl
besiyerinden numune alinarak sterilite ekimi yapildi. Besiyerleri 4 °C almarak
muhafaza edildi.

3.1.2.3. Biyoreaktorun sterilizasyonu

Fermentor 1.2 bar basingtaki pur buhar kullanilarak 121°C° de 30 dakika steril
edildi.
3.1.2.4. Biyoreaktore besiyeri transferi

4 °C muhafaza edilen 18 L’lik besiyerleri steril fermentére peristaltik pompa
ile aseptik sartlarda transfer edildi. Transfer edilen besiyerlerinin steril testi i¢in

fermentorden numune alind1 ve sterilitesine bakildi.
3.1.2.5. Biyoreaktore inokulat eklenmesi

Icerisinde besiyeri bulunan fermentore peristaltik pompa ile Uremesini
tamamlamis Brucella Abortus S-19 bakterisi aseptik sartlar altinda transfer edildi.

3.1.2.6. Biyoreaktdrde tretim

Brusella bakterisinin iiremesi i¢in gerekli olan ortamin hazirlanmasi igin
ferementor otomasyon sisteminde sicakligi + 37 °C ’ye ayarlandi. besiyeri yerinin pH
sin1 6.8 setlemek i¢in HCI ve NaOH solusyonlar1 kullanildi. Fermentoriin karistiric
hiz1 300-420 rpm aras1 degerlere ayarlandi. O2 %30 ye ayarlandi. Hava 0.5-08 vvm

ye ayarlandu.

Cizelge 3.1. Uretim parametreleri
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Inkiibasyon saati | Hava/O,% Ortam Kanstiricr mzi
0. saat 0.5-0.8 vvm /%30 O, 300 rpm
12. saat 0.5-0.8 vvm /%30 O, 340 rpm
24. saat 0.5-0.8 vvm /%30 O, 380 rpm
36. saat 0.5-0.8 vvm /%30 O, 420 rpm
48. saat 0.5-0.8 vvm /%30 O, 420 rpm

3.1.2.7. Biyoreaktdrden numune alim

Belirlenen saatlerde (0, 12, 24, 36 ,48, ) icerisinde Besiyeri 1 bulununan

fermentdrden numuneler alinip canlilik sayimi ve sterilite ekimi yapildi.

Belirlenen saatlerde (0, 12, 24, 36 ,48, ) icerisinde Besiyeri 2 bulununan

fermentdrden numuneler alinip canlilik sayimi ve sterilite ekimi yapildi.

Belirlenen saatlerde (0, 12, 24, 36 ,48,) icerisinde Besiyeri 3 bulununan

fermentorden numuneler almip canlilik sayimi ve sterilite ekimi yapildi.

3.1.2.8. Biyoreaktdrden triin toplama

Bioreaktorden 48. Saat sonrasinda iirlin toplamak icin steril 20 litrelik cam
damacana otoklavda steril edilerek kullanima hazir hale getirildi. Bioreaktor ile cam
damacana arasina buhara dayanikli 6rgulii hortum hatti olusturuldu. 1.2 buhar basinci
ile orgiili hortumdan 30 dakika buhar gecirilirp hat sterilizasyonu yapildi.
Sterilizasyon sonrasi hat sogutmaya birakildi ve bioreaktdr icindeki Uriin steril
damacanaya topland1. Toplanan iiriin +4 °C odada muhafaza edildi.
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Sekil 3.3. Fermentdrden toplanan Griin

3.1.2.9. Brucella Abortus S-19 canhlik sayimi

Cam tupler 1 den 9 a kadar numaralandirildi.

Her bir tlipe 9 ml fizyolojik tuzlu su eklendi.
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Titresi belirlenecek kultir 1 ml alinip 1. tupe aktarildi.

Tup vortexlendi.

Tiipten 1 ml alinir 2. tiipe aktarild.

Bu islem 9. tiipe kadar devam ettirildi.

8. tipten 0.3 ml alind1.

Her bir petriye 0.1 ml gelecek sekilde 4 ayr1 TSA’ I1 petriye damlatildi.
Plastik 6ze ile yayildi.

9.tlpten 0.3 ml alind1.

Her bir petriye 0.1 ml gelecek sekilde 4 ayr1 TSA’ I1 petriye damlatildi.
Plastik 6ze ile yayilir. Petriler +37°C etuvde 4-5 giin inkube edildi.
Inkiibasyon sonrasinda kolonileri koloni sayacinda sayildi.

1 ml deki canli bakteri sayis1 belirlendi.
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Sekil 3.4. Canlilik sayiminda kullanilan kat1 besiyeri
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4. BULGULAR

4.1. Besiyeri 1 ile yapilan Uretim sonuglar1 ve parametreleri

Besiyeri Tryptose 3 % , Yeast Extract 1%, Glucose 0.25 % , NaH2PO4 0.9 %
,NaHPO4 0.33 % kimyasal fomule gore hazirlanan besiyerinde iiretilen Brucella
Abortus S-19 bakterisinin  0.-12.-24.-36.-24. Saatlerde numune alinip canlilik
sayimlart yapilmistir. Her bir canlilik sayimi 3 defa tekrarli olarak calisilmis,

ortalamasi1 alinarak sonuglar olusturulmustur.

Cizelge 4.1. Besiyeri 1 Giretim parametreleri

Z:l;iiibasyon Hava/O,% Ortam pH Sicakhk Karnstiricr mzi
0. saat 0.5-0.8 vvm /%300, | 6.8 37°%C 300 rpm
12. saat 0.5-0.8 vvm /%300, | 6.8 37°%C 340 rpm
24. saat 0.5-0.8 vvm /%300, | 6.8 37°%C 380 rpm
36. saat 0.5-0.8 vvm /%300, | 6.8 37°%C 420 rpm
48. saat 0.5-0.8 vvm /%300, | 6.8 37°%C 420 rpm

Cizelge 4.2. Uretimi yapilan serilerin farkli saatlerdeki canlilik sayimlari

BESIYERI 1 CANLILIK SAYIMI CFU/ML

SAAT 1.Deneme 2.Deneme 3.Deneme

0 3.9x10° CFU/m 3.6x10° CFU/ml 3.8x10° CFU/ml
12 1.8x10" CFU/mlI 2.4x10" CFU/m 1.5x10" CFU/ml
24 5.8x10° CFU/m 6.2x10° CFU/m 4.9x10° CFU/ml
36 3.1x10" CFU/ml | 4.1x10Y CFU/mI | 2.8x10% CFU/ml
48 9.2x10'! CFU/ml | 10.2x10' CFU/mI |9.6x10* CFU/ml
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Sekil 4.1. Fakli dilusyonlardaki canlilik gorselleri

4.2. Besiyeri 2 ile yapilan Uretim sonuclar ve parametreleri

Besiyeri Protesose Peptone 3% ,Yeast Extract 1% , Glucose 0.25 %,
NaH2PO4 0.9 % ,NaHPO4 0.33% kimyasal fomule gore hazirlanan besiyerinde
uretilen Brucella Abortus S-19 bakterisinin 0.-12.-24.-36.-24. Saatlerde numune
alinip canlilik sayimlar1 yapilmistir. Her bir canlilik sayimi 3 defa tekrarh olarak

calisilmis, ortalamasi alinarak sonuglar olusturulmustur.

Cizelge 4.3. Besiyeri 2 Uretim parametreleri

1:1::1'ibasyon Hava/0,% Ortam pH Sicakhk Kanstirie1 mza
0. saat 0.5-0.8 vvm /%300, | 6.8 37°%C 300 rpm

12. saat 0.5-0.8 vvm /%300, | 6.8 37°% 340 rpm

24. saat 0.5-0.8 vvm /%300, | 6.8 37°% 380 rpm

36. saat 0.5-0.8 vvm /%300, | 6.8 37°% 420 rpm

48. saat 0.5-0.8 vvm /%300, | 6.8 37°% 420 rpm

Cizelge 4.4. Uretimi yapilan serilerin farkli saatlerdeki canlilik sayimlari

BESIYERI 2 CANLILIK SAYIMI CFU/ML
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SAAT 1.Deneme 2.Deneme 3.Deneme
0 3.9x106 CFU/ml ~ 4.2x106 CFU/ml  3.7x106 CFU/mI
12 3.9x106 CFU/ml 4.2x106 CFU/ml 1.3x107 CFU/ml
24 5.1x108 CFU/ml 4.8x108 CFU/ml 4.5x108 CFU/ml
36 6.3x109 CFU/ml  7.1x109 CFU/ml  6.9x109 CFU/mlI
48 5.4x1010 CFU/ml  6.8x1010 CFU/ml  5.8x1010 CFU/ml

Sekil 4.2. Petrilerdeki koloni gorselleri

4.3. Besiyeri 3 ile yapilan Uretim sonuglar1 ve parametreleri

Besiyeri Tryptone 3 %, Yeast Extract 1 % , Glucose 0.25 % , NaH2PO4 0.9
% ,NaHPO4 0.33 % kimyasal fomule gore hazirlanan besiyerinde iiretilen Brucella
Abortus S-19 bakterisinin 0.-12.-24.-36.-24. Saatlerde numune almip canlilik
saymmlart yapilmistir. Her bir canlilik sayimi 3 defa tekrarli olarak calisilmis,

ortalamasi alinarak sonuclar olusturulmustur.

Cizelge 4.5. Besiyeri 3 Uretim parametreleri
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inkiibasy
s:a:li G Hava/O,% Ortam pH Sicakhk Kanstiric1 mzi

0. saat 0.5-0.8 vvm /%30 O, 6.8 37°% 300 rpm

12. saat 0.5-0.8 vvm /%30 O, 6.8 37°%C 340 rpm

24. saat 0.5-0.8 vvm /%30 O, 6.8 37°% 380 rpm

36. saat 0.5-0.8 vvm /%30 O, 6.8 37°% 420 rpm

48. saat 0.5-0.8 vvm /%30 O, 6.8 37°C 420 rpm

Cizelge 4.6. Uretimi yapilan serilerin farkl saatlerdeki canlilik sayimlar

BESIYERI 3 CANLILIK SAYIMI CFU/ML

SAAT 1.Deneme 2.Deneme 3.Deneme

0 4x108 CFU/ml 4.01x10° CFU/ml | 3.8x106 CFU/mI
12 1.03x10” CFU/ml | 0.89x10" CFU/mI | 0.95x107 CFU/ml
24 4.4x10° CFU/ml | 5.2x10° CFU/ml | 4.1x10° CFU/ml
36 6.4x10%° CFU/ml | 7x10'° CFU/mlI 7.9x10%° CFU/mI
48 7.7x10" CFU/ml | 6.9x10 CFU/mI | 8.3x10% CFU/ml

4.4, Uretimde kullanilan besiyerlerin Gretebilirlik karsilastirmalan ve sonuglar

Uretimde kullanilan ve ardasik 3 seri halinde besiyerinde iiretimi yapilan
Brucella Abortus S-19 bakterisinin canlilik sayimi ortalamlar1 almip tablo halinde

hazirlanmis olup 3 farkli besiyeri karsilatirilmasi yapilmistir.

Cizelge 4.7. Besiyerlerinin tiretebilirlik canlilik sayimlari

SAAT Besiyeri 1 Besiyeri 2 Besiyeri 3

0 3.76x10° CFU/ml 3.93x10° CFU/mlI 3.93x10° CFU/ml
12 1.90x10" CFU/ml 1.1x10" CFU/ml 0.95x10’CFU/ml
24 5.63x10° CFU/m 4.8x108 CFU/ml 4.56x108 CFU/ml
36 3.33x10' CFU/mI 6.76x10° CFU/mlI 7.1x10'° CFU/mlI
48 9.66x10' CFU/mlI 60x10° CFU/mI 7.63x10 CFU/mlI
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Farkli Besiyerlerinde Brucella abortus S-19 Bliylime Egrisi

1012 Besiyeri

Besiyeri 1 H
—— Besiyeri 2
— Besiyeri 3
101

1010 /
6/‘
30

10°

CFU/ml (log dlgek)

10°

= /i

0 10 20

40 50
Saat

Yukaridaki grafik ve tablo, (¢ farkli besiyerinde Brucella abortus S-19 bakterisinin biiylimesini zamana bagli
olarak karsilastirmali sekilde sunmaktadir. Grafik, CFU/ml degerlerini logaritmik dlcekte gostererek blylime

egilimlerini netlestirir. AP

Sekil 4.3. Uretimde kullanilan besiyerlerin iiretebilirlik karsilastirmalar

ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) Sonuclari

Saat (s) F Degeri p Degeri
0 0.84 0.47519
12 9.27 0.01463
24 86.76 0.00004
36 57.43 0.00012
48 272.83 <0.00001

Yorum: 0. saatte anlamli fark yoktur (p > 0.05). 12. saatten itibaren gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamh fark vardir. Ozellikle 24, 36 ve 48. saatlerde fark cok anlamlidir (p < 0.001).

Sekil 4.4. Istatistiksel analiz sonuclar1
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Saat 36 icin:
Grup 1 Grup 2 Mean Diff p-adj Lower
Besiyeri 1 Besiyeri 2 buytk fark <0.05 anlamh
Besiyeri 1 Besiyeri 3 buytk fark <0.05 anlamh
Besiyeri 2 Besiyeri 3 fark var <0.05 anlamh
Saat 48 icin:
Grup 1 Grup 2 Mean Diff p-adj Lower
Besiyeri 1 Besiyeri 2 cok biiytk fark <0.001 4
Besiyeri 1 Besiyeri 3 fark yok ya da cok az p > 0.05 X
Besiyeri 2 Besiyeri 3 buytk fark <0.001 V4

N

Sekil 4.5. Istatistiksel analiz sonuclar1

0. saat verileri arasinda anlamli fark yoktur (p > 0.05), bu durum baslama

kosullarinin homojen oldugunu gosterir.

12. saatten itibaren besiyerleri arasinda anlamli farkliliklar olusmaya

baglamustir.

24., 36. ve 48. saatlerde fark ¢ok anlamlidir (p < 0.001), yani ortamlar

arasindaki tiretim performansi ciddi sekilde ayrigsmaktadir.

En yiiksek biiylime egilimi Besiyeri 1 (Tryptose) ortaminda gézlemlenmistir.
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5. TARTISMA

Brucella abortus S-19, hayvan brusellozuna karsi kullanilan canli
zayiflatilmig bir ag1 susudur. Asi tiretiminde kullanilan Brucella suglarinin uygun
biiyiime ortaminda, kontrollii kosullarda yiiksek canli hiicre yogunluguna ulagmasi
hem asmin immiinojenisitesini hem de iiretim maliyetlerini dogrudan etkiler. Bu
baglamda, bu g¢aliymada farkli besiyerlerinin Brucella abortus S-19 (retiminde
etkinligi degerlendirilmis ve en uygun ortamin belirlenmesi hedeflenmistir.

5.1. Biiyiime Verimliligi ve Ortam Etkisi

Calisgmada kullanilan ii¢ farkli besiyeri formiilasyonu, protein kaynagi
acisindan farklilik gostermektedir. Tryptose (Besiyeri 1), Protesose Peptone
(Besiyeri 2) ve Tryptone (Besiyeri 3) bazli ortamlar, ayn1 kosullarda (37 °C, pH 6.8,
%30 ¢ozlinmiis oksijen, 0.5-0.8 vvm hava, 300420 rpm karistirma) test edilmistir.

Elde edilen canli bakteri sayimi verileri gostermistir ki:

Besiyeri 1 (Tryptose bazli ortam), 48. saatte 9.66x10'" CFU/ml ile en yiiksek

canlilik degerine ulagmustir.

Besiyeri 3 (Tryptone bazli) ortam, buna yakin ancak daha disiik dizeyde
7.63%101 CFU/ml tiretmistir.

Besiyeri 2 (Protesose Peptone) iceren ortam ise en diisiilk verimi gostermistir
(6.0x10' CFU/ml).

Tryptose’un igerdigi kompleks amino asit yapisi, Brucella bakterilerin
metabolik ihtiyaclarin1 daha iyi karsilayarak bakteri ¢ogalmasini hizlandirmis
olabilir. Bu durum, as1 liretimi sirasinda yiiksek CFU/ml hedefinin daha kisa siirede

elde edilmesine olanak tanir.

5.2. Literatiir ile Karsilastirmah Degerlendirme

Calismanin bulgulari, literatiirdeki birgok temel referansla karsilagtirilmistir:

FAO/WHO (1975) protokolinde serum ilaveli ortamlarda 72 saatlik
inkiibasyon sonucunda maksimum biiylimeye ulasilabildigi bildirilmistir. Bu

calismada ise 48. saatte bu seviyenin ¢ok ilizerinde canli hiicre sayisina ulasilmistir.
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Alton (1988), standart ortam ve parametrelerle yaklasik 10° CFU/ml diizeyine
ulasabildigini belirtmistir. Bu deger, bizim ¢alismamizda Besiyeri 1 ile elde edilen
degerin yaklagik 100 kat altindadir.

Shapouri (2007) tarafindan tanimlanan ve Gamaraj olarak adlandirilan
zenginlestirilmis ortamda 60 saatte 8x10° CFU/ml diizeyine ulasilmistir. Besiyeri 1

ise bu degeri 36. saat civarinda asarak iiretim siiresini anlamli sekilde kisaltmistir.

Gamaraj (2010) caligmasinda 60. saatte 1.5x10 CFU/ml degerine
ulagilmistir. Bu g¢alismada 48. saatte elde edilen 9.66x10" CFU/ml, bu degerin
yaklagik 6 katidir.

Bu karsilagtrmalar, Besiyeri 1’in yalnizca verimlilik degil, zaman etkinligi
acisindan da avantaj sagladigmi ortaya koymaktadir.
5.3. As1 Kalitesi Acisindan Onemi

Canli as1 iiretiminde bakteri yogunlugu kadar hiicrelerin metabolik aktivitesi
ve morfolojik biitiinliigii de 6nemlidir. Tryptose igeren ortamda iiretilen Brusella
bakterilerinin daha diizenli ve yuvarlak morfolojiye sahip oldugu gozlenmis, bu da
as1 kalitesi agisindan olumlu bir kriter olarak degerlendirilmistir. Ayrica, asmin
uygulanabilirligi i¢cin gerekli olan doz basina CFU miktar1 bu ¢alismada kolaylikla

karsilanabilecek seviyelere ulasmistir.

5.4. Endustriyel Uretime Yansimasi

Endiistriyel 6lgekte Brusella as1 Uretiminde:

Daha kisa slirede yiiksek canli bakteri yogunluguna ulagilmas,

Ortamin maliyet etkinligi ve yerel tedarik imkanlari,

Uretim siirecinin otomatize edilebilirligi,

gibi faktorler g6z Oniinde bulunduruldugunda, bu g¢alismada test edilen
Besiyeri 1 formiilasyonu onemli avantajlar sunmaktadir. Calismanin sonuglari,

dretim siiresinin 48 saat ile smirlanabilecegini, bu sayede iiretim ¢evrimlerinin

artirilabilecegini ve maliyetlerin azaltilabilecegini gdstermektedir
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6. SONUCLAR

Bu calismada, Brucella abortus S-19 susunun asi iiretiminde kullanilmak
iizere biyoreaktorde farkli besiyeri formiilasyonlarinda biiyiimesi incelenmistir. Ug
farkli ortam (Besiyeri 1 — Tryptose bazli, Besiyeri 2 — Protesose Peptone bazli,
Besiyeri 3 — Tryptone bazli) ayni iiretim kosullarinda test edilmistir. Elde edilen
sonuclara gore: Besiyeri 1- 48. saatte ortalama 9.66x10'' CFU/ml canli hiicre
yogunluguna ulasarak en yliksek liretim verimini saglamistir. Besiyeri 3- 7.63%10!
CFU/ml 1ile ikinci sirada yer alirken, Besiyeri 2- 6.0x10'° CFU/ml ile en diisiik
iiretim diizeyine sahip olmustur. Istatistiksel analizler, dzellikle 24., 36. ve 48.
saatlerdeki canlilik sayimlarinda besiyerleri arasinda anlamli farklar oldugunu ortaya
koymustur (p < 0.001). Caligmanin sonucunda, Besiyeri 1’in endiistriyel 6lcekli

iiretim i¢in en uygun ortam oldugu belirlenmistir.

Calismanin verileri, literatiirde yer alan FAO/WHO (1975), Alton (1988),
Shapouri (2007) ve Gamaraj (2010) gibi 6nemli referanslarla kiyaslandiginda, daha
kisa siirede ve daha yiiksek biyokiitle iiretiminin miimkiin oldugunu gostermistir.
Tryptose bazli ortam (Besiyeri 1), Brucella hiicrelerinin metabolik ihtiyaclarini daha
etkili sekilde karsilamis, bu da as1 iiretimi i¢in istenen yliksek canli bakteri
yogunluguna ulasilmasini saglamistir. Bu bulgular, besiyeri se¢iminin Brucella as1
iiretiminde kritik bir rol oynadigini1 ve {iretim siirecinin optimize edilmesiyle hem

zaman tasarrufu hem de maliyet etkinligi saglanabilecegini ortaya koymaktadir.

35



ONERILER Ibrahim YASAR

7. ONERILER

Besiyeri Secimi: Brucella abortus S-19 dretimi icin Tryptose iceren
ortamlarin, yiiksek canli bakteri verimi ve kisa siirede maksimum biiyiime saglamasi

nedeniyle endiistriyel as1 liretimi siireglerinde tercih edilmesi Onerilmektedir.

Uretim Siresi: Canli hiicre sayim sonuglarma gére, 48. saatte maksimum
verime ulagildigr gorilmiistiir. Bu nedenle {iretim ¢evriminin 48 saatle

simirlandirilmasi hem verim hem de kaynak kullanimi1 agisindan uygundur.

Parametre Optimizasyonu: Biyoreaktor kontrolll sistemlerde pH, ¢Ozlinmiis
oksijen ve karistirma hizlar1 gibi tiretim parametrelerinin optimize edilmesi, Brucella
iretimi kadar diger bakteriyel asilarin iiretiminde de kalite ve verim artisi

saglayabilir.

Yerel Formiilasyon Gelistirme: Ithal bilesenlere olan bagimlilig1 azaltmak
amaciyla, yerli kaynaklarla hazirlanabilecek ekonomik ve etkili besiyeri

formiilasyonlarmin arastirilmasi 6nem arz etmektedir.

As1 Kalitesi Takibi: Canli hiicre sayisinim yani sira, hiicrelerin morfolojik
biitiinliigli ve metabolik aktivitesi de as1 kalitesini etkileyen faktorlerdir. Bu nedenle,
iiretim sonrasi kalite kontrol testleri (zararsizlik, stabilite, immiinojenisite) ihmal
edilmemelidir.

Etik Onay Sireci: Deney hayvanlari ile yapilan tiim islemlerde ilgili etik
kuruldan izin alinmali ve bu siire¢ calismalarin seffaflig1 agisindan belgelenmelidir.

Genel Uygulama Onerisi:

Bruselloz kars1 eradikasyon ve kontrol kampanyalari, bir¢ok iilkede oldugu
gibi iilkemizde de biiyiilk miktarlarda hem as1 hem de antijen iiretimi ihtiyacini
dogurmustur (Shapouri et al., 2007). Bu baglamda, B. abortus S-19 canli asisi,
hastaligin kontroliinde kritik bir ara¢c olarak One c¢ikmaktadir. As1 iiretiminin
optimizasyonu ve iiretim kapasitesinin artirilmasi, arz-talep dengesinin saglanmasi
acisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu calismada elde edilen bulgular dogrultusunda, yalnizca Brucella degil,
diger bakteriyel as1 suslarinin tiretiminde de farkli besiyeri icerikleri ve iiretim
parametreleri optimize edilerek verimlilik artirilabilir. Biyoreaktor destekli liretim
sistemlerinin yaygmlastirilmasiyla, hem riin standardizasyonu saglanabilir hem de
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astya erisim kolaylagabilir. Uzun vadede bu tiir iyilestirmeler, bulasici hayvan
hastaliklarindan kaynakli ekonomik kayiplarin 6nlenmesine ve iilke hayvanciliginin
giiclendirilmesine katki saglayacaktir.
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