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OZET

Bu ¢alismada iilkemizde iretilen, farkli doz ve yol ile uygulanan Brucella melitensis
Rev.1 asismin ergin ve gebe kobaylarda zararsizlik, ergin kobaylarda bagisiklik ve asi
etkeninin viicuttan atiliminin kontrolii amaglandi. Zararsizlik testinde konjuktival
azaltilmis ve subkutan ergin doz B.melitensis Rev.1 asis1 uygulanan ergin kobaylarin
ortalama dalak agirliklari sirasi ile 0.556 ve 0.590 gram, dalak agirlik indeksi 0.16 ve 0.17
bulundu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak onemli
bir fark olmadig1 saptandi. Gebe kobaylarin abort yapmadigi ve normal dogum yaptig1
gozlendi. Asinm koruyucu etkisinin incelenmesinde; asili ve kontrol grubu kobaylar
B.melitensis H38 ile epriive edildi. Konjuktival azaltilmis doz uygulanan grupta ortalama
dalak agirliklar1 epriivasyondan sonra 3.ve 6. haftalarda sirasi ile 1.077 ve 1.211 gram iken,
subkutan ergin doz uygulanan grupta ise 0.951 ve 1.202 gram ve kontrol grubunda ise
2.373 ve 3.403 gram olarak bulundu. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak gruplar arasindaki farkin 6nemli oldugu saptandi. Tiim dalaktaki Brucella spp.
kolonizasyonu ise, epriivasyondan sonra 3. ve 6. haftalarda her iki deneme grubunda da
0.86 CFU/ dalak iken, kontrol grubunda ise siras1 ile 2.31 ve 2.38 CFU/dalak olarak
saptand1. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak
onemli oldugu saptandi. As1 etkeninin viicut ekskretlerinden sagiliminin kontroliinde
Brucella spp. izolasyonu yapilmadi. Biitiin degerler kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
konjuktival azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 asisinin virulent karakterde olmadigi, gebelik
periyodunda giivenli oldugu bulundu. Asmin B.melitensis H38 susuna kars1 korucuyu

etkisinin oldugu ve as1 etkeninin viicuttan atilim riskinin bulunmadigi saptandi.

Anahtar Sozciikler: Brucella melitensis Rev.1, azaltilmis doz, konjuktival yol, zararsizlik,
bagisiklik



SUMMARY

INVESTIGATION OF EFFECTIVENESS OF REDUCED DOSE BRUCELLA REV. 1
VACCINE APPLICATION BY CONJUNCTIVAL ROUTE

The purpose of this study was to examine the safety of B.melitensis Rev.1 vaccine in
adult and pregnant guinea pigs, the level of immunity in adult ones and the discard of the
vaccine agent from the body after application of the vaccine in different doses and routes in
our country product. In safety test, adult guinea pigs were applied with conjunctival reduced
and subcutaneous adult doses of B.melitensis Rev.1 vaccine. The average spleen weights of
the animals were found as 0.556 gram and 0.590 gram and the spleen weight indexes were as
0.16 and 0.17, respectively, but no statistical difference was determined when compared with
the control group. Pregnant guinea pigs did not abort and gave normal births. In order to
examine the effectiveness of vaccine protective factor, vaccined guinea pigs and guinea pigs
in the control group were challenged with B.melitensis H38. After challenging with the
pathogen strain the average spleen weights at the 3rd and 6th weeks were 1.077 gram and
1.211 gram in the conjunctival reduced dose group, 0.951 gram and 1.202 gram in the
subcutaneous adult dose group, and 2.373 gram and 3.403 gram in the control group,
respectively, which revealed a significant difference between the control group and the
challenged groups. Colonization of the whole spleen was found 0.86 CFU/ spleen in both
vaccinated groups at 3rd and 6th weeks after challenge and 2.31 and 2.38 CFU/spleen in the
control group, respectively. When compared with the control group, a significant statistical
difference was observed in the vaccine groups. When the spread of the vaccine factor from
the body extracts was controlled, no Brucella spp. isolation was possible. Inthe comparison
of all the variables among the groups, it was found that conjunctival reduced dose
B.melitensis Rev.1 vaccine did not have virulent character and its use was safe during
pregnancy period. The vaccine had protective effect against B.melitensis H38 strain and there

was no risk of vaccine factor discarded from the body.

Keywords: Brucella melitensis Rev.1, reduced dose, conjunctival route, safety, immunity.



GIRIS

Koyun ve kegilerdeki Brucellosis insan ve hayvan sagligina énemli etkileri olan
zoonoz bir hastaliktir. Basta Akdeniz iilkeleri ve Orta Doguda olmak {izere birgok tilkede
hastalik goriilmektedir. B. melitensis koyun ve kegi brucellosis etkenidir. Brucella genusu
icinde B.melitensis ilk tanimlanan tiiridiir ve 1887 yilinda Malta adasinda David Bruce
tarafindan ilk izolasyonu yapilmistir.

Brucellosis meslek hastaligi olarak veteriner hekimler, ¢ift¢iler, laboratuvar
teknisyenleri, kesimhane ¢alisanlarinda goriilmektedir. Hayvanlar ile direkt temasi
olmayan insanlar i¢in ¢ig siit ve siit {irinleri hastaligin ana kaynagidir. Hastalikta en riskli
donem dogum mevsimidir, insanlardaki brucellosis’ in prevalansi dogum mevsimi
sirasinda en yiiksek seviyeye ulagir (1).

Ekonomik ve zoonotik 6neminden dolay1 endemik bolgelerde brucellosisin koyun
ve kegilerde kontrol edilmesi ve eradikasyonu dnemlidir. Pek cok iilke koyun ve
kecilerdeki hastaligin insidensini diisiirmek i¢in en etkili ve pratik yolun agilama oldugunu
kabul etmislerdir. Gelismekte olan iilkeler ve baz1 Avrupa Birligi {ilkelerinde koyun ve
kegilerde brucellosis goriilmekte ve hastaligin kontrol altina alinmasi i¢in asilamalar
yaygin olarak kullanilmaktadir (2).

B.melitensis Rev.1 giiniimiizde koyun ve ke¢i brucellosis i¢in kullanilan en etkili
asidir. Geng Ve ergin hayvanlarda B.melitensis Rev.1 asillamasinin yerlestirilmesi
hastaligin prevalansinin azaltilmasinda etkilidir. Gebe hayvanlara as1 uygulamasi abort
riski olusturmakta ve as1 susu aglutinojenik olmasi nedeni ile asiya bagli uzun siireli sero-
pozitiflik meydana getirmektedir. Bu durum asilanmis hayvanlarda hastaligin tanisinda
klasik serolojik testlerin kullanilmasini engellemektedir. Diger yandan B.melitensis Rev.1
asisinin subkutan uygulanmasi biiyiik siiriilerde her hayvanin tek tek asilanmasida zorluk
yaratmaktadir, ayrica as1 uygulanmasi deride istenmeyen lezyonlara yol agabilmektedir.
Bu istenmeyen etkilerin azaltilmasi veya ortadan kaldirilmasi i¢in farkli uygulama yolu ve
azaltilmis doz uygulamalar1 ile B.melitensis Rev.1 agilamalar1 daha giivenli hale
getirilmeye caligilmaktadir. Asinin azaltilmis doz araliginda yapilan saha denemelerinde,
10°-10° bakteri/ml doz arahiginmn koyun ve kegilerdeki brucellosis’ in kontrolii ve gebelerde
glivenli kullanimi i¢in uygun oldugu bildirilmistir. Geng¢ hayvanlarda B.melitensis Rev.1’

in 0,5-2x10° bakteri/ml dozunda subkutan uygulama yerine konjuktival uygulama ile ayni



immun yanit meydana getirdigi ve astya bagli olusan sero-pozitifligin daha kisa oldugu
bildirilmektedir (3).

Koyun ve kegilere konjuktival B.melitensis Rev.1 asisinin uygulanmasi ile sistemik
yan etkiler kisitlanmaktadir. Asinm konjuktival uygulanmasi subkutan agilama ile
kiyaslandiginda esit immuniteye sahip oldugu bildirilmektedir. B.melitensis Rev.1’ in
konjuktival uygulanmasinin geng ve ergin koyun ve kegilerde etkin ve uygun yol oldugu,
gebelik donemindeki hayvanlarin agilanmasinda kullanilabilecegi ortaya konulmustur (4).

Koyun ve kegi brucellosisinde etkin ve ideal bir as1; asiya bagli uzun siireli
infeksiyon olusturmaksizin etkin olmali, brucellosis’ in serolojik tanisinda kullanilan
testleri igin yaniltici sonug olusturmamali, gebelik periyodunda giivenle kullanilabilmeli ve
asilama yapanlar i¢in risk olusturmamalidir. Bu 6zellikler dikkate alindiginda konjuktival
azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 asilar1 giiniimiizde subkutan ergin doz B.melitensis Rev.1

asilarina alternatif olarak degerlendirilmektedir (5).



GENEL BiLGILER

Diinyada 2003 y1li rakamlarina gore 1.024.039.610 bas koyun ve 1.371.116.510 bas
sig1r bulunmaktadir (6). Ulkemizde ise Devlet Istatistik Enstitiisii’ niin 2006 yil1 verilerine
gore 25.616.912 bas koyun ve 10.871.364 bas sigir mevcuttur (7). 1970’ 1i yillardan
bugiine gerek sigir gerekse koyun sayisinda yillar itibari ile diisiis bulunmasina karsin
hayvancilik sektorii tilkemiz ekonomisindeki 6nemini korumaktadir. Hayvancilik
sektoriiniin en 6nemli problemlerinin basinda bulasici hastaliklar gelmekte bu hastaliklarin
arasinda da brucellosis ilk siralarda yer almaktadir. Brucellosis, bir¢ok diinya iilkesinde
oldugu gibi iilkemiz hayvanciligi agisindan da 6nemli zoonotik hastaliklardan biridir.
Ekonomik kayiplarinin yani sira insan sagligini da etkilemesi nedeniyle hem diinya
iilkeleri hem de iilkemizde, salgin hayvan hastaliklar1 ile miicadelede ilk siralarda yer
almaktadir. Y1z yillik bir gecmise sahip olan Brucellosis infeksiyonu diinyanin bir¢cok
tilkesinden eradike edilemedigi gibi, Diinya Saglk Teskilati (WHO) raporlarina gore, her
yil yaklagik yarim milyon insan brucellosise yakalanmaktadir.

Brucellosis; sig1r, koyun, ke¢i, domuz, kog gibi hayvanlarda 6zellikle testis, meme,
uterus gibi genital organlara yerleserck yavru atmalara ve infertiliteye neden olan kronik,
bulasic1 ve nekrotik, yangisal infeksiyonlarla ortaya ¢ikan zoonoz bir hastaliktir.
Hayvanlarda organ infeksiyonlari, yavru atma ve siit azalmasima yol agarak dnemli
ckonomik kayiplara neden olur (8). En 6nemli zoonoz hastaliklardan olan brucellosis,
insanlarda soguk alginligi semptomlarma benzer belirtiler, dalgali ates, generalize agr1 ve
organlar da granulomatoz lezyonlar ile ortaya ¢ikar. Kardiovaskuler sistem, genital sistem
ve merkezi sinir sisteminde ciddi komplikasyonlar meydana getirir (9-11).

Brucella cinsinin ilk izolasyonu 1887 yilinda, David Bruce tarafindan Malta’da geng
bir askerin dalagindan yapilmis ve etken Micrococcus melitensis olarak isimlendirmistir.
Insanlardaki Malta Fever hastaliginin etkeninin bu gram negatif kokoid mikroorganizmalar
oldugunu saptamustir. Etken Meyer ve Shaw tarafindan 1920 yilinda hiicresel morfolojisi
ve aglutinasyon Ozelligine gore ad1 B. melitensis olarak yeniden adlandirilmigtir. Brucella
abortus, Fredrick Bang tarafindan 1897 yilinda atik sigir fotusundan izole etmis ve etkene
Bacillus abortus adi verilmistir. Etken 1920 yilinda yeniden adlandirilarak B. abortus
olarak isimlendirilmistir. Koyunlardaki Brucella etkenleri Garcia ve Iscara tarafindan
1906 yilinda izole edilmistir. Kegilerdeki ilk brucellosis 1905 yilinda Zammit tarafindan
tanimlanmistir. Brucella suis 1914 yilinda Hindistan’ da domuz siiriilerinde Traum
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tarafindan izole edilmis, Huddleson tarafindan isimlendirilmistir. Koglarmn epididimitis
etkeni 1953 yilinda Buddle ve Boyes tarafindan Yeni Zelanda’ da izole edilmis ve 1956
yilinda Brucella ovis olarak tanimlanmstir. Brucella neotomea ilk olarak Stoenner ve
Lockman tarafindan 1957 yilinda izole edilmistir. Brucella canis, 1966 yilinda képeklerde
abortla seyreden bir salgin sirasinda izole edilmis ve 1968 yilinda Carmicheal ve Bruner
tarafindan isimlendirilmistir (12-16).

Tiirkiye’de ilk brucellosis vakas1 1915 yilinda Kural ve Akalin tarafindan teshis
edilmistir. Ilk izolasyon ¢alismalar1 sigirlarda 1931-1932 yillarinda Berke tarafindan,
koyunlarda ise 1944 yilinda Aktan ve Koyliioglu tarafindan yapilmistir (17, 18) .

B.melitensis, gram negatif, katalaz pozitif, oksidaz pozitif, hareketsiz, spor
olusturmayan, ozellikle tek tek, ¢iftler veya nadiren kisa zincirler halinde goriilen kisa
oval, kokoid sekilde, 0.5x1 um boyutunda mikrooganizmadir. Etken 20-40 °C’ler arasinda
iireyebilmekle birlikte, optimal iireme sicakliklar1 37 °C’dir. Inaktif hale 63 °C’de 7-10
dakikada gelmektedir. Biitiin Brucella tiirleri dezenfektan ve antibiyotiklere duyarhdir.
Karanlik yerlerde, doku, siit veya uterus akintilar1 i¢inde uzun zaman canli kalabilirler.
Glines gormeyen toprakta 70 giin, suda 35 giin kadar yasayabilirler. Kiiltiirler buzlukta 3-6
ay canli kalabilirler. Etkenler % 0.1 siiblimede birka¢ dakika, % 2 formalin ve % 0.1 lizol
icinde 15 dakikada oliirler. Brucella’larm tiremeleri i¢in optimal pH degeri 6.6-7.4;
maksimum pH 8.7, minumum pH ise 5.8 olarak bildirilmistir. Hastalik olgularindan yeni
izole edilen bakterilerin smooth (S) formundaki suslarinda kapsiil tespit edilmistir. Etken
mikroaerofilik 6zellige sahiptir ve ilk izolasyonda % 10 CO;’ e gereksinim gdsterirler.
Besi yerlerine glukoz, ascites, karaciger ektresi, serum, eritrol veya protein katilmasi
iireme iizerine olumlu etkide bulunur ve dissosiasyonu da sinirli kalir.  Sivi materyallerin
kiiltiirti igin s1v1 besi yeri kullanilir. Mikroorganizma hemolitik degildir. Besi yerlerinde
koloniler, yuvarlak, konveks, kenarlar1 diizgiin 0.5 mm ¢apinda S formundadir.
Mikroorganizma genellikle indol, jelatin, metil red VVoges-Proskauer testi (VP)
reaksiyonlar1 yoniinden negatif olmalarina karsilik {ireaz, nitrat ve katalaz pozitiftir. Ilk
izolasyonda serum-dekstroz agar, Tween-dekstroz agar, kontaminasyon ihtimaline kars1
antibiyotik ilave edilmis besi yeri kullanilmalidir. Kullanilan besi yerlerinin esasini
nutrient agar olusturur bununla birlikte patates infuzyon, karaciger infuzyon ile trypticase
soy agar, tryptose agar, brucella albimi agar, Columbia agar, Brucella agar gibi hazir ticari
besi yerleri temel diger besi yerleri olarak kullanilmaktadir.

Brucella cinsi mikroorganizmalarin klasik smiflandirmasinda 6 tiir olarak

tanimlanmaktadir;



B. melitensis: Insanlarda Malta hummasi olarak bilinen hastahigin etkenidir.
Baslica konakgilari, koyun, kegi ve yabani sigirlardir. Etkenin 3 biyotipi vardir.

B. abortus: Ineklerde yavru atmalara neden olur. Insanlarda Bang hastalig
etkenidir. Serolojik ve biyokimyasal reaksiyonlarla birbirinden farkli 9 biyotipi bulunur.

B. suis: Evcil domuzlarda hastalik yapar, 4 biyotipi vardir.

B. ovis : Koglarda kisirlik, koyunlarda yavru atmalara neden olur.

B. canis: Kopeklerde yavru atmalara neden olmaktadir.

B.neotomae: ilk kez Amerika’da agac ratlarindan izole edilmistir.

Deniz memelilerinden de Brucella spp. tespit edilmistir. 1990’ larda Avrupa ve
Giliney Amerika’daki okyanuslardan alinan deniz kabuklularindan (cetaceanlar ve
pinnipedler), klasik 6 Brucella tiiriinden farkli olan yeni suslar bakteriyolojik ve genetik
olarak identifiye edilerek B.cetacea, B.pinnipediae adini almistir (19).

Brucella vakalarin cogundan en invaziv ve virulent tiir olan B.melitensis sorumludur
(20). Etken insanlarda da oldukca ciddi infeksiyonlara sebep olmaktadir. Virulans
yoniinden B.melitensis’ i B.suis ve B.abortus izler. Etken koyunlarda infeksiyonla birlikte
abort meydana getirir. infekte hayvanlarda abortun meydana gelmesi ile plasenta ve
fotiisla birlikte ¢evre kontamine olur ve hastaligi tasimayanlar i¢in risk olusturur (21).
Gebe koyunlar infeksiyona daha duyarhdir (18). Hayvanlar kontamine plasenta ve fetus
ile temas edilmesinin ardindan infeksiyona kisa siirede yakalanirlar. Gebe hayvanlarda
infeksiyon sonucu yavru atmalar gézlenir. Kegiler infeksiyona koyunlardan daha
duyarhidir ve yillarca persistent infekte kalabilirler (22). B. melitensis koyun ve kegilerin
yani sira insan ve sigirlarda da hastali§a sebep oldugu gibi sporadik abortlara da neden
olur. Buna ek olarak infekte sigirlarda kolostrum ile etken yavruya geger ve subklinik
sekilde hastalig1 tasirlar. Brucellosis hem evcil hem de yabani hayvanlarda goriilmektedir.
Ug klasik tiir olan B. melitensis, B. abortus ve B. suis’ in tercih ettigi primer konakgilar
diginda diger konakeg tiirlerde de infeksiyon olusturabilirler. B. ovis, B. canis ve B.
neotomea’ nin infekte ettigi konakei tiirleri primer konakeilarinin diginda sinirhidir. B.
abortus’ un birincil konakgilar1 evcil ve yabani sigirlardir. Ancak etkenin koyun ve
kecileri, domuzlari, atlari, vahsi ruminantlari, develeri ve kedi ve kdpekleri infekte ettigi
bildirilmektedir. B. melitensis’ in birincil konakgilar1 koyun ve kegilerdir ancak etkenin

sigirlari, domuzlari, vahsi hayvanlari, kedi ve kdpekleri infekte ettigi bilinmektedir (19).

Brucellosis’ de bulagsma baslica sindirim, konjuktiva, deri, ¢iftlesme ve sagim sirasinda

memenin kontaminasyonu ile meydana gelir. Infeksiyon kaynaklari arasinda atik yavru ve



yavru zarlari, uterus akintilari, siit ve sperma bulunmaktadir. Etkenin gegisi anadan
yavruya, gebelik doneminde plasenta yolu ile laktasyon doneminde de siit ile olmaktadir.
Infeksiyonun yayilimi, hayvan hareketleri ve direkt temas ile meydana gelir. infekte
hayvana ait abort materyalleri ve diger akintilar, direkt temas ve hava yolu ile etkenin
alinmasi, siiriideki hayvanlarin hastalanmasina neden olur (23). Etkenin siitle atilimi en az
iki laktasyon periyodu boyunca siirebilmektedir. Koyun ve kegilerde etkenin vaginal yolla
atilimi sigirlara oranla fazla ve daha uzun olup siit verimindeki diisiis de genelde sigirlara

oranla daha fazladir. Sigirlardaki infertilite ise koyun ve kegilere gore daha fazladir (24).

Brucellosis, Akdeniz Zoonoz Kontrol Programi (Mediterrenian Zoonose Control
Program; MZCP)’na bagli iilkelerin gogunda ve iilkemizde saglik ve sosyo-ekonomik
etkileri dolayisiyla 6nemli zoonozlarindan biridir. Koyun ve keci brucellosis’ i
Uluslararasi Salgin Hastaliklar Ofisi (Office International des Epizooties; OIE)’ nin ¢oklu
tiirlerin hastaliklar1 ad1 altindaki listede yer almaktadir (25- 27). Hayvanlarda uygulanan
kontrol ve eradikasyon programlar1 sonucunda insanlardaki brucellosis insidensinde

azalma meydana gelmistir (28).

Koyun ve kegilerde B.melitensis’ in neden oldugu brucellosis Akdeniz, Orta Dogu,
Bat1 Asya, Afrika, Latin Amerika {ilkelerinde ve iilkemizde ciddi klinik semptomlarla
seyreden multisistemik bir hastalikdir (29). Rusya’ da B. melitensis ilk 1930 yilinda izole
edilmistir. Japonya’ da 1930’ larin ortasinda B. melitensis izolasyonu yapilmistir (30).
Etken Amerika da Malta’ dan New York’ a ihrag edilen kegiler araciligi ile 1905 yilinda
goriilmiistiir (31). Ikinci Diinya Savasi sirasinda insan hareketleri ve yiyecek tasmmasi
sirasinda 6zellikle koyunlarda B. melitensis infeksiyonu Slovenya, Almanya, Dogu Avrupa
ve Rusya’ da baglamistir. 1960 yilinda Mogolistan’ da insanlarda B. melitensis’ e bagh
yiiksek insidensle seyreden infeksiyon rapor edilmistir. Basra Korfezinde 1980 yilinda
yiiksek insidensle seyreden infeksiyon ortaya ¢ikmustir. Iran’ da ve diger petrol zengini
iilkelerdeki koyun ¢iftliklerinde brucellosis nedeni ile ciddi problemler meydana gelmistir.
Suudi Arabistan’ da hastalik 38,000 koyunu etkilemis ve hayvan bakicilarindaki sero-
pozitiflik % 24 olarak bildirilmistir (30, 32, 33). Koyun ve kegilerdeki B.melitensis
infeksiyonlar1 OIE’ nin hastaliklar listesinde yer alan ve bes kitada goriilen bir hastaliktir.
Giiney Afrika’ da 1996-2003 yillar1 arasinda hastalik Angola, Etopya, Kenya ve diger bazi
bolgelerinden bildirilmistir (34, 35). Okyanus iilkelerinden 1993 yilinda Guam, 2000
yilinda Fransiz Polinezyasindan hastalik bildirilmis, diger tilkelerden hastalik bildirimi

olmamistir. Giiney Asya lilkelerinde Hindistan, Pakistan ve Banglades’ de endemik, bazi
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Gliney-Dogu Asya iilkelerinde Malezya, Tayland ve Burma’ da sporadik sekilde
goriilmektedir. Mogolistan’ da yogun, Asya kitasindaki iilkelerde endemiler seklinde
goriilmektedir. Latin Amerika iilkelerinde Meksika, Peru, Arjantin’ de diizenli olarak
hastalik rapor edilmektedir. Bolivya, Brezilya, Kolombiya, Kosta Rika, Dominik
Cumbhuriyetinde de hastaligin su anda bulundugu bildirilmistir (2, 36). Sigirlarda goriilen
B.melitensis infeksiyonlar1 Giiney Avrupa iilkelerinde, Israil, Kuveyt ve Suudi Arabistan
ile iilkemizde ciddi problem olusturmaktadir (37). Diinya tizerinde Afrika, Amerika,
Avrupa, Okyanusya ve Asya olmak lizere kitalara gore toplam 175 {ilkenin 120’sinde
brucellosis goriilmektedir. Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika, Avustralya ve Yeni
Zelanda’nin B.melitensis’ in infeksiyonu yoniinden ari oldugu kabul edilmektedir (2).

Ulkemizde hastaligin prevalansini ortaya koymak igin 1952-1992 yillar1 arasindaki 40
yillik siirecte lilke ¢capinda yapilan epidemiyolojik ¢aligma sonuglar1 Tablo-1" de
ozetlenmistir. Ulkemiz Asya ve Avrupa arasinda cografik konumundan dolay1 gecis
noktasidir hastaligin kontrolii hem 6nemli hem de zordur (17). Brucellosis ile ilgili 1997
yilinda en kapsamli ¢calisma Tarim ve Kdyisleri Bakanliginin yaptigi projedir. Yapilan
calisma s1gir ve koyun brucellosis’ in prevalansinin ortaya konulmasi amag¢lanmastir.
Ulkemizdeki her ilin dorder ilgesinden tesadiifi 5rnekleme ile 34,458 adet sigir ve 30,433
adet koyun serum 6rnegi alinmistir. Toplam 64,891 adet serum Rose-Bengal testi ile
taranmus; pozitif bulunan serumlarin Komplement Fikzasyon ile dogrulandig belirtilmistir.
Brucellosis prevalansi sigir populasyonunda % 1,43, koyun prevalansi % 1,97 olarak
saptandig1 bildirilmistir. Siirli prevalansini belirlemek i¢in her ilgenin dérder koylinden
secilen 1,313 basg sigir ve 1077 bas koyun siiriisiinde 6rnek alinmis ve sigirlarda siirti
prevalansi % 11.4, koyunlarda ise % 15 olarak saptanmustir. Taranan iller arasinda en
yiiksek prevalans Kars ilinde oldugu; sigirlarda % 20.8, koyunlarda % 15 prevalans ile ilk
sirada yer aldig1 bildirilmistir (38).

Brucellosis’ in en 6nemli 6zelligi retikiilo-histiositer sistem hastaligi olmasi ve belli
organ ve dokulara lokalize olmasidir. Brucella cinsi mikroorganizmalar viicuda girdikten
sonra bolgesel lenf yumrularina ve buradan da kan dolasimina ulasirlar. Bakteriyemi ile
organlara yayildiktan sonra kandan yavas yavas ¢ekilir ve ardindan organlardaki lezyonlar
ortaya ¢ikar. Etken zaman i¢inde organlardan lenf yumrularina, dalak, meme, iliosekal
lenf yumrular1 gibi lenfoid dokulara yerlesir ve uzun siire kalirlar. Brucella spp. 6zellikle
memelerde, gebe uterusta, lenf diigiimlerinde, testislerde ve daha seyrek olarak eklem,

tendo kiliflarinda yerlesir (24).



Brucella spp. fotus dokularma, maternal ve fotal membranlara karsi1 6zel affinitesi
vardir. Cinsel olgunluga erismemis hayvanlarda, mikroorganizmalar meme ve uterusa
yerlesme egilimi gdstermesine ragmen kisa siire i¢inde lenf yumrularma lokalize olabilir.
Gebe olmayan bir hayvanin uterusuna yerlesmez. Gebe olmayan ergin hayvanlarda meme,
meme lenf yumrulari, uterus, dalak ve karaciger gibi organlara etken yerlesebilir. Eger
hayvan gebe kalirsa, memeden orijin alarak bakteriyemi olusur. Brucella cinsi
mikroorganizmalarin disi lireme sistemi doku ve organlarina duydugu afinitesinin
sebebinin, bu bdlgedeki yiiksek eritritol icerigine bagl oldugu bildirilmektedir (39).
Eritritolun sigir, koyun, keci ve domuz gibi brucellosisdeki akut plasentitise duyarh
hayvanlarmn plasentasinda bulundugu ve dolayisi ile Brucella spp. i¢in iireme stimulani
oldugunu belirtilmistir (16). Gebe hayvanlarin uterusunu istila eden mikroorganizmalar
fotusa ait koriyonik villi epitellerinde iirer ve buradan korion ile uterus mukozasi arasina
yerlesir. Villilerde yag dejenerasyonu ve otoliz meydana gelir. Fibrinoprulent eksudat
fotal ve maternal zarlar arasindaki baglantinin gevsemesine, fotal membranlarin
ayrilmasina ve yavrunun atilmasina yol agar. Bazen fotal memranin ayrilmasi sadece
yavrunun 6liimiine neden olur ve igeride mumifiye olur. Yavrunun etrafi kalin ve yapiskan
bir eksudantla ¢evrilidir. Eger infeksiyon gebeligin son doneminde meydana gelmis ise
fotus dogabilir fakat yavru, septisemi ve konstitusyonel bozukluklar sonucu oliir. Yavru
yasayabilirse, hastaliga karsi bir bagisiklik olmadigindan cinsel olgunluga geldiginde
infeksiyona kars1 duyarlidir ve klinik semptom géstermeyebilir (24) .

Brucella spp. disi ve erkek iireme sistemine lokalizasyonu ile en 6nemli Klinik
semptomu disilerde abort ve erkeklerde infertilitedir (40). Brucellosis’ in en belirgin klinik
semptomu gebeligin son doneminde atiklar ve plasenta retensiyonu, erkeklerde ise orsitis
ve epididimitisdir. Infeksiyonun lokalizasyonuna gére hygroma, artritis, metritis, vulvo-
vajinitis, bronsitis, parezi, keratitis olusabilir (41, 42).

Brucellosis diinyada ve iilkemizde insanlarda en yaygin gdzlenen zoonotik
infeksiyonlardan biridir (43). Insanlarda akut atesli bir hastalik tablosu meydana getirir.
Hastalik kronik forma doniiserek iskelet, kardiyovaskiiler ve merkezi sinir sisteminde ciddi
komplikasyonlara yol agabilir. Daha az oranda endokardidis sonucu 6liim meydana
gelebilmektedir. Merkezi sinir sisteminin etkilenmesi ile genellikle meningoencephalitis
(44, 45) ortaya ¢ikar ve ek olarak subaraknoid hemoraji ve myelitis meydana gelir (41, 46,
47). Etkenlerin identifikasyonu ve tiplendirilmesi bakteriyolojide kullanilan birkag klasik
test esasina dayanan biyotiplendirme, oksidatif metabolizma ve boyalarin bakteriyostatik
etkisine bagli olarak gerceklestirilen testlerle yapilir. En ¢ok kullanilan teknikler arasinda,
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tireaz testi, CO; gereksinimi, H,S olusumu, thionin ve bazik fuksin’ in bakteriostatik
etkilerinin incelenmesi bulunmaktadir. Ek olarak bakteriyofaj duyarliliklarinin
belirlenmesi ile biyotiplendirilmesi yapilmaktadir. Brucellosis’ in laboratuvar teshisi,
genellikle serolojik testler kullanilarak yapilmaktadir. Serolojik taramada infekte
hayvanlarin hepsini saptamak miimkiin olmadigindan en az iki hafta ara ile ii¢ serolojik
metodun ve allerjik muayene uygulanmasi tan1 konulabilir. Serolojik teshiste ¢abuk veya
yavas aglutinasyon, Komplement Fikzasyon, Rose Bengal Plate Test, Coombs
(antiglobulin) test, siit serumu ile yapilan aglutinasyon, mukusla yapilan aglutinasyon,
sperma ile yapilan aglutinasyon, ELISA (Enzymes Linked Immun Sorbent Assay),
fluoresans antikor teknigi ve PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) gibi teshis metodlarindan
yararlanilmaktadir.

Tiirkiye’ de 1980-1995 (ilk 6 ay) yillar1 arasinda brucellosis odak sayis1 B.abortus igin
261, B. melitensis i¢in 1481 olmak {izere toplam 1742 adet olarak bildirilmistir (Tablo-2).
Ulusal Brucella Kontrol ve Eradikasyon projesi 1983 yilinda baslatilmis ve 4-8 aylik disi
sigirlarm B.abortus S19 asis1 ile asilanmasi, 3-8 aylik kuzu ve oglaklarin ise B. melitensis
Rev. 1 agis1 ile 26 yil boyunca agilanmasi planlanmistir. Bu proje kapsaminda 1983-1995
yillar1 arasinda 6,782,500 bas buzagi ve 63,550,000 bas kiigiik ruminant agilanmastir.
Ergin asilamasina pilot bolge olarak 1991 yilinda Trakya bolgesinde baslanmis, 124,000
bas ergin sigir ve 884,000 bas ergin koyun ve ke¢i agilanmustir. 1995 yili sonunda toplam
517,000 bas ergin sigir ve 3,900,700 bas ergin koyun ve ke¢i agilanmigtir. 1983-1995

yillar1 arasinda sahaya sevk edilen as1 sayilar1 Tablo-3 verilmistir (17).

Tablo-1 Tirkiyede 1952-1992 yillarinda brucellosis prevalansi

Yillar Koyun % Yillar Sigir %
1952-1963 2,6 1957-1970 4,4
1960-1970 5-9 1957-1986 1,6

1989 1,26 1989 3,56
1990 2,08 1990 1,20
1991 1,83 1991 1,01
1992 1,48 1992 0,6



Tablo-2 Tiirkiye’ de 1980-1995 yillarinda sigir ve koyun brucellosis odak sayilari

Yillar B.abortus B.melitensis Toplam
1980 8 - 8
1981 16 - 16
1982 22 22 44
1983 35 129 164
1984 41 191 232
1985 32 98 130
1986 16 77 93
1989 15 97 112
1990 23 152 175
1991 16 185 201
1992 18 170 188
1993 6 237 243
1994 11 97 108

1995 (ilk 6 ay) 2 26 28
Toplam 261 1481 1742
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Tablo-3 Tiirkiye’ de 1983-1995 yillar1 arasinda uygulamada kullanilan Brucella asi dozlari

Yillar B.abortus S19 B.melitensis Rev. 1 | B.abortus S19 | B.melitensis Rev. 1
geng asl geng asl ergin asi ergin as1

1983 98,000 1,200,000

1984 250,500 9,350,000

1985 343,000 4,700,000

1986 481,000 5,000,000

1987 776,000 6,400,000

1988 725,000 5,700,000

1989 783,000 6,900,000

1990 809,000 6,600,000

1991 707,000 6,000,000 124,000 884,000

1992 674,000 5,500,000 168,000 1,001,000

1993 391,000 3,500,000 50,700 715,700

1994 325,000 2,700,000 175,000 1,300,000

1995 420,000 3,000,000 2,000 600,000
Toplam 6,782,500 63,550,000 517,700 3,900,700
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Brucellosis, Besin ve Tarim Organizasyonu (Food and Agriculture Organization;
FAO), WHO ve OIE tarafindan diinyadaki en yaygin zoonoz olarak bildirilmektedir.
Brucellosis’in bulasiciligi, hayvan ve insan sagligina zarar vermesi ve ekonomik kayiplara
neden olmasi hastaligin 6nemini arttirmaktadir. Orta Dogu’da yapilan serolojik
taramalarda, B. melitensis ve B. abortus’un neden oldugu infeksiyonlarin sigir ve kiigiik
ruminantlarda yiiksek insidensle seyrettigi ve sigir ve develerdeki B. melitensis
yaygmliginin arttig1 gézlenmistir (20,48).

Brucellosisin ekonomik ve zoonotik dnemi bakimmdan endemik bolgelerde kiigiik
ruminantlar i¢in kontrol stratejisi 6nemlidir. Zoonotik hastaliklara karsi kontrol programi
kapsaminda izleme programi olusturulmali ve program hayvanlara ait sahadan tiim bilgileri
icermelidir. Hastaligin prevalansini ortaya koyarak hastaligi kontrol altina almak i¢in takip
sistemi hazirlanmalidir (3). Zoonotik infeksiyonlarin kontroliinde amag, hayvan
populasyonunda hastaligin insidensi ve prevalansini kabul edilebilir seviyeye ¢ekmek
boylece hastaligin insan sagligi ve bolgenin ekonomisine olan olumsuz etkisini minimum
seviyeye indirmektir (49). Toplanan verilerle, takip sisteminin durumu, etkinligi,
uygunlugu ve verimliligi siirekli degerlendirmelidir. Zoonoz hastaliklara kars1 uygulanan
programlarda kesim yapilmasi nedeni ile fazla sayida hayvan kaybi olacagi igin ekonomik
yonden 6nemlidir. Takip programi olusturup finansal kaynaklar diizenledikten sonra uzun
stireli politika olarak geng¢ hayvanlarin agilamasi, test ve kesim ile kombine edilmelidir (3,
50). Kontrol programlarini bir pilot proje ile bir bolgede uyguladiktan sonra yaygin bir
eradikasyon programina genisletmenin daha uygun olacag: bildirilmektedir (51).

Brucellosisin kontrol programlar1 i¢in uygulanacak stratejiler;

1. Immunizasyon ile hastaligin smirlandirilmasi,

2. Infekte hayvanlarin test ve kesimi ile brucellosis’ den ari siirii ve bdlge haline
getirilmesi,

3. Hayvanlar arasindaki yayilim 6nlenmesi ve brucellosisden ari siirii ve bolgelerin
izlenmesi olarak {i¢ ana baslik altinda toplanmaktadir.

1- Hayvanlarm immunizasyonu ile hayvan populasyonu i¢inde infeksiyonun insidensinin
ve prevalansinin diistiriilmesi amaglanir. Hayvanlarin asilanmast ile siiriiler infeksiyona
kars1 direngli hale getirilmis olur. Eradikasyon programina geng ruminantlarin agilamasi
ile uzun siireli immun yanit meydana getirilir. Bu uygulamayi 5-7 yil siireli ergin
hayvanlarin da i¢inde bulundugu siirii asilamasi izlemelidir. Siirii agilamasi, gebe hayvan
disindaki diger hayvanlar1 brucellosis’ e kars1 bagisik kilmak i¢in, 6zellikle hastaligin
yiiksek prevalansda goriildiigii bolge veya stiriilerde yapilmalidir. Bdylece insan ve
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hayvan sagligi ile hayvansal {irinlerdeki risk minimuma indirilmis olur (3). Mogolistan’
da 2000 yilindan beri uygulanan agilama programinda tiim ergin hayvanlarm 6 y1l i¢in iki
kez agilamasi ve 10 yil siire ile bir yagin altindaki tiim genglerin agilamasi yapilmaktadir.
Bu program kapsaminda 2002 y1l1 itibari ile koyunlardaki hastaligin prevalansi % 0,4 ve
sigirlarda ise % 0,8 olarak bildirilmistir (52). Genellikle hastaligin prevalanst % 5
iizerinde ise geng ve ergin hayvanlarda genel asilama yapilmasi dnerilmistir.

2- Takip eden uygulama, test ve kesimi igeren eradikasyon programidir. Program
uygulanirken survey ve hayvan hareketlerinin sinirlandirilmasi yapilmalidir (3). Hastaligin
prevalansi % 1-5 arasinda ve eger finansal kaynaklarda yeterli ise gen¢ hayvanlarda
asilama, test ve kesim bir arada yapilmasi 6nerilmektedir. Prevalans % 1 altinda ise kisa
stireli program sadece test ve kesim olmalidir. Hastaligin kontroliindeki genel uygulama,
astlama ile hayvan populasyonundaki hastaligin insidensinin ve prevalansinin
sinirlandirilmasi ve eradikasyon sirasinda hastaligin sondiiriilerek ortadan kaldirilmasidir.
3-Hastaligin hayvanlar arasinda yayiliminin 6nlenmesi, brucellosisden ari siirii ve
bolgelerin izlenmesi i¢in ari bolgelere hayvan giris ¢ikislarinin sinirlandirmasi biiyiik 6nem
tasimaktadir. Hayvan siiriilerinde referans testlerle arilik belgelenmelidir. Sadece
sertifikali hayvanlarin girislerine izin verilmelidir. Cesitli kampanyalarla brucellosisden
ari olan yerlerde destekleme yapilmasi olumlu sonuglar vermektedir. Final doneminde ise
zorunlu eradikasyon gerekli olmaktadir.

Eradikasyon programlar ¢esitli hayvan ¢iftlikleri, cografik bolgeler, finansman, teknik
ve personel kaynaklari, hastaligin prevalansi gibi tiim faktorler goz 6niinde bulundurularak
planlanmalidir. Cift¢iler kontrol programimin biitiin avantajlar1 hakkinda ve 6zellikle
hastaligin eradikasyonun kendileri ve hayvanlarin sagligi agisindan 6nemi ve ekonomik
yararlar1 hakkinda bilgilendirilmelidir (3, 49, 52).

Diinyadaki yaygimlig1 ve biiyiik sosyo-ekonomik etkisine ragmen brucellosis i¢in
ancak 20. yiizyilin ikinci yarisinda kontrol ve eradikasyon programlari uygulanabilmistir
(53). Paraguay’ da 1978 yilinda Ulusal Brucellosis Kontrol ve Eradikasyon Programi
organize edilmistir. Program 3-8 aylik buzagilara B. abortus S19 asi uygulamasi, standart
brucella testleri, pozitif hayvanlarin identifikasyonu, giftliklerde ‘‘Brucella’ dan arilik
durumu’’ istenmesi ve hayvan hareketlerinin kontrolii bashiklarinda yapilmigtir. Sigirlara
1999 yilinda RB51 agisiin uygulanmasi i¢in alinan karar ile agmin iiretimine ve ithal
edilmesine izin verilerek programlari yeniden diizenlenmistir. Ulkede 1987 yilinda 503
ciftlikten 15,553 bas siit sigir1 igin Brucella’ dan arilik sertifikasi var iken, 1998 yilinda bu
1740 ciftlikten 22,020 bas hayvan sayisina ulasmistir. Program uygulanirken:
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1. Besi ¢iftliklerinde: asilama ve hayvan hareketlerinin kontrolii,

2. Siit giftliklerinde: prevalansi % 3 altindaki siiriilerde hasta hayvanlarin kesilmesi, % 3
tizerindeki prevalansda hasta hayvanlarin kesilmesi ve asilama yapilmasi,

3. Siit hayvanlarinda Brucella’ dan Arilik Siirii Sertifikasinin yayginlastirilmasi
amaglanmugtir.

Bu diizenlemeler ile siiriilerdeki negatif hayvan sayis1 1979’ da % 33,1’ den 2000 yilinda
% 92,1 yiikkselmistir. Siipheli hayvan sayis1 ayn1 yillar aras1 % 32,5 den % 1,4 diismiistiir.
1979 yilinda sigirlardaki B. abortus’ un prevalansi % 34,4 diizeylerinde iken 2000 yilinda
% 3,15 diizeyine gerilemistir (54).

Portekiz’ de B.melitensis infeksiyonuna karsi koruma ve eradikasyon programi igin
ilk uygulama 1971 yilinda FAO/WHO uzman komitesinin tavsiyesi {izerine B. melitensis
Rev. 1 asist ithal edilerek baslamis ve devlet giftliklerindeki kegiler asilanmistir. Ulkenin
Avrupa Birligine girisine kadar asilama ¢aligmalar1 sistematik olarak yapilmamustir.
Avrupa Birliginin 1991 yilinda finansi ile 3 yillik periyod ile kii¢iik ruminant eradikasyon
programi hazirlanmis ve prevalansi % 2’ den fazla olan siiriilerde 3-6 aylik geng
hayvanlarm asilanmasi planlanmistir. Bu siiriilerde test ve kesim yeteri diizeyde
yapilamadigi i¢in 1996 yilinda hastalik oraninda artis gozlenmistir. 1999 yilinda yiiksek
insidensle seyreden hastalik i¢in asilama programu ile birlikte eradikasyon programia test
ve kesim eklenerek yeniden yapilandirilmistir. Ulkedeki durum 2000 yilinda Avrupa
Birligi Gida Veteriner Ofisi tarafindan incelenmis ve en az 5 yil siire ile geng hayvan
asilamasinin yapilmasi i¢in destek verilmistir. Ayni yil Portekiz’ de Tras-0s-Montes
bolgesinde hastalik prevalansi % 8,9 ve siirii prevalansi % 43’ ¢ ulagsmis ve uygulanan
program ile hastalik prevalansi % 6,24 ve siirii prevalansi % 34,95 oranina inmistir (55-
57).

Cezayir’ de 1984 yilinda koyun-kegi brucellosis’ i yiiksek oranda abortlarla kendini
gostermistir. Bat1 Wilayas bolgesinde 1986-1989 yillar1 arasinda sero-pozitiflik koyunda
% 2,2 ve kegilerde ise % 12, siirii prevalansi koyunlarda % 43,5 ve kegilerde ise % 42’ ye
ulasmistir. Ayni dénemde 600° den fazla insanda brucellosis vakasi bildirilmistir. Ulkede
1995 yilinda hayvanlara test ve kesim uygulamasi yapilmis fakat basarili olmamustir.
Sadece 3 yillik periyot ile uygulanmak {izere siirii asilamas1 uygulamaya konulmustur.

Tunus’ da 1991 yilinda kegi siiriilerinde brucellosis prevalansi % 61 ve koyun
siiriilerinde ise % 30 olarak bulunmustur. Infekte siiriilerde % 15-20 oraninda abort
gbzlenmistir. Bu donemde 400’ den fazla insan vakasi bildirilmis ve % 85 oraninda

hastalik kaynagi olarak ¢ig siit ve siit {iriinleri sorumlu tutulmustur. Tiim siiriilerde yasa
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bakilmaksizin B.melitensis Rev. 1 asisi ile konjuktival yolla siirli agilamas1 yapilmis ve
1991 yilinda hastaligin yayilmasi durdurulmustur.

Iran’ da brucellosis kontrol programi 1983 yilinda baslatilmistir. Koyun ve keci
stiriileri iki gruba ayrilmis birinci gruba siirii sistemi uygulamasi yapilmistir. Bu
uygulamada serolojik taramalar RBPT (Rose Bengal Plate Test) ve SAT (Serum
Agliitinasyon Testi) testleri ile yapilmis, hastalik tagimayan hayvanlara kiipe takilmis ve
pozitif hayvanlarm sahiplerine bedeli 6denerek kesime gonderilmistir. Programda ayrica
geng hayvanlarm B.melitensis Rev. 1 asisi ile asilamasi yapilmistir. 1983-1996 yillar1
arasinda test ve kesim ile infeksiyonun oran1 % 3,2’ den % 0,5 e kadar inmistir. Ikinci
grup hayvanlara biiyiik siirii sistemi uygulamasi yapilmistir. Bu uygulamada geng
hayvanlar agilanmis, fakat sero-pozitif hayvanlar siiriiden ¢ikarilmamistir. Her 5 yilda bir
programin degerlendirilmesi yapilarak devam edilmistir. Siiriideki sero-pozitiflik 1994
yilinda % 3’ den % 2,2’ ye inmistir (2).

Fransa Provence-Alpes-Cote d’Azur (PACA) bolgesinde 1972 yilinda brucellosis’ in
koyun siiriilerindeki prevalans1 % 100 olarak bulunmus ve B. melitensis H38 asisi ile
eradikasyon programina baslanmistir. Programa 1981 yilina kadar devam edilmistir. 1981-
1989 yillar1 arasinda 100,000 doz B.melitensis Rev.1 asis1 sistematik olarak gen¢ koyunlara
uygulanmistir. Geng hayvanlarin asilamasi ile beraber 18 ayliktan biiyiik ergin hayvanlara
serolojik tarama ile sero-pozitif hayvanlari bedelleri 6denerek kesimi yapilmistir.
B.melitensis Rev. 1 asis1 1989-1994 yillar1 arasinda subkutan yolla uygulanmis, 1995
yilindan itibaren ise asinin konjuktival yolla uygulamasina gegilmistir. Program
kapsaminda 20 yilin iizerinde siire ile 1,5 milyondan fazla gen¢ koyun asilanmis ve B.
melitensis infeksiyonu kontrol altina alinmustir. Brucellosis’ in neden oldugu abortlar 1981
yilinda % 40 seviyesinde iken 1989 yilinda % 5’ den diisiik seviyeye indirilmistir.
Uygulanan program ile siirii prevalans1 1972-1988 yillar1 arasinda % 60 seviyesine
inmistir. Koyunlardaki prevalans 1972 yilinda % 40’ dan, 1988 yilinda % 3 ve en son
1995 yilinda % 0,3’ e diismiistiir (58).

Yunanistan’ da koyun ve kegilerdeki brucellosis eradikasyon programina 1975 yilinda
baslanmustir. Program 3-6 aylik geng hayvanlarin B.melitensis Rev.1 asist ile (1x10°
bakteri/ml ) dozunda subkutan asilama yapilmistir. Ulkede programmin yerlesmesi 1992-
1994 yillar1 arasinda gergeklesmistir. Brucellosis’ e bagli abort oran1 15 yil siiren
eradikasyon programi sonu hastalik prevalansi koyunlarda % 3,4 ve kegilerde % 2,7
seviyesine indigi bildirilmistir. Yunanistan adalarinda geng¢ hayvanlara uygulanan asilama
programi 1993-1995 yillar1 aras1 durdurularak test ve kesim agamasina geg¢ilmistir. 1998
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yili sonunda geng ve ergin koyun ile kegilerde B.melitensis Rev.1 asisinin konjuktival yolla
1x10° bakteri/ml uygulanmasma baslatilmistir. Bu bélgelerde program 2004 yili basma
kadar 99,808 siiriide 10,013,722 bas hayvan asilanarak tamamlanmistir. Hastalik siiriilerde
endemiler seklinde goriilmiis, kesim ve test sistemi tam olarak uygulanamadigindan insan
ve hayvanlarda hastaligin insidensinin ve prevalansinin yeniden artig1 bildirilmistir (59).

Hastalikla ilgili olarak yapilacak kontrol programinda asilamadaki hedefler siireye
bagli olarak 3 kategoride ele alinmaktadir. Bunlar;

1-Uzun siireli (15-20 y1l); insan ve hayvanlarda hastaligin elimine edilmesi.

2-Orta vadede (8-12 y1l); insan ve hayvanlarda hastaligin asilama ile diisiik seviyelere

kadar indirgenmesi.

3-Kisa siireli (6-12 ay); bolgesel ve iilkesel programin koordine ve formiile edilmesi

olarak agiklanmistir (48).

Brucellosis’ in bolgesel temelde yapilacak ¢alismalarla epidemiyolojik verilerinin
izlenmesi hastaligin kontrol programlarinin olusturulmasinda biiyiik 6nem tasimaktadir.
Ulkemizde koyun Brucella eradikasyon ve kontrol programi, 1952 yilinda devlet
ciftliklerinde test ile reaktdr hayvanlarin saptanmasi ve kesime sevk edilmesi ile
baslamustir. Brucellosis’ e kars1 asilama ile daha iyi sonug alinacagi anlasilmis ve 1968
yilinda devlet ciftlikleri ile baz1 6zel ¢iftliklerde B.melitensis Rev. 1 ile geng ve ergin
koyun ve kegilerde Brucella asilama programi baslatilmistir. Brucellosis’ e bagli abortlar
1968 yilinda % 7,3 diizeyinde iken 1969 yilinda % 0,57 seviyesine diismiistiir. Devam
eden yillarda ise oran sifira yakin bir seviyeye ulasmis buna karsin Kuzulama oraninda %
15- 25 artis gozlenmistir. Ozel giftliklerin asilanmas1 1974 yilinda baslamis ve ilk 5 yillik
stire iginde 1,5 milyon koyun ve keci asilamas1 yapilmigtir. 1983 yilinda 26 yillik Ulusal
Brucellosis Kontrol ve Eradikasyon Projesi baslatilmistir. Hastaligin goriildiigii siiriilerde
ergin disi koyun ve kegilerin azaltilmis doz B.melitensis Rev. 1 assi ile ( 5-10x10*
bakteri/ml) agilamalarina 1991 yilinda pilot bolge olarak Trakya’ da baglanmistir ve
uygulanan program ile 884,000 adet disi koyun ve kegi asilamasi yapilmistir. 1995 yili
sonunda toplam 3,900,700 milyon disi koyun ve kegi ( 5- 10x10° bakteri/ml) dozunda
agtlanmistir. Bu programda 1983-1995 yili arasinda 63,550,000 doz geng B.melitensis
Rev.1 asis1, 3,900,700 doz ergin B.melitensis Rev.1 asis1 uygulanmustir (17).

Tarim ve Kdyisleri Bakanlhigi 2006 yili i¢in Brucella asilamalarinda 1,532,495 adet
geng koyun-kegi agilamasi ve 1,370,258 adet ergin koyun-kegi agilamasi programlanmigtir

(60). Bakanligm 2006 verilerine gore koyun brucellosis’ in prevalanst % 1’ in iizerinde
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olan 36 ilimiz, sigir brucellosis prevalansi % 1’ in iizerinde olan 22 ilimiz bulunmaktadir
(61). OIE verilerine gore tilkemizdeki brucellosis’ in yillara gore durumu Tablo-4’ de

verilmistir. Brucellosis vakalarmim son yillarda dikkat ¢ekici oranda arttigi goriilmektedir
(62).

Tablo-4 Ulkemizde yillara gore koyun-kegi brucellosis’ in durumu*

Yillar Vaka Hasta Oliim imha Kesim Asillama
1996 52 506 165 2,438,292
1997 26 264 102 2,769,354
1998 35 389 36 20 2,331,000
1999 32 178 117 2 2,353,000
2000 60 1161 336 1
2001 71 842 269 15 2,753,894
2002 78 778 317 233 1,799,553
2003 90 947 204 145 2,172,037
2004 143 1980 343 1667 174,312

*OIE web sitesinin hastaliklara ait bilgi tabamidan (HANDISTATUS II) alinmistir.

Ulkemizde Tarim ve Kdyisleri Bakanligi Koruma Kontrol Genel Miidiirliigii
(KKGM) Hayvan Saglik Zabitasma gore; koyunlarda son 5 yilda hastalik ¢ikan yerler ile
prevalansi % 1’in lizerinde olan illerde 3-8 aylik disi—erkek kuzu ve oglaklarin tiimiine tam
doz geng B.melitensis Rev.1 asis1 uygulanmaktadir. Hastalik ¢ikan yerlerde saglikli koyun
ve kegilerde ergin B.melitensis Rev.1 asisinin uygulanmasi ve 12 ay sonra asilamanin
tekrar edilmesi zorunlu kilmmustir. Ulkemizde koyun ve kegilerdeki brucella

asilamalarinda;

a- 8 ayliga kadar olan gen¢ koyun ve kegilerde geng B.melitensis Rev.1 asisinin 1-3x

10° bakteri/ml dozunda subkutan yol ile,

b- 8 ayliktan biiyiik koyun ve kegilerde ergin B.melitensis Rev. 1 agismm 5-10x 10
bakteri/ml dozunda subkutan verilmesi olmak iizere iki farkli dozda uygulamasi
bulunmaktadir (60).

Eradikasyon ¢aligmalarinda basarisiz olunmasinda kaliteli as1 ve uygun asilama
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yontemleri 6nemli iki faktordiir. Uygulama igin giivenli ve uygun asi se¢ilmelidir (63).
Canl attenue B. melitensis Rev.1 asisi ile yeterli immunizasyon saglamasina karsin,
astlanmig hayvanlarin uzun siireli sero-pozitif kalmasi nedeni ile infeksiyonun tanisinda
serolojik testlerin kullanimini kisitlamaktadir (64). Serolojik testler; eradikasyon
programinda hastalik tasiyan hayvanlarin taranmasi sirasinda 6nemli olmaktadir (65).
Klasik S formundaki agilarin (B.abortus S19 ve B. melitensis Rev. 1) eradikasyon
programinda yarattigi bu soruna karsi yeni alternatif agi caligmalar1 yapilmistir (57, 66-69).
Inaktif as1 ¢alismalarinda geng ve ergin koyun ve kegiler icin B.melitensis-53H38 ve
benzerleri bakterilerden hazirlanan asilardan yeterli immiinite elde edilememistir. B.
melitensis H38 asis1; smooth formunda ve formaldehit ile inaktive edilerek mineral yag
adjuvantli formda hazirlanmistir. Brucellosis nedenli abortlara karsi koruma saglamistir
ama istenmeyen lokal reaksiyonlar meydana gelmistir. Canli attenue B.melitensis Rev. 1
asis1 ile kiyaslandig1 zaman yetersiz immiinite meydana geldigi ve rapel uygulanmasi
gerektigi bildirilmistir (51, 63, 65, 70-72). Inaktif as1 calismalarida B. abortus 45/20 asis1
disindakilerin kullanim1 aginin maliyeti, yetersiz immiinite ve serolojik problem
nedenlerinden dolay1 smirli olmustur. Brucella spp.’ nin farkli antijenik fraksiyonlarina ait
ekstraksiyonlar1 adjuvantlar ile birlestirilerek asi ¢alismalar1 yapilmistir (71, 73, 111).
Yapilan denemeler; 6lii hiicre, dis membran proteinleri (OMP) (71, 74-79), erimeyen hot
SDS hiicre zar1 ekstraklar1 (80), Brucella’ nin eriyen antijenleri, kimyasallarla modifiye
Brucella proteinleri, S ve R karakterde LPS (81-83), rekombinant Cu-Zn siiperoksit
dismutase (16) ve sentetik peptid uygulamalar1 laboratuvar hayvanlarinda denenmis ancak
etkinlik ve immunite yoniinden ¢ok az1 basarili olmustur. Eradikasyon programlarinda
B.abortus S19 asilamasi sonucu meydana gelen aglutine edici antikorlarin uzun siire kan
serumunda bulunmalarindan dolayi, alternatif as1 ¢alismalar1 B.abortus S19 asisi1 igin de
yapilmustir. B.abortus 45/20 susu sahadan izole edilmis ve kobayda yapilan 20 pasaj
sonunda R formuna ¢evrilmistir. Fakat yapilan denemeler ile S formuna donme egilimi

olmasi ve stabil kalmadig1 gozlenmistir. Saha uygulamalarinda bu 6zelliginden dolay1

tercih edilmemektedir (71, 84, 85).

Yeni B. melitensis asilar1 canli veya subselliiler as1 olarak isimlendirilen B.abortus
RB51 ve rfbK asilari ile kegiler tizerindeki yapilan ¢alismalarda farkli sonuglar bulundugu
bildirilmistir (86, 87). B.abortus RB51 asis1 B. abortus 2308’ in rifamisine direng¢li mutant
tirtidiir (46, 88). B. abortus RB51 ile fare {izerinde yapilan ¢alismalarda B. abortus, B.

melitensis, B. suis ve B. ovis’ e kars1 koruyuculugu ortaya konulmustur (71). B. abortus
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RB51 ve rfbK asilarinin sigirlarda serolojik taramaya engel olmadigi ve abort meydana
getirmedigi bildirilmistir (26, 89, 90). Debagues ve arkadaslar1 B. abortus RB51 agisinin
koyunlar tizerindeki ¢alismasinda tek doz asilama yapilmasi durumunda yeterli immunite
meydana getirmedigi daha fazla saha ¢alismasi gerektigi bildirmektedirler (91). Cloecaert
ve arkadaglar1 B.abortus RB51 asisi ile kegiler iizerinde yapilan ¢alismada B.melitensis
infeksiyonuna kars1 korudugu fakat bir asilama programi ile deneme ¢alismasi yapilmasi
gerektigini ortaya koymuslardir (71). B.abortus RB51 asismin etkinligi ile ilgili sorular
hala devam etmektedir (65, 86). B.melitensis 16M ve B.suis (biyotip 4 ) rough mutant
tiirleri olan VTRM1 ve VTRSI1 asilari ile yapilan ¢alismada B.abortus RB51 asisina gore
daha fazla immunite verdigi bildirilmistir (92, 71). Brucellosis’ e karsi hayvanlarda etkili
koruma saglamadigi igin B.abortus 45/20 ve B.melitensis-53H38 gibi asilarin kullanimi
birakilmigtir. Koruyucu immuniteyi saglayan epitoplar ve adjuvantlar ile ilgili yeni bilgiler
inaktif veya subcelluler as1 ¢aligmalarini artirsa da canli attenue B.melitensis Rev.1 asisi ile

kiyaslandiginda yeterli immuniteye sahip olmadigini géstermistir (65).

Cin’ de canli ag1 ¢galismalarinda B.suis’ in mukoid tiirevindeki ‘‘M as1’’, B.abortus’ un
mukoid tiirevi olan 104-M asis1, B.suis2, B.canis ve B. melitensis Rev.1 asilar1 ile sigir,
koyun, kegi, geyik ve domuzlarda oral asilama ¢alismalar1 yapilmis yeterli as1 etkinligi
sonuglar1 alinamamustir (71, 72). Oral asilama ile yapilan denemelerde oncelikle diistik
virulens de as1 segilerek ¢evre kontaminasyonun engellenmesi ve uygulama sirasinda
vermek istenen dozun ¢ok iyi ayarlanmasinin gerektigi bildirilmistir (93). Diger yandan
asinin oral uygulama yolu ile verilmesi sirasinda hayvanlari yiiksek doz as1 alabilecegi
ortaya konulmustur. Asinin su i¢inde uygulamasi sirasinda bazi hayvanlar tarafindan
yeterli oranda aliamadigi igin gerekli immunizasyonun meydana gelmedigi ortaya

konulmustur (94, 95).

DNA agilari ile intraselliiler patojen olan Brucella’ ya karsi immiinitenin smnirl
oranda da olsa saglandigi bildirilmistir (96). DNA asilarmin kullanimina y6nelik koyunlar
tizerinde yapilacak denemelerle, asi1 etkinliginin saha ¢aligsmalari ile ortaya konulmasi
gerekliligi ortaya konulmustur (97, 98, 99). ileri diizeyde koruyucu antijenlerin kodlanip
yeni DNA agilarinda kullanilmasi ile yapilacak denemelerde asilarin etkinliginin daha agik
hale gelecegi bildirilmistir (71, 96, 100, 101).

Yeni jenerasyon inaktif asilar, DNA tabanli veya canli agilar hedef tiirler i¢in
gelistirilse de, 1957 yilinda viriilent sus 6056’ nin iki agamali mutasyonu sonucu Elberg ve

Herzberg tarafindan gelistirilen B. melitensis Rev. 1 asis1 giiniimiizde koyun ve kegilerde
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en etkili as1 olarak halen kabul edilen ve yaygin olarak kullanilan asidir (102-104).

Buna karsin aginin subkutan uygulamasi ile sistematik yan etki olan abort ve asiya
bagli uzun siireli sero-pozitiflik riskleri bulunmaktadir. Bu risklere ¢6ziim olarak son
yillarda aginin azaltilmis dozu ile konjuktival uygulanmasina yonelik ¢alismalar

yapilmaktadir (105).

B.melitensis Rev.1 asis1 konjuktival yol ile verildiginde as1 susunun kolonizasyonu
kranial lenfoid nodiillerinde sinirh kalmakta ve subkutan uygulanan B.melitensis Rev.1
asisi ile elde edilen diizeyde immunite olusmaktadir (105). Ispanya’ da gebe koyun ve
keciler iizerinde uygulanan B.melitensis Rev.1 as1 calismasinda, standart doz (1x10°
bakteri/ml) as1 uygulamasima kiyasla azaltilmis doz as1 uygulamasi (1x10® bakteri/ml) ile
koyunlarda daha az oranda abort meydana geldigi, kegilerde ise abort gozlenmedigi
bildirilmistir. Buna karsin arastiricilar gebe koyunlar iizerinde 10°-10" bakteri/ml doz
araligindaki azaltilmis doz as1 uygulamalarmin giivenli olmadigini belirtmislerdir.
Azaltilmis doz asmin konjuktival uygulama yolunun subkutan uygulama yoluna gore abort
riskini azaltmadigi ve koruyucu diizeyde bagisiklik olusturmadigi bildirilmistir (63).
Delgado ve arkadaslar1 (105) koyunlarda yas ve gebelik durumuna gére, farkli yollar ile
uygulanan B.melitensis Rev.1 azaltilmis doz asisina karsi olusan serolojik yaniti
incelemislerdir. Calismada; 12 ayliktan kiigtik koyunlar, 12-36 aylik arasi ve 36 aydan
biiyiik koyunlar olmak iizere li¢ gruba ayrilmistir. Her grup kendi arasinda ii¢ ayr1 alt
gruba ayrilarak, birinci gruba 2-3x10° bakteri/ml dozunda B.melitensis Rev.1 asist
subkutan yol ile uygulanmustir. Ikinci grup ayn1 dozda konjuktival yol ile asilanmus,
ticlincii grup kontrol grubu olarak birakilmistir. 12-36 aylik ergin hayvanlar gebe ve gebe
olmayan olarak iki alt gruba ayrilmistir. Asilamadan sonra 4, 8, 12, 24. ve 36. haftalarda
kanlar1 alinarak RBPT, CF ve ELISA ile kontrol edilmistir. Gebelik doneminde
konjuktival yolla agilanan hayvanlarin antikor titre sonuglar1 subkutan asilananlara oranla
diisiik bulunmustur. Konjuktival yolla as1 uygulanan 12 ayliktan kii¢iik gen¢ hayvanlarin
antikor titre sonuglar1 ergin hayvanlardan diisiik saptanmis ancak koruyucu diizeyde
oldugu bulunmustur. 12 ay ile 36 ay aras1 hayvanlarin sonuglar1 da benzer bulunmustur.
Subkutan yolla agilanan hayvanlarda agmin ¢ok hizli bir sekilde yayildig1 ve genaralize
infeksiyon meydana getirdigi, diger taraftan konjuktival uygulama yolu ile asilanan
hayvanlarda as1 susunun kranial lenf yumrusunda lokalize olmasi nedeni asilamadan sonra
meydana gelen serolojik yanitin kisa siireli ve daha diisiik diizeyde oldugu ortaya

konulmustur. Calismada farkl saha sartlari ile farkli uygulama yollarinin ortaya
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konulmasinin gerektigi bildirilmistir. Konjuktival uygulama yolu ile asilamada periferik
etkiler sinirhidir. Gebe hayvanlarda B. melitensis Rev.1 asisinin konjuktival uygulamas ile
abort meydana gelmedigi veya ¢ok diisiikk oranda oldugu bildirilmistir. Konjuktival
asilama sonrasinda hastalik taramasina yonelik serolojik testler 4-6 ay sonra
uygulanabilmektedir. Konjuktival asilamanin gebe hayvanlar, asilamay1 yapan
uygulayicilar ve ¢evre igin giivenli oldugu ayrica uygulamada kolay ve pratik olmasi
nedeni ile kisa slirede uygulanabildigi bildirilmektedir. Kontrol programlarinda test ve

kesim agsamasinda konjuktival agilamanin kullanilabilecegi belirtilmistir (13, 94, 105-107).

Brucellosis eradikasyon programlarinda yer alan asilamalarda ilk uygulama,
B.melitensis infeksiyonuna kars1 3-5 aylik geng disi koyun ve kegilerin standart doz
B.melitensis Rev.1 (1x10° bakteri/ml) agis1 ile subkutan asilanmasidir. Verger ve
arkadaslari (5) 4 aylik gebe koyunlarda 1x10° bakteri/ml dozunda konjuktival B.melitensis
Rev.1 agist ile 3 ciftlikte, 1039 adet gebe koyuna 1x10° bakteri/ml dozunda konjuktival
B.melitensis Rev.1 asis1 uygulamislar ve abort goriilmedigini bildirilmislerdir. Caligmada
ayrica gebe koyunlara gebelik déneminin ortasinda 1x108 bakteri/ml dozunda konjuktuval
astlama yapilmis ve 1x10° bakteri/ml dozunda konjuktival yolu ile ayn1 etkinligi gosterdigi
ve gebe hayvanlarda giivenli olarak kullanilabilecegi ortaya konulmustur. Blasco’ nun
(107) gebeligin son donemindeki koyunlarda B. melitensis Rev. 1 asisi ile konjuktival yolla
asilandiginda as1 susunun siitle atilmadigini bildirmistir. Standart doz B. melitensis Rev. 1
asismin ergin gebe hayvanlarda abort olusumu {izerine etkisinin incelendigi ¢alismada,
azaltilmis doz olarak 10°-10" bakteri/ml doz araligindaki uygulamalarin gebe hayvanlarda
abort meydana getirmeden giivenli doz olarak kullanilabilecegini bildirmistir. Ispanya’ da
yapilan eradikasyon programinda azaltilmis doz (1x10* bakteri/ml) B. melitensis Rev.
lagisi ile ergin gebe hayvanlara subkutan asilama uygulanmis ve abort gézlenmemistir.
Konjuktival B.melitensis Rev.1 asisi; gebeligin son donemindeki koyun ve kegilerde asi
kaynakl1 abort oraninin minimum seviyede oldugu, laktasyon doneminde as1 susunun siitle

atilmadig1 ve asilama sirasindaki uygulama kolayligi ile 3 6nemli 6zelligi bildirilmektedir
(63).

Brucellosis’ in eradikasyonunda basgarili olmak i¢in hastaligin epidemiyolojik olarak
taranmasi ve varliginin ortaya konulmasimin yani sira hastalik riskinin goriildiigii
bdlgelerde hastaliga duyarli hayvanlarin agilanmasi ve koruyucu bagisiklik olusturularak
direngli siiriilerin olusturulmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Hastaligin eradike edilebilmesi

icin agilama programinin etkin bir sekilde uygulanmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Son
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yillarda giindemde olan azaltilmis doz B. melitensis Rev.l1asisiin konjuktival yol ile
uygulanmasi; agmin uygulama kolayligi, gebe hayvanlarda as1 kaynakli abortlarda giivenle
kullanilmasi, as1 kaynakl seropozitifligin kisa olmasi gibi avantajlara sahiptir. Bu
calismada tlilkemizde koyun-keci brucellosis’ ine karsi korumada subkutan agilamaya
alternatif olarak konjuktival yolla uygulanan azaltilmig doz B. melitensis Rev.1 asismin

etkinliginin incelenmesi amaglanmugtir.
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GEREC ve YONTEM
GEREC

1. B. melitensis Rev 1 Asis1: Uretim tarihi 2006 olup, 2006/2 seri no’ lu; Liyofilize
standart doz B. melitensis Rev 1 Asisi, Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma

Enstitiisii’'nden sagland:.

2. Standart Patojen Sus: Patojen B. melitensis H38 (ATCC 23456) epriivasyon susu

Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden saglandi.

3. Kobay: 160 adet, 350-400 gr, Konvasiyonel iiretilen Albino Guinea Pig (kobay),

Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden saglandi.
4. Besiyerleri:

4.1 Gliserin Dekstroz Agar (GDA): B.melitensis Rev. 1 asisinin sayimi, patojen susun
tiretilmesi ve dalaklardan Brucella *nin izolasyonu amaci ile GDA, Brucella Agar (Fluka-
Sigma-Aldrich, 18795, Germany)’ in final konsantrasyonunda % 2 Gliserin (Merck,
K25433793, Germany), % 1 Dekstroz (Lab, M MC013-A, UK) , % 2-5 Steril At Serumu
(Biochrom, AG S9135, Germany) icerecek sekilde hazirlandi.

Steril At Serumu, 56°C’de 30 dakika inaktive edildi. Gliserin ve dekstroz 0,25 um
membran enjektor filtreden (1520012, Orange Scientific) gegirilerek sterilize edildi.

4.2 Benzilpenicillin iceren GDA: Dalaklardan Brucella spp.’nin izolasyonu amaci ile
GDA’ a penisillin (Oxoid, A59558, UK) 5 IU/ml igerecek sekilde katilarak hazirlandi.

4.3 Kanh Agar: Dalaklardan Brucella spp.’nin izolasyonu amaci ile kanl agar (Oxoid,
CMO0055, UK) final konsantrasyonunda % 5 defibrine koyun kani igerecek sekilde

hazirlandi.

4.4 Serum Dekstroz Agar (SDA): Denemeye alinan kobaylarin dalaklarindan,
Brucella’nin izolasyonu amaci ile Tryptic soy agar (Fluka- Sigma-Aldrich, 22092,
Germany) hazirlanip otoklavda steril edildi ve pH 7.5 ayarlandi. Besiyeri 56°C” ye
sogutuldu ve igerisine son konsantrasyonu % 5-10 olacak sekilde steril at serumu ve son
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde steril dekstroz solusyonu ilave edildi. Sicakligi 50°C
’ye diistiriildiikten sonra besiyerine Polymixin B 2,5mg/l, Bacitracin 12,5mg/I,
Cycloheximide 50mg/l, Nalidixic acid 2,5mg/l, Nystatin 50mg/l, Vancomycin 10mg/I

ilave edildi.
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5. Otomatik Pipetler: 0,5-10ul, 20-200ul, 100-1000ul (Eppendorf)

6. Vorteks: Cat, 740116, Germany

7. Karbondioksitli Etiiv: Heraeus, BBK6220, Germany

8. Etiiv: Heraeus,B12, Germany

9.Laminair Flow Cabinet: Heraeus, HS12

10. Hassas Terazi: Cat, 7400116

11. Kobay Bakim Unitesi: Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii zolator Binast
YONTEM

Kobaylarin Bakimi: Calisma Bornova Veteriner Kontrol Enstitiistinde izolator
binasinda yapildi. Denemede kullanilan kobaylar deneme siiresince kalacagi yere uyum
saglamalar1 amaci ile 15 giin 6ncesinden getirildi ve uyum gdstermeleri saglandi.
Kobaylarm arastirma siiresince uygun aydimlatma ve havalandirma kosullarmi tasiyan
bolmelerde hareket 6zgiirliigii olacak sekilde; yiyecek ve suyu verildi. Yemler kapal
kaplarda kolayca almabilecek ve idrar ile digsk1 bulagsmasini asgari diizeye tutacak sekilde
konuldu. Yem; ad libitum yolla tiim hayvanlarm yemi almasi temin edildi. Hayvanlara
icilebilir, kontaminasyon riski tasimayan igme suyu verildi. Suluklarm temizligi ve
uygunlugu giinliik olarak kontrol edildi. Yeteri sayida suluk yerlestirildi. Hayvanlarm
altina talas serildi ve altliklar hayvanlarin kuru ve temiz kalmasini saglayacak siklikta
atilarak temiziyle degistirildi. Her numunenin alimi sirasinda steril petriler kullanildi ve
bekletilmeden laboratuvara getirilerek analize alind1. Uludag Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 30.06.2006 tarih ve 6 nolu karari ile izin almmustir.

1. B.melitensis Rev. 1 Asisimin Hazirlanmasi: Liyofilize standart doz B.melitensis
Rev.1 asis1 (1-3x10° bakteri/ml) 10 ml steril FTS icerisinde sulandirild: ve 9 ml FTS iceren
9 adet steril tiip ile 10 kath dilusyonu yapilarak son ii¢ dilusyondan (107, 10%,10°) iicer
adet GDA besiyerine ekimleri yapildi. Besiyerleri 37°C lik % 5-10 COy igeren etiivde en
az 72-96 saat siireyle inkiibe edildi. Inkubasyon siiresi sonunda besiyerinde koloni saymmi

ile agmin mililitresinde bulunan bakteri sayis1 kontrol edildi (108).

1.1. Azaltilmis Doz B.melitensis Rev. 1 Asisinin Hazirlanmasi: Liyofilize Standart
doz B.melitensis Rev.1 agis1 (1-3x10° bakteri/ml)’ nin 10 den 1ml almarak tahmini doz

ayarlamasi yapildi.
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1.2. Ergin Doz B.melitensis Rev. 1 Asisitmin Hazirlanmasi: Liyofilize Standart doz
B.melitensis Rev.1 asis1 (1-3x10° bakteri/ml)’ nin 10 den 0,7 ml alinarak tahmini doz

ayarlamasi yapildi.

2. Standart Patojen Susun Hazirlanmasi: GDA 750ml olarak hazirlandi ve 3 adet
250 cc’ lik steril siseye boliiniip yatik agar olarak hazirlandi. Besiyeri 24 saat 37°C” lik %
5-10 CO; etiivde inkiibasyona birakilarak sterilite kontrolii yapildi. Laminar flow kabin
icinde Liyofilize B.melitensis H38 susunun flakonu agild1 ve iginde 3 ml steril FTS
bulunan steril tiip i¢inde sulandirildi. Yatik agar olarak hazirlanan 250 cc’ lik siselere 1’ er
ml olarak sus boliindii ve siseler % 5-10 CO; iceren ortamda en az 72-96 saat siireyle
inkiibe edildi. Siire sonunda besiyerlerinde iireyen bakteriler 5 ml steril Fizyolojik Tuzlu
Su (FTS) ile yatik agarin yiizeyinden toplandi. Logso tabanma gore 10™°den 10™"* e kadar
dilusyonlar1 hazirlandi. Tiim dilusyonlardan tiger adet GDA’ ya 100ul olarak inokule
edildi. Besiyerleri 37°C’ lik % 5-10 CO; ieren etiivde en az 72-96 saat siireyle inkiibe
edildi. Inkubasyon sonunda petrilerden koloni sayimi yapildi. Epriivasyon dncesi GDA

besiyerine tekrar ekim yapilarak koloni sayis1 kontrol edildi (Tablo-5).

Tablo-5 Liyofilize B.melitensis H38 susunun koloni sayismin belirlenme takvimi

Liyofilize Patojen Brucella H38 susunun agilmasi

ve GDA’ ya ekim 14.09.2006
Ba_kterllerm besiyerinden toplanmasi ve sayim igin 19.09.2006
ekim

Bakteri sayimi 25.09.2006
Epriivasyon 6ncesi GDA besi yerine yeniden ekim 02.10.2006
Susun sayimi1 ve epriivasyon 06.10.2006

3. Cahsma Gruplar:

3.1. Zararsizhik Testleri:

3.1.a. Yetiskin Kobaylarda:

Konjuktival yolla uygulanan azaltilmig doz B.melitensis Rev.1 asisinin zararsizlik
kontrolii amaciyla asagida olusturulan gruplara 1/10’ luk dilusyonlar1 kullanildi. Deneme

ve kontrol grubundaki kobaylarm 10 giin sonra otopsileri yapildi.
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1.grup (20 adet ): Azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 asis1 ile konjuktival agilama

yapildi
2.grup (20 adet ): Ergin doz B.melitensis Rev.1 asisi ile subkutan asilama yapildi.
3.grup (10 adet ): Kontrol grubu (agilama yapilmadi )
3.1.b. Gebe Kobaylarda:

Gebe kobaylara konjuktival yolla uygulanan azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 asisinin
zararsizlik kontrolii i¢in, kontrollii olarak gebe birakilan, 3 haftalik gebe kobaylara; asagida

bildirilen gruplardaki kobaylara asilarin 1/10° luk dilusyonu uygulandi.

1.grup (20 adet): Gebe kobaylara azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 asis1 ile konjuktival

asilama.

2.grup (20 adet): Gebe kobaylara Ergin doz B.melitensis Rev.1 asis1 ile subkutan

asilama.

3.grup (10 adet): Gebe kobaylara Ergin doz B.melitensis Rev.1 asis1 ile konjuktival

asilama.
4. grup (10 adet): Kontrol grubu ( agilama yapilmadi)

3.2. Bagisikhik Testleri:
3.2.1 Yetiskin kobaylarda bagisikhik kontrolii:

Konjuktival yolla uygulanan azaltilmis doz B.melitensis Rev. 1 asisinin bagisiklik kontrolii

amaciyla asagida olusturulan gruplara asilarin 1/15” lik dilusyonu uyguland:.
1.grup (20 adet ): Azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 asis1 ile konjuktival asilama
2.grup (20 adet ): Ergin doz B.melitensis Rev.1 asisi ile subkutan agilama
3.grup (10 adet ): Kontrol grubu ( agilama yapilmadi )

4. Degerlendirme Kriterleri:
4.1. Zararsizhk Testleri:
4.1.a. Yetiskin kobaylarda Zararsizhk Testleri:
1. Denemede kullanilan kobaylar servikal dislokasyon ile ldiiriildii ve dalaklar1 aseptik
kosullarda alind1 ve tartildu.
2. Gram dalakdaki koloni sayis1 hesaplandi.
3. Brucella tasiyan dalak ytizdesi hesaplandi.
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4. Ortalama dalak agirligi x 100 / viicut agirlig1 formiilii ile dalak indeksi hesaplandi.

Yetiskin kobaylarda zararsizlik testinde elde edilen tiim veriler Tablo-6" ¢ gore yorumlandi
(108).

Deneme ve kontrol grubunda bulunan kobaylar servikal dislokasyon ile aseptik
sartlarda oldiirtildii. Steril makas ve pens yardimi ile dalaklar steril cam petrilere alindu.
Dalaklar hassas terazide tartildi ve toplam hacim 5 ml olacak sekilde steril FTS ile
siispanse edildi. Steril cam havan ile ezilerek logso tabanina gore 10, 10 diliisyonlar
yapildi. Her diliisyondan 3 farkli besiyerine (GDA, benzilpenicilin’li GDA ve SDA ) ve
her birinden 3’er adet petri olmak iizere ekimleri yapildi. Ekim yapilan petriler 37°C” lik
% 5-10 CO; igeren etiivde en az 72-96 saat siireyle inkiibe edilerek gram dalaktaki
ortalama koloni sayis1 hesaplandi. Ayrica dalak agirligi x 100 / viicut agirlhigi formiiliine

gore dalak agirligi indeksi hesaplandi (108).

Tablo-6 Kobaylarda asi ve virulent susa bagli reaksiyon tablosu

As1 susu Virulent sus
Dalak agirlig Yaklasik 1 gr. >29r
Brucella tastyan dalak yiizdesi <%50 >%50
Gram dalakta ortalama koloni <100 >1000
Dalak agirligr indeksi Yaklagsik 0,15 >0,2

Istatistiksel degerlendirme: yetiskin kobaylarda incelenen asilarm zararsizlik
kontroliinde elde edilen dalak agirligi ve dalak agirligi indeksi sonuglarinin istatistiksel

degerlendirmesi ayrica Ki-kare testi ve t testi ile yapildi.

4.1.b. Gebe kobaylarda Zararsizhik Testleri: Deneme ve kontrol grubundaki gebe
kobaylar agilamadan sonra gebelik siiresi boyunca (60-62 giin) abort yoniinden izlendi.
Gebelik siiresi sonunda kobaylar sakrifiye edilerek 6ldiiriildii ve uteruslari patolojik

degisiklikler yoniinden incelendi (109).
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4.2. Bagisiklik testleri:

Konjuktival azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 asisinin koruyucu etkisinin
incelenmesi amaci ile; konjuktival azaltilmis doz B.melitensis Rev 1 asis1 ve subkutan
ergin doz B.melitensis Rev 1 asis1 uygulanan deneme grubu ve asisiz kontrol grubu
kobaylar asilamadan 6 hafta sonra B.melitensis H38 patojen sus ile 5x10° bakteri/ml
dozunda subkutan yolla epriive edildi. Epriivasyondan sonra 3. ve 6. haftalarda asili ve
kontrol grubu kobaylar servikal dislokasyonla ¢ldiiriilerek dalak agirlhigi ve dalaklardaki
Brucella spp. kolonizasyonu asagida aciklandigi sekilde incelendi (110).

1. Denemede kullanilan kobaylarin dalaklar1 aseptik kosullarda alind1 ve hassas terazide
tartildi.

2. Gram dalakdaki koloni sayis1 hesaplandi. Bu amagla dalaklar toplam hacim 5 ml
olacak sekilde steril FTS ile siispanse edildi. Steril cam havan ile ezildi. Logio tabanina
gore 10™, 10 dilusyonlari yapildi ve hazirlanan dilusyonlarin 3 farkli besiyeri kullanilarak
(GDA, benzilpenicilin’li GDA ve SDA ) ekimleri yapildi. Her bir diliisyon i¢in 3’er adet
petri kullanildi. Ekim yapilan petriler 37°C’ lik % 5-10 CO iceren ortamda en az 72-96
saat siireyle inkiibe edildi.

3.Istatistiksel degerlendirme: Yetiskin kobaylarda incelenen bagisiklik kontroliinde elde
edilen dalak agirlig1 ve dalaklardaki Brucella spp. kolonizasyonu sonuglarinin istatistiksel

degerlendirmesi Dunnet testi ile degerlendirildi.

4.3. Bakteriyolojik Izleme:

Bakteriyolojik sagilimin izlenmesi i¢in; 3.1.a grubunda yer alan yetiskin kobaylarin
asilamadan sonra 10 giin boyunca her giin; 3.1.b grubunda yer alan gebe kobaylarda ise 21
giin boyunca hergiin, gebelik siiresi (60-62 giin) sonuna kadar haftalik olarak agiz ve
vajinal svablar1 alindi.

Bakteriyel izolasyon i¢in Kanli agar, GDA ve SDA kullanildi. Besiyerlerinden 2’
ser adet kullanildi. Petrilerin yaris1 acrob kosullarda 37°C” lik etiivde, diger yaris1 37°C’
lik % 5-10 CO; iceren kosullarda 4-5 giin siireyle inkubasyona birakildi. izolasyon sonrasi
iireyen koloniler morfolojileri yoniinden degerlendirilmek amaci ile Gram boyama ve

Ziehl/Neelsen (Stamp’s) boyama metotlar1 ile boyandi.
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BULGULAR

1. B.melitensis Rev.1 asisinin hazirlanmasi: GDA besiyerine ekimi yapilan ve
inkubasyona birakilan liyofilize standart doz B.melitensis Rev.1 (1-3x10° bakteri/ml)

asisinin koloni sayimi yapild ve standart aginin 1,5x10° bakteri/ml olarak hesaplandi.

a. Azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 asisinin dozunun ayarlanmasi: Sayimi
yapilan standart doz B.melitensis Rev.1’ n 10™’ den alman 1ml as1 sulandirmasinda
1,5x10° bakteri/ml igerdigi bulundu.

b. Ergin doz B.melitensis Rev.1 asisimin dozunun ayarlanmasi: Sayimi yapilan
standart doz B.melitensis Rev.1’ m 10’ den alinan 0,7 ml as1 sulandirmasinda 1x10°

bakteri/ml i¢erdigi bulundu.

2. Standart patojen susun hazirlanmasi: Epriivasyondan 3 hafta 6nce agilan standart
patojen B.melitensis H38 susunun 10go tabanma gére 10™-10™®" ¢ kadar diliisyonlari
yapildi. B.melitensis H38 susunun sayisi 45x10%* bakteri/ml olarak saptandi. Epriivasyon
oncesi koloni sayisinin kontrolii tekrar yapildi ve sayida azalma olmadig: belirlendi.
Epriivasyon amaci ile bagisikli testi grubunda yer alan kobaylara B.melitensis H38

susunun 107" diliisyonundan 1ml (5x10° bakteri/ml) subkutan uygulandu.
3. Zararsizhik Testleri:
3.1.a. Yetiskin kobaylarda zararsizhik test sonuglari:

1. Denemede kullanilan kobaylarin dalaklarinin tartim sonuglar1 Tablo-7’ de verilmistir.
Konjuktival azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 asisinin uygulandig: ve otopsisi yapilan 20
adet kobaya ait dalak agirligmin ortalamasi 0,556 gr olarak bulundu. Subkutan ergin doz
B.melitensis Rev.1 asismin uygulandigi ve otopsisi yapilan 20 adet kobaym dalak
agirliginin ortalamasi 0,590 gr olarak belirlendi. Kontrol grubu olarak teste alinan 10 adet
asisiz kobayin dalak agirlik ortalamasi 0,543 gr olarak saptandi. Tablo-6" ya gore
degerlendirildiginde deneme gruplarinda yer alan konjuktival azaltilmis doz ve subkutan
ergin doz B.melitensis Rev.1 asisinin viriilent karakterde olmadigi ortaya konulmus oldu.
2. Deneme gruplarmin dalaklarindan asi1 susu izole edilmemesi nedeni ile Tablo-6’ ya gore
yorumlandiginda, Brucella tasiyan dalak yiizdesi % 50’ in altinda oldugu i¢in konjuktival
azaltilmis doz B.melitensis Rev.1” in ve subkutan ergin doz B.melitensis Rev.1’ in as1 susu

karakteri tagidig1 saptandi.
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3. Ortalama dalak agirlig1 Tablo-7’ e gore hesaplandi ve dalak agirlig viicut agirhigina
oranlanarak dalak agirlig1 indeksi bulundu (Tablo-8). Konjuktival azaltilmis doz
B.melitensis Rev.1 deneme grubunda dalak agirlig1 indeksi 0,16 olarak bulundu ve kontrol
grubu indeksi ile kiyaslandiginda birbirine yakin ve Tablo-6’ ya gore 0,2’ nin altinda
oldugu saptandi. Subkutan ergin doz B.melitensis Rev.1 deneme grubunda dalak agirligi
indeksi 0,17 olarak bulundu ve bu sayinin kontrol grubuna yakin ve Tablo-6’ ya gore 0,2’
nin altinda oldugu goriildii. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde deneme grubundaki
asilarin virulent karakterde olmadig1 saptandi.

4. Deneme ve kontrol grubundaki kobaylarin dalaklarinin higbirinde Brucella spp.
izolasyonu yapilmadi. Deneme gruplarindaki kobaylarin dalaklarinda Brucella spp.
irememesi nedeni ile; Tablo-6’ e gére gram dalaktaki ortalama koloni sayisiin 100’ iin
altinda olmasi sonucunda konjuktival azaltilmig doz ve subkutan ergin doz B.melitensis

Rev.1’ in as1 susu karakterine sahip oldugu ortaya konuldu.

5. Istatistiksel degerlendirme: Dalak agirlig1 ve dalak agirlig: indeksi sonuclar1 Ki-kare
testi ve t testi ile yorumlandi. Konjuktival azaltilmis doz ve subkutan ergin doz
B.melitensis Rev. 1 uygulanan gruplarin dalak agirliklar1 ve dalak agirlig1 indeksi sonuglari
kontrol grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda (p<0.05) 6nemli bir fark olmadigi

saptand1 Tablo-9.
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Tablo-7 Zararsizlik testindeki deneme ve kontrol grubu kobaylarda dalak agirliklar:

Dalak agirhg (gr)
1.Konjuktival azaltilmus doz 2. Subkutan ergindoz | 3.Kontrol
Kobay No B.melitensis Rev.1 B.melitensis Rev. 1 grubu (asisiz)
1 0,579 0,560 0,531
2 0,596 0,610 0,540
3 0,510 0,631 0,560
4 0,523 0,558 0,545
5 0,542 0,544 0,530
6 0,563 0,520 0,610
7 0,568 0,615 0,522
8 0,524 0,622 0,533
9 0,569 0,614 0,521
10 0,589 0,528 0,540
11 0,524 0,563
12 0,612 0,532
13 0,567 0,540
14 0,562 0,545
15 0,582 0,563
16 0,580 0,620
17 0,560 0,710
18 0,520 0,640
19 0,541 0,650
20 0,523 0,641
Ortalama 0,556 0,590 0,543

Tablo-8 Zararsizlik testindeki deneme ve kontrol grubu kobaylarda dalak agirligi indeksi

1. Konjuktival azaltilms | 2. Subkutan ergin doz | 3.Kontrol grubu

doz B.melitensis Rev.1 B.melitensis Rev. 1 asis1z
Ortalama dalak 0,556 0,590 0,543
agirhigi
Dalak agirligi 0,16 0.17 0.15
indeksi
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Tablo-9 Konjuktival azaltilmis doz B. melitensis Rev. 1 asisinin zararsizlik testi istatistik
degerlendirmesi

Konjuktival azaltiloms Subkutan ergin doz Kontrol
doz B.melitensis Rev.1 B.melitensis Rev.1
Dalak Agirligi 0.556+0.298* 0.590+0.423* 0.543+0.261*
Dalak Agirlik indeksi 0.16+0.09* 0.17+0.01* 0.15+0.06*

* Ki kare ve t testlerine (P<0.05) gore gruplar arasinda fark gézlenmedi.

3.1.b. Gebe kobaylarda zararsizhik sonuclari: Gebe kobaylarda zararsizlik kontrolii
i¢in yapilan ¢alismada, deneme ve kontrol grubunda yer alan gebe kobaylarin gebelik
stiresi boyunca abort yapmadigi gozlendi. Gebelik donemi bitiminde deneme ve kontrol
grubu kobaylardan alinan 32 adet uterusta aginin patolojik yonden etkisi incelendi.
Histopatolojik inceleme sonucunda; kontrol grubunda; kanama, konjesyon, lamina
epitelyaliste hiperplazik degisiklik, lamina epitelyaliste mitoz artisi, propria mukozada
mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve propria mukozada notrofil 16kosit infiltrasyonu hafif
derecede, bez liimenlerinde dilatasyon, bez liimenlerinde notrofil 16kosit varligi ise orta
derecede goriilmiistiir. Diger yandan her ti¢ deneme grubunda gézlenen patolojik bulgular;
endometrium bezlerinde kistik genisleme, kistik bezlerin liimeninde nétrofil 16kosit
infiltrasyonu, endometriyum mukozasinda ¢ogunlugunu makrofajlarin olusturdugu
perivaskuler mononiikleer hiicre infiltrasyonu, hiperemi, kanama, epitel ve stromal
hiicrelerdeki mitotik indekste artis, stromal fibroblastlarda sekil degisimi, epitel hiicrelerde
hiperplazi olarak saptanmustir (Sekil- 1, 2, 3, 4, 5, 6). Lezyonlar genellikle hafif veya orta
siddette izlenmistir (Tablo-10).
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Sekil-1 Konjuktival azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 uygulanan kobaylarda; kistik bezler
ve limenlerinde notrofiller, x10 biiyiitme

Sekil-2 Konjuktival azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 uygulanan kobaylarda; lamina
epitelialis ve bez epitellerinde mitotik figiirler, X20 biiyiitme
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Sekil-3 Konjuktival azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 uygulanan kobaylarda; stromada
mitozlar, x20 biiyiitme

Sekil-4 Subkutan azaltilmig doz B.melitensis Rev.1 uygulanan kobaylarda; mononiikleer
hiicre infiltrasyonu, x10 biiylitme
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Sekil-5 Subkutan azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 uygulanan kobaylarda; makrofajlarin
yakindan goriiniimii, x40 biiylitme

Sekil-6 Subkutan azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 uygulanan kobaylarda; uterus bezleri
normal goriiniim, X10 biiyiitme
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Tablo-10 Gebe kobaylarda dogum sonrasi uterusda gozlenen lezyonlar ve gruplarda

rastlanma oranlari

Lezyon Goriilen Hayvan Sayisi

Konjuktival Subkutan Konjuktival | Kontrol
azaltilms doz ergin doz ergin doz grubu
Lezyon Lezyon B.melitensis B.melitensis | B.melitensis
Siddeti Rev.1 Rev.1 Rev.1
N=12 N=10 N=4 N=6

Kanama ‘ Hafif ‘ ‘ 2 ‘ 1 ‘ 2

‘ Orta ‘ 1 ‘ ‘ 2 ‘
Konjesyon ‘ Hafif ‘ ‘ ‘ ‘ 4

‘ Orta ‘ 2 ‘ 4 ‘ 6 ‘
Lamina epitelyaliste ‘ Hafif ‘ 2 ‘ 4 ‘ 3 ‘ 1
hiperplazik degisim ora | | 1 | |
Lamina epitelyaliste mitoz ‘ Hafif ‘ ‘ 1 ‘ ‘ 1
artist ‘ Orta ‘ ‘ 1 ‘ 1 ‘
Stromal fibroblastlarda Sekil ‘ Hafif ‘ 1 ‘ ‘ ‘
degisimi ‘ Orta ‘ ‘ 1 ‘ 3 ‘
Stromal fibroblastlarda mitoz ‘ Hafif ‘ 1 ‘ 1 ‘ ‘
artist ‘ Orta ‘ 1 ‘ ‘ 2 ‘
Bez epitellerinde hiperplazik ‘ Hafif ‘ ‘ 4 ‘ ‘
o | | |
Bez lumenlerinde dilatasyon ‘ Hafif ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ’

‘ Orta ‘ ‘ 1 ‘ 2 ’ 3
Bez lumenlerinde nétrofil ‘ Hafif ‘ ‘ 2 ‘ 3 ’
Lokosit varlig ‘ Orta ‘ ‘ 1 ‘ 1 ’ 3
Propria mukozada ‘ Hafif ‘ 2 ‘ 3 ‘ 3 ’ 3
mononiikleer hiicre Orta 1 2
infiltrasyonu ‘ ‘ ‘ ‘
Propria mukozada ntrofil ‘ Hafif ‘ 1 ‘ ‘ 1 ’ 1
16kosit infiltrasyonu ‘ ‘ ‘ ’

‘ Orta
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4. Bagisikhik testleri :

4.1 Konjuktival azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 asisinin koruyucu etkisinin
incelenme sonuclar::

4.1 Dalak agirhg:

Konjuktival azaltilmis doz B.melitensis Rev 1 asisinin uygulandigi kobaylarda
B.melitensis H38 ile epriivasyondan sonra 3. ve 6. haftalarda ortalama dalak agirlig: sirasi
ile 1.077 ve 1.211 gram iken subkutan ergin doz B.melitensis Rev 1 asis1 uygulanan
kobaylarda ise 0.951 ve 1.202 gram olarak saptandi. Diger yandan kontrol grubunda ise
ayni haftalarda 2.373 ve 3.403 gram olarak bulundu (Sekil-7).

Istatistiksel olarak degerlendirildiginde; konjuktival azaltilmis doz ve subkutan
ergin doz B. melitensis Rev.lasisi uygulanan gruplarin dalak agirligi ile kontrol grubu
karsilastirildiginda gruplar arasindaki farkin Dunnet testine gére (P<0.03) 6nemli oldugu
saptand1 Tablo-11.

4.2 Dalakta Brucella spp. kolonizasyonu:

Konjuktival azaltilmis doz ve subkutan ergin doz B.melitensis Rev. lasisi
uygulanan kobaylarda, B.melitensis H38 ile epriivasyondan sonra, tiim dalaktaki Brucella
spp. kolonizasyonu 3. ve 6. haftalarda 0.86 CFU/ dalak olarak saptadi. Diger yandan
kontrol grubundaki kobaylarda ise ayni haftalarda sirasiile 2.31 ve 2.38 CFU/dalak olarak
saptand1 (Sekil-8).

Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, konjuktival azaltilmis doz ve subkutan
ergin doz B. melitensis Rev.lasis1 uygulanan gruplardaki Brucella spp. dalak
kolonizasyonu ile kontrol grubu arasindaki farkin epriivasyondan sonra 3. ve 6. haftalarda

karsilastirildiginda Dunnet testine gore (P<0.03) 6nemli oldugu saptandi Tablo-12.
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B Konjuktival

W Subkutan

@ Kontrol

3.Hafta 6.Hafta

Sekil-7 Konjuktival azaltilmis doz B.melitensis asisinin koruyucu etkisi (dalak agirligr)

Tablo-11 Konjuktival azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 asisinin koruyucu etkisi (dalak agirlig)

Haftalar Agirlik (gram) Agirlik (gram) Agirlik (gram)
Konjuktival Subkutan Kontrol

3. 1.077+0.032 * 0.951+0.049 * 2.373+0.027*

6. 1.211+0.081* 1.202+0.103* 3.403+0.273*

*Dunnet testine (P<0.03) gére deneme ve kontrol grubu arasinda fark goriildi.

38



H Konjuktival

W Subkutan

@ Kontrol

3. Hafta 6.Hafta

Sekil-8 Konjuktival azaltilmis doz B.melitensis asisinin koruyucu etkisi (dalakta Brucella

spp. kolonizasyonu)

Tablo-12 Konjuktival azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 asisinin koruyucu etkisi (dalakta Brucella
spp. kolonizasyonu)

Haftalar Log CFU/dalak Log CFU/dalak Log CFU/dalak
Konjuktival Subkutan Kontrol

3. 0.86+0.00 * 0.86+0.00 * 2.31+£0.176*

6. 0.86+0.00 * 0.86+0.00 * 2.38+0.014*

*Dunnet testine (P<0.03) gore deneme ve kontrol grubu arasinda fark goriildii.

39



5. Bakteriyolojik izleme:
1. Yetiskin kobaylarda yapilan 10 giin boyunca asinin susu sagilimimnin kontrolii i¢in
bakteriyolojik izleme yapildi. Alinan agiz ve vajinal svaplardan kanli agar, GDA ve SDA’
a yapilan ekimlerde izolasyon yapilmadi.
2. Gebe kobaylarda yapilan asmin susu sag¢iliminin kontrolii icin 21 giin boyunca her giin,
daha sonraki giinlerde haftalik olarak gebelik siiresi boyunca (60-62 giin) bakteriyolojik
izleme yapildi. Alinan agiz ve vajinal svaplardan kanli agar, GDA ve SDA’ a yapilan

ekimlerde patojen etken izole edilemedi.
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TARTISMA VE SONUC

Sigir ve koyun brucellosisi tiim diinyada yaygin olarak goriilen infeksiyonlarin basinda
gelmektedir. Ozellikle gelismis iilkelerde B.abortus orjinli sigir brucellosis’ in eradikasyonu
icin klasik test-kesim uygulamalar1 yapilmakla birlikte, B.melitensis orjinli koyun-kegi
brucellosisinin eradikasyonu i¢in asilamalar biiyilk 6nem tagimaktadir. B. melitensis Rev.1
asis1 tiim diinyada ve lilkemizde koyun ve keg¢i brucellosisine kars1 korumada yaygin olarak
kullanilmaktadir (65). Ancak as1 standart dozda subkutan yolla uygulandiginda iki 6nemli
dezavantaja sahiptir. Bunlardan biri uzun stireli serolojik yanit olusumudur ve bu durum asil
ve infekte hayvanlarin ayriminda problemlere neden olmaktadir. Diger dnemli dezavantaji ise
gebelik periyodunda uygulandiginda gebe koyun ve kegilerde atiklara neden olmasidir (111).
Diger yandan biiyiik siiriilerde subkutan agilamanin maniplasyon zorlugu ve uygulamalarda

risk tagimasi nedeni ile asilama ¢aligmalarinda olumsuz sonuglarla karsilasiimaktadir.

B.melitensis Rev.1 asis1 uygulamalarida karsilasilan bu problemlere ¢6ziim olarak asinin
farkli dozlarda ve farkl yollardan uygulanmasina yonelik caligmalar yapilmaktadir. Bu
amagcla azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 as1 uygulamalari giindeme gelmis ve asilama
kampanyalar1 baslatilmistir. Bu uygulamalar sonucunda azaltilmis doz asilarin giivenli olup
olmamasinin, asilarin tiretildigi laboratuvarlara gore degisiklik gosterdigi bildirilmistir. Buna
ragmen Rev.1 asilarinda azaltilmis doz uygulamalar1 giiniimiizde ‘‘Joint FAO/WHO Expert
Committee on Brucellosis’’ tarafindan resmi olarak 6nerilmektedir (63). B.melitensis Rev.1
asisinin risklerini azaltmak amaci ile ayrica son yillarda subkutan asilama yerine konjuktival
yol ile asilamanin etkinligi incelenmektedir. Calismamizda bu gelismeler dikkate alinarak,
tilkemizdeki subkutan ve ergin brucella agilamalarina alternatif olarak konjuktival azaltilmis

doz B.melitensis Rev.1 asgisinin etkinliginin ortaya konulmasi amaglanmuistir.

B.melitensis Rev.1 ve B.abortus S19 asilarinin etkinlik ve kalite kontrollerini incelemek
amaci ile yapilan deneysel caligsmalarda, asilar zararsizlik ve bagisiklik olmak tizere baslica
iki kriter yoniinden degerlendirilmektedir. Zararsizlik ¢alismalarinda asilarin; virulent veya
as1 susu karakterinde olup olmadigi ortaya konulmaktadir. (62, 108). Fensterbank ve
arkadaglar1 tarafindan (112) konjuktival yol ile kegilere uygulanan B.melitensis Rev.1 asisinin

etkinliginin incelendigi caligmada; konjuktival yolla uygulanan aginmn giivenilir oldugu,
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koyun ve keg¢i brucellosisinden korunmada subkutan asilamalara alternatif agilama yontemi
olabilecegi vurgulanmistir. B.melitensis Rev.1 asisinin incelenmesinde hedef hayvan koyun
ve keci olmakla birlikte calismanin kontrollii sekilde yapilabilmesi ve ekonomik yonden
uygun olmasi nedeni ile fare ve kobay gibi deney hayvanlar1 da kullanilmaktadir (30). Buna
karsin koyun ve keci disindaki diger deney hayvanlarinda B.melitensis Rev.1 asisinin
incelenmesine yonelik deneysel ¢alismalar ¢ok az sayidadir. Caligmamizda konjuktival
azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 asisinin ergin hayvanlarda zararsizlik yoniinden
incelenmesinde, ergin kobaylarda as1 1,5x10° bakteri/ml dozunda uygulanmistir. Bunun yan
sira subkutan yol ile ergin doz B.melitensis Rev.1 asis1 1x10° bakteri/ml dozunda yetiskin
kobaylara uygulanmistir. Calismanin sonucunda konjuktival yolla uygulanan azaltilmis doz
B.melitensis Rev.1 asisinin, dalak agirligi, Brucella tasiyan dalak yiizdesi, gram dalakta
ortalama koloni ve dalak indeksi kriterleri yoniinden virulent sus karakteri tagimadigi
saptanmustir. Bu bulgular degerlendirildiginde s6z konusu asmin ergin hayvanlarda

zararsizlik yoniinden giivenilir oldugu sonucuna varilmistir.

Brucella asilarinin gebe hayvanlara uygulanmasi asilarin dozu, uygulama yolu ve
hayvanlarda gebeligin donemine bagli olarak abort riski tasimaktadir (63). Brucella
etkenlerinin gebe hayvanlarda uterusa afinitesinden dolayi; brucella asilarinin zararsizlik
kontroliinde gebe hayvanlardaki etkilerinin incelenmesi 6nem tagimaktadir (113). Bu amagla
asilama yapilan gebe hayvanlarda abort olup olmamasinin izlenmesi ve as1 susunun
uterusdaki etkilerinin ortaya konulmasi gerekmektedir. B.melitensis Rev.lasisinin gebe
koyunlarda subkutan ve konjuktival yolla karsilastirmali olarak incelendigi bir ¢alismada,
konjuktival yolla asilamanin daha az oranda abortlara neden oldugu, ancak standart dozla
yapilan asilamada abort ve viicuttan sa¢ilimimn tamamen ortadan kalkmadig1 bildirilmistir.
Ayni ¢aligmada abortlarin agilamadan yaklasik 40-60 giin sonra meydana geldigi ve abort
riskinin gebeligin dénemi ile direkt iligkili oldugu vurgulanmustir (114). Zundel ve
arkadaslar1 (115) 1x10® doz B.melitensis Rev.1 asismin konjuktival yolla uygulandiginda
standart doza oranla daha az aborta neden oldugunu, gebeligin orta doneminde standart dozla
konjuktival agilamanim koyun ve kegilerde % 70’ in lizerinde aborta neden oldugunu
bildirilmistir. Diger yandan gebe koyunlarda 1x10°-1x10" dozlarinda yapilan konjuktival
B.melitensis Rev.1 asisinin atiklara neden oldugu bildirilmistir (63). Falade (116) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, gebeligin ileri donemindeki kegilere B.melitensis Rev.1 asis1 10°

bakteri/ml dozunda subkutan yolla uygulanmistir. Gebe kegilere ileri gebelik durumunda
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standart dozda uygulanan Rev.1 asisinin abort meydana getirmedigi, dogumlarm normal

meydana geldigi bildirilmistir.

Calismamizda konjuktival yolla uygulanan azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 asisinin
gebe kobaylardaki etkisi incelendi. Ayrica ergin doz B.melitensis Rev.1’ in gebe
kobaylardaki subkutan ve konjuktival uygulama yolu ile etkisi degerlendirildi. Bu amagla
gebe kobaylar gebeliklerinin yaklasik 21. giinii asilanarak gebelik siiresi boyunca (60-62 giin)
abort yoniinden izlendi ve deneme siiresi sonunda kobaylarin uteruslar1 patolojik yonden
incelendi. Calismanin sonunda asil1 ve kontrol grubundaki kobaylarin gebelik siiresi boyunca
abort yapmadig1 ve gebelik siiresi sonunda normal dogum yaptigi gozlendi. Deneysel ¢aligma
siiresi boyunca asili ve kontrol grubundaki kobaylarda 6liimler gézlendi. Olen hayvanlarim i¢
organlarindan yapilan bakteriyolojik incelemede Brucella spp. izole edilmedi. Gebelik siiresi
sonunda; asili ve kontrol kobaylarin uteruslarinda yapilan histopatolojik incelemede;
endometrium tabakasinda kistik endometrial hiperplazinin baslangi¢ asamasi olarak kabul
edilebilecek hafif hiperplastik degisiklikler ve hafif yangisal bulgular saptandi. Ancak bu
bulgulari kobaylarda aborta neden olacak diizeyde olmadigi goriisiine varildi. Asili ve
kontrol gruba ait bulgular karsilastirildiginda belirgin bir farklilik saptanmadi. Calismada
kobaylara gebeligin erken doneminde azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 asisinin konjuktival
yolla uygulanmasinin abort olusumu iizerinde etkisi olmadigina ve gebe hayvanlarda giivenle
kullanilabilecegi sonucuna varildi. B.melitensis Rev.1 asisinin gebe hayvanlarda farkli doz ve
farkli yolla uygulamalarinda saha kosullarinda ve deneysel ¢alismalarda farkli sonuglar
alinmaktadir. Bu farkliliklarin ¢alismalarda kullanilan asilarin farkli laboratuvarlarda

tiretilmesinden kaynaklanabilecegi bildirilmektedir (63).

B.melitensis Rev.1 asilarmin koruyucu etkisini incelemek amaci ile asili hayvanlara
patojen sus ile (B.melitensis H38) epriivasyon yapilmakta ve gerek koyun-ke¢i gibi hedef
hayvanlarda gerekse deney hayvanlarinda asinin immunojenitesi saptanmaktadir. Verger ve
arkadasglar1 (94) tarafindan yapilan bir deneysel ¢aligmada, B.suis S2 ile B.melitensis Rev.1
canli asilarinin gebe koyunlardaki koruyucu etkisi incelenmistir. Arastiricilar 4 aylik
koyunlari 1x10° cfu doz Rev.1 agis1 ile konjuktival yolla asilamuslar, birinci ya da ikinci
gebelik periyodunun orta déneminde (76. giin) ise 5x10” cfu dozunda patojen sus B.melitensis
H38 ile epriive etmislerdir. Deneme siiresi sonunda konjuktival yolla uygulanan standart doz
B.melitensis Rev.1 asisimin gebe koyunlarda abort olusturmadigi, dogumdan sonraki giinlerde

as1 etkeninin vajinal akintilarda ve siit 0rneklerinde bulunmadig1 saptanmis ve bu sonuglara
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dayanarak asinin gebe koyunlar1 B.melitensis infeksiyonuna kars1 korudugu bildirilmistir.
Bosseray ve arkadaslari (102) tarafindan Brucella asilarinin deney hayvanlarinda reziduel
virulensi ve immunojenitesini saptanmasina yonelik gelistirilen teknikler ile bu alanda birgok
arastirma yapilmasina olanak saglanmistir. Bu kapsamda 6zellikle son yillarda B.melitensis
Rev.1 agisina alternatif olarak gelistirilen subunit ve mutant asilarin etkinlikleri
incelenmektedir (78, 117-120). Ispanya’ da 1984-1985 yillar1 arasinda bes farkli laboratuvar
tarafindan tiretilen B.melitensis Rev.1 asilar1 deney hayvani modeli kullanilarak incelenmistir.
Bu agilarin immunojenite degerleri agisindan 6nemli farkliliklar tagidigi saptanmistir (102).
Diger yandan, deney hayvani modeli kullanilarak yapilan ¢alisma sonuglar1 ile koyunlarda
saha kosullarinda yapilan galisma sonuglar1 arasinda yakin iliski bulunmaktadir (63).
Calismamizda B.melitensis Rev.1 asisinin immunojenitesinin incelenmesi amaci ile
konjuktival azaltilmis doz ve subkutan ergin doz B.melitensis Rev.1 agilamasi yapilan ergin
kobaylar agilamadan 6 hafta sonra B.melitensis H38 ile epriive edildi. Epriivasyondan sonraki
3. ve 6. haftalarda 6ldiiriilen kobaylarin dalak agirliklar1 ve dalaklarmdaki Brucella spp.
kolonizasyonu incelendi. Deneme siiresi sonunda yapilan degerlendirmede konjuktival
azaltilmis doz ve subkutan ergin doz as1 uygulanan grup ile kontrol grubu arasinda hem dalak
agirhigi hem de dalaktaki Brucella spp. kolonizasyonu yoniinden farkin istatistiksel olarak
(P<0.03) 6nemli oldugu saptandi. Her iki as1 grubu kendi i¢inde karsilastirildiginda
sonuglarm birbirine oldukca yakin oldugu gozlendi. Bu veriler degerlendirildiginde gerek
konjuktival azaltilmis doz gerekse subkutan ergin doz B.melitensis Rev.1 asisinin Brucella

epriivasyonuna karsi koruyucu 6zellik tagidig1 saptandi.

Brucella asilarinin immunojenitesinin varliginin yani sira olusan immunitenin siiresi de
onem tasimaktadir. B.suis strain 2 veya B.abortus RB51 asilar1 farelerde asilamadan 30 giin
sonra yapilan epriivasyonda koruyucu 6zellige sahip olmakla beraber ayn1 asilarin koyunlar
i¢in koruyucu 6zellikte olmadigi bildirilmistir. Diger yandan B.suis strain 2 ile asilanan
fareler agilamadan 45 giin sonra B.melitensis H38 ile yapilan epriivasyona kars1 korunurken,
astlamadan 150 giin sonra yapilan epriivasyona kars1 korunmamaktadir (121). Calismamizda
kobaylarin azaltilmis doz konjuktival ve ergin doz subkutan B.melitensis Rev.1 as1
uygulamalarindan 6 hafta sonra yapilan B.melitensis H38 epriivasyonuna kars1 korundugu

saptand1.

Brucella agilarmin giivenilirliginin degerlendirilmesinde as1 etkenlerinin viicut

ekskresyonlar1 ile sagiliminin izlenmesi biiyiik onem tagimaktadir. Laktasyondaki koyunlarin
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B. melitensis Rev.1 ile asilanmasi sonucu, koyunlarm siitleri ile as1 susu farkli oranlarda
atilmaktadir (114). Ancak konjuktival yolla asilanan koyunlarda B. melitensis Rev.1’ in siitle
sa¢ilimiin olmadig: bildirilmektedir (63). Zundel ve arkadaslar1 (115), koyunlara gebelik
periyodunun orta doneminde konjuktival B. melitensis Rev.1 asis1 uygulamislardir.
Asilamadan sonraki giinlerde géz, burun ve yanak mukozasindan alinan svap orneklerinde
diistik oranda Rev 1 susu izole edilirken, asilamadan sonraki 7-15. giinlerde izolasyonun
yapilmadigi bildirilmistir. Calismamizda konjuktival azaltilmis doz ve subkutan ergin doz B.
melitensis Rev.1 asis1 uygulanan yetigkin kobaylarm 10 giin siire ile alinan agiz ve vajinal
svap ornekleri bakteriyolojik olarak incelendi ve asi susu izole edilmedi. Gebe kobaylarda da
konjuktival azaltilmis ve ergin doz B. melitensis Rev.1 asis1 ve subkutan ergin doz B.
melitensis Rev.1 asis1 uygulanan deneme gruplarinda gebelik siiresi boyunca alinan agiz ve
vajinal svap orneklerinden Brucella spp. izole edilmedi. B. melitensis Rev.1 asismin viicut
ekskretlerinden sagilimi yoniinde farkli sonuglar alinmakla birlikte (17, 105, 115, 122),
calismamizda farkli doz ve yolla yapilan B. melitensis Rev.1 asilamalarindan sonra as1

etkeninin viicuttan atilim riskinin bulunmadig: saptanda.

Ulkemizde koyun ve kegilerin brucellosis infeksiyonuna kars asilamalarda halen
kullanilmakta olan subkutan ergin doz B.melitensis Rev.1 asis1 zaman zaman gerek hayvanlar
icin gerekse as1 uygulayicilari i¢in risk faktorleri tasimaktadir. B. melitensis Rev.1 asismnin
konjukival azaltilmis doz uygulamalarina yonelik ¢aligmalar yapilmis olsa da her {ilke bazinda
iiretilen asilarin incelenmesi ve lilke kosullarinda uygulanabilirliginin ortaya konulmasi
gerekmektedir. Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’ de tiretilen B. melitensis Rev.1 asisinin
konjuktival yol ve azaltilmis doz uygulamalarinm zararsizlik ve bagisiklik 6zellikleri
kobaylarda deneysel ¢alisma ile incelenmistir. Elde edilen bulgular degerlendirildiginde;
konjuktival azaltilmis doz B.melitensis Rev.1 asisinin gerek zararsizlik gerekse bagisiklik
acisindan mevcut astya alternatif olabilecegi ve koyun ke¢i agilamalarinda saha ¢aligmalar ile

desteklendiginde giivenle kullanilabilecegi sonucuna varilmastir.
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