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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ATTENUE BRUCELLA MELITENSIS (REV-1) ASISININ FARKLI
STABILiZATORLERLE LiYOFILIZASYONU

Yusuf AVCIOGLU
Kilis 7 Aralik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. ismet HASENEKOGLU

YIL: 2013 Sayfa: 33

Bu calismada atteniie Brucella melitensis Rev-1 asisimin farkli stabilizatorler ile
liyofilizasyonu ve bunun liyofilizasyon islemine ve hizli stabilite testi yapilarak raf
omriine etkileri arastirilmistir. Bu amag ile Dollvet Veteriner As1 Ila¢ Biyolojik Madde
Uretim A.S bakteriyoloji laboratuvarinda atteniie Brucella melitensis rev-1 as: kiiltiirii
tiretilmistir. Uretilen kiiltiiriin birisi kontrol olmak iizere 4 farkli stabilizator ile
liyofilizasyonu yapilmistir. Biitiin gruplar i¢in liyofilizasyon 6ncesi ve liyofilizasyon
sonrasi canlilik sayimlar1 yapilarak aradaki kayip orani belirlenmistir. Son olarak da
hizl stabilite testi yapilarak liyofilizasyondan sonra hangi stabilizatér ortamin canlilik
oranin1 daha stabil tuttugu belirlenmistir. Liyofilizasyonu yapilan as1 gruplarindan
liyofilizasyon esnasinda en yiiksek korumay1 % 2,5 proteose peptone , % 5 sukroz , %
0,5 gelatine ile hazirlanan as1 grubu gosterirken hizli stabilite testinde en stabil ortam ise
kontrol grubu olan % 2,5 Bacto casitone , % 5 sukroz, %1 sodium L- glutamate
monohydrate ile hazirlanan as1 grubu olmustur. % 2.5 tryptone, %0,5 sukroz, %0,1
sodyum L-glutamate iceren stabilizatér ortami ise hem liyofilizasyon stresine karsi
dayaniksizlig1 hem de hizli stabilite testinde biiyiik kayip vermesi ile bu amaca uygun
olmadig1 anlasiimistir.

Anahtar Kelimeler: Brucella melitensis, Rev-1, Liyofilizasyon, Asi, Stabilizator
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ATTENUATED BRUCELLA MELITENSIS (REV-1) VACCINE IN DIFFERENT
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In this study, effects of lyophilizing processes with different stabilizers on viability and
shelf-life of attenuated Brucella melitensis Rev-1 vaccine were investigated by using
rapid stability tests. With this purpose, attenuated Brucella melitensis Rev-1 vaccine
cultures were produced in bacteriology laboratory at Dollvet Veterinary Vaccine
Production and Marketing Company. Cultures were lyophilized with 4 different
stabilizers. Before and after lyophilization, counts for vitality were made for all groups
and losses of vitality rates was determined. Finally fast stability tests made after the
lyophilizing to determine which of the stabilizers ensure more stable environment for
the rate of viability. Among lyophilized vaccine groups, the vaccine prepared with %
2,5 Proteose Peptone, % 5 Sukroz, % 0,5 Gelatin was showed maximum protection for
viability during liyophilization. However fast stability tests showed that the % 2,5 Bacto
Casitone, % 5 Sukroz, % 1 Sodium L-glutamate monohydrate was the most stable

environment for shelf-life in vaccine preparation.

Keywords: Brucella melitensis, REV-1, lyophilization, vaccine, stabilizers.
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1.GIRIS

Ulkemizde yapilan cesitli arastirmalar sonucunda koyun ve kegilerde goriilen bakteriyel
kaynakli yavru atmasinin baslica nedeni olarak Brucella cinsi bakterilerin neden oldugu

brusellozis hastaligi tespit edilmistir [1].

Brusellozis hastaligi evcil hayvanlarda diisiiklerin yani sira siit veriminide azaltarak

ekonomik anlamda kayiplarada neden olmaktadir [2].

Gida tanm ve hayvancilik bakanligmin hayvanlardaki brusellozisle miicadele
programina ragmen hastalik artmakta hem hayvan endiistrisini hemde insan sagligini

etkilemesiyle tilke ekonomisine ciddi zararlar vermektedir [3].

Brusellozis hastaligiyla miicadele kapsaminda hayvanlarin asilanmasi g¢alismasi son
derece 6nemlidir [3]. Genellikle enfeksiyon hastaliklart hayvanlarin diizenli asilanma-

styla kontrol altina alinabilmektedir [4].

Bu ¢alismada koyun ve kegilerde brusellozis hastaligina neden olan Brucella melitensis
bakterisine kars1 laboratuar ortaminda tiretilen canli Brucella melitensis Rev-1 asisinin

liyofilizasyonunda kullanilan farkli stabilizatorler konu olarak alinmistir.

Liyofilizasyon iglemi esnasinda meydana gelen canlilik ve aktivite kayiplarinin nedeni
bugiine kadar kesin olarak belirtilememistir. Bu nedenle kayiplar1 azaltmaya yonelik
caligmalarda arastiricilarin kisisel goriislerini yansitmaktan 6teye gidememektedir. Do-
layist ile canlilik ve aktivitenin korunmasinda en énemli faktér oldugu pek ¢ok arastir-
maci tarafindan bildirilen stabilizatér maddelerin liyofilizasyon esnasinda liyofilizasyon
stresine karsi bir koruma gosterdigi ve canlilik kayip oranini biiyiik dlgiide etkiledigi
bildirilmektedir [5-6].

Bunun i¢in iiretimi yapilan atteniie (zayiflatilmig) Brucella melitensis Rev-1 as1 kiiltii-
riintin 4 farkli koruyucu ortam ile liyofilizasyonu yapilarak hangi koruyucu ortamin
liyofilizasyon stresine karsi canli bakteriyi daha iyi korudugu tespit edilmesi ve

liyofilizasyondan sonra hizli stabilite testi yapilarak farkli stabilizatorlerle



liyofilizasyonu yapilmis as1 gruplarmin 1 yillik raf dmriinde mikroorganizmay1 hangi

stabilizatorle hazirlanmis as1 grubunun stabil tutacagi belirlenmeye ¢aligiimistir.

Enfeksiyon hastaliklari alaninda yiiz y1l 6ncesine gore daha ¢ok gelismis tani ve tedavi
imkanlarina sahip olmamiza ragmen halen salginlar biiyiik insan topluluklarini etkile-
mektedir. Toplum kaynakli enfeksiyonlarin % 60’11 zoonotik enfeksiyonlar olustur-
maktadir. Giinlimiizde hayvan kaynakli hastaliklar insan sagligina yonelik ciddi tehdit
olusturmaktadir. Ozellikle Kirim Kongo Kanamali Atesi hastaligi, sarbon, kuduz ve
brusellozis basta olmak tizere bir¢cok zoonotik hastalik iilkemizde 6nemli bir halk sagligi
problemi olma egilimini siirdiirmektedir. Zoonotik hastaliklar; halk sagligina olumsuz
etkileri yaninda, hayvanlardaki verim kayiplari1 ve dliimler dolayisiyla ekonomik kay1p-

lara da neden olmaktadir [7].

Brusellozis, Brucella bakterilerince olusturulan, primer olarak ot¢ul hayvanlarda gorii-
len bir hastaliktir. Hayvanlardan insanlara bulasma, genellikle infekte hayvanin
sekresyonlarinin biitiinliigii bozulmus deri ile direkt temasi, pastorize edilmemis siit ve
stit Girtinlerinin kullanimi, infekte aerosollerin inhalasyonu ve konjunktival temas sek-
linde olmaktadir. Tiirkiye gibi hastaligin endemik 6zellik tasidig: iilkelerde bulasma

siklikla pastorize edilmemis siit tirinlerinin tiiketimiyle olmaktadir [8, 9-10-11].

Ancak yapilan Kitle asilamasi ¢aligmalar1 ve hastalikla miicadele sonucunda 2002 yilin-
da 100.000 insanda 27,2 kiside goriilen brusellozis 2010 yilina gelindiginde 100.000
kisiden 4 e diismiistiir [12]. Brusellozisin insandan insana bulagsmasi oldukga nadir go-
riilmektedir. Bu sekildeki bulasma genellikle kan veya doku transferi yollar ile gergek-

lesmektedir [13].

Zoonozlar hayvanlardan insana bulasan bakteriyel, viral ve paraziter patojenlerin neden
oldugu enfeksiyonlardir. Glinlimiizde 175’in iizerinde iyi tanimlanmis zoonotik hastalik
mevcuttur. Toplumumuz agisindan en 6nemli olan zoonotik hastaliklardan bir kaci;
brusellozis, sarbon, kuduz, toksoplazmozis ve kist hidatiktir. Ulkemizde brusellozis
hastalig1 morbiditesi oldukca yiiksek olmasina karsin mortalitesi diisiik bir zoonotik
hastaliktir. Her yil binlerce insan bu hastaliga yakalanmakta ve hastalik insanlarda fizik

yetersizlige ve is giicii kaybina neden olmaktadir. Brusellozis bir yandan da hastaligin



esas kaynagini olusturan evcil hayvanlarda siit verimini azaltirken, hayvan diisiikleri ile

ekonomik kayba da yol agmaktadir [2].

Brusellozis diinyanin sigir koyun kegi ve domuz gibi evcil hayvan yetistiriligi yapilan
hemen her iilkede siklikla goriilen kronik seyirli bulasict ve nekrotik yangisal

infeksiyonlarla ortaya ¢ikan zoonotik bir hastaliktir [14-15].

Brucella bakterisi pH, sicaklik, 1sik kosullar1 uygun oldugunda su da ve biyolojik sivi-
larda birka¢ ay infektivitelerini koruyabilmekte ve 0°C altindaki diisiik sicakliklarda
canli kalabilmektedir [16].

Brucella cinsi bakteriler gram(-), aerobik, fakiiltatif patojen organizmalardir.
proteobakteri sinifina dahildirler. B.abortus, B.melitensis, B.suis, B.canis, B.ovis,

B.neotoma ve B.maris olmak tizere 7 tiirti vardir [17, 18-19].

Brucella bakterisinin tiirleri ve bu tiirlere ait biyotipler Cizelge 1° de belirtilmistir [12].

Cizelge 1.1. Brucella bakteri tiirleri

Tiir Biyotip Rezervuar Insanda patojen
ozelligi

B. melitensis 1-3 Koyun, kegi Var

B. abortus 1-6,9 Sigir Var

B. suis 1-5 Sigir, Domuz, ren | Var

geyigi

B. ovis Yok Koyun Yok

B. canis Yok Kopek Var

B.neotoma Yok Agac ratlari Yok

B.maris - Deniz memelisi -




Brusellozis (B.melitensis) tilkemizde ilk kez 1915 yilinda Kuleli Hastanesinde bir erde
H. Kural ve S. Akalin tarafindan tanimlanmis, 1931°de sigirlardan Z. Berke, koyun ve
kegilerden 1943’de Golem, 1944°de ise Koylioglu ve Aktan Brucella cinsi bakterileri
bulmuslardir [20].

Tirkiye’de yapilmis ¢alismalarda, koyun ve kegilerde goriilen bakteriyel kaynakli yavru
atmalarinin baslica sebebinin brusellozis oldugu bildirilmektedir [1]. Tiirkiyenin farkli
bolgelerinde yapilan aragtirmalarda koyunlardaki brusellozis oraninin yaklasik %14 ile

%31 arasinda degistigi tespit edilmistir [21].

Hayvanlardaki brusellozisle miicadele programina ragmen olgu sayisi giderek artmakta,
hem hayvan endiistrisini hem de insan sagligini etkileyerek iilke ekonomisine ciddi za-
rarlar vermektedir. Brusellozisle savasimda halkin bilgilendirilmesi, siit ve siit tiriinleri-
nin pastorize edilmesi ve hayvanlarin asilanmasi ¢alismasi Son derece onemlidir. 2011
yilinda Brucella’ nin yaygimligi konusunda tarim ve hayvancilik bakanligi ¢alismalar
yapmistir. Yaptigt calismalar sonucunda, hastalifin eradikasyonunu saglamis iilkelerin
miicadele stratejileri ¢ergevesi uzmanlar tarafindan incelenerek tilkemizde Brucella ile
miicadelede kitle asilamasi yapilmasinin en etkili yontem olduguna, kitle agilamasinin
ise her yastaki hayvana giivenilir olarak uygulanabilecek konjuktival agilama ile yapil-
masina karar verilmistir [3]. Cogu enfeksiyon hastaliklar hayvanlarin diizenli agilanma-

st ile kontrol altina alinabilmektedir [4].

Insan ve hayvanlarda hastalik yapma yeteneginde olan viriis, bakteri gibi mikroorga-
nizmalarin hastalik yapma giiclerinden arindirilarak ya da bazi mikroorganizmalarin
salgiladigi toksinlerin etkisinin ortadan kaldirilarak saglam canlilara verilmesi i¢in ge-

listirilen biyolojik maddelere as1 denilmektedir [22].

Brucella melitensis Rev-1 asis1 koyun ve kegilerin brusellozisinden korunmasinda genis
capta kullanilan asilardan biridir [23]. Rev-1 asis1 1957 yilinda Kaliforniya {iniversite-
sinde Elberg tarafindan kesfedilmis koyun ve kegilerin brusellozisinde ilk kez kullanil-
mistir [24]. WHO, FAO, OIE gibi uluslar arast kuruluslar koyun ve kecilerin

brusellozisinde korumay1 saglayan Rev-1 in en iyi ve en uygun korumay1 saglayan asi-



lardan biri oldugunu belirtmislerdir [25]. Bir¢ok arastirmalar sonucunda bu aginin kul-

lanimimi1 WHO, FAO gibi uluslar arasi teskilatlar 6nermistir [26, 27-28].

Brusellanin kontrol ve eradikasyonu igin Ulkemizde yapilan ilk calismalar sigirda
"Brucella Abortus” igin 1930 yilinda baslatilmistir. Bu kapsamda 1951 yilinda Ankara
Etlik Veterinerlik Bakteriyoloji ve Seroloji Enstitiisii biinyesinde kurulmus olan
laboratuvar, daha sonra Istanbul Pendik Veterinerlik Bakteriyoloji ve Seroloji Enstitii-
sti'ne tasinmistir. Brucella melitensis laboratuvari ise 1965 yilinda kurulmus, Brucella

melitensis Rev. 1 asisinin genis kapsamli tiretimi 1969 yilinda baglamistir.

“Ulusal Brusella Kontrol ve Eradikasyon Projesi” 1984 yilinda uygulanmaya baslanmis
ve disi s1g1r yavrulan ile koyun ve kegi yavrularinin asilanacagi projenin 26 yilda ta-
mamlanmas1 hedeflenmistir. Hastali§in yayginliginin tespiti amaciyla 1998 yilinda ya-
pilan ¢alismada Brucella fert prevalansi, sigirlarda % 1,43, koyunlarda ise % 1,97, siirii
prevalansi ise sigirlarda % 11,4, koyunlarda % 15 olarak tespit edilmistir. Bakanlikca
uygulanan “Ulusal Brusella Kontrol ve Eradikasyon Projesi” sonrasinda hastaligin sigir
ve koyunlarda yayginliginin tespiti amaciyla 2011 yilinda yapilan ¢alismanin ilk deger-
lendirmelerine gore sigirlarda brusella siirii prevalanst %7,8 (fert prevalansi %2,7) ve
koyunlarda Brucella siirii prevalanst %22,5 (fert prevalansi %3,4) olarak tespit edilmis-
tir. Ulkemizde son olarak 2012 yilinda “Brusellanin Konjuktival As1 ile Kontrol ve Era-
dikasyonu Projesi” baslatilmis olup bu kapsamda sigirlarda 10 y1l, koyun ve kegilerde 6

yil siirdiiriilmesi 6ngoriilmistiir [3].

Brucella melitensis 50 iilkede yaklagik 1,8 trilyon Brucella abortus 101 iilkede 1,3 tril-
yon sigirda Brucella suis ise 33 iilkede yaklasik 0,9 trilyon domuzda goriildiigii rapor
edilmistir [29].

Brusellozis diinya ¢apinda endemik zoonotik hastaliklardan biridir. Bu hastaligin kont-
rol altinda tutulmasi ve etkilerinin azaltilmasi igin 1995 yilinda Irak’da brusellozis kont-
rol programi kurulmustur. Bu programin temel amaglarindan biri kiiglikbas hayvanlarda
brusellozis goriilme sikligini %?2nin altinda biiyiik bas hayvanlarda ise %0,2 nin altina
diisiirmektir [12]. Iranda koyun ve kegilerin brusellosizinde uygulanan rev-1 asis1

epidemik salgilarinin oranint % 45 den % 1,8 diislirdiigii goriilmiistiir [30].



Koyun ve kegilerde brusellozis hastaligindan korunmasi igin laboratuar ortaminda {ireti-
len Brucella melitensis Rev-1 asisinin uzun siireli muhafazasi igin liyofilizasyon islemi

kullanilmaktadir.

Bugiin gerek kiiltiir koleksiyonlarinda, gerek kiiltiir kullanan endiistrilerde dondurarak
kurutulmus kiiltiirler yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin disinda
basta ¢esitli asilar, sperma, eritrosit, plazma, serum, organ naklinde kullanilacak gesitli
dokular, enzimler, proteinler gibi pek ¢ok biyolojik materyal bu yontemle korunabildigi
gibi gida sanayiSinde pek ¢ok iiriin bu yontem ile elde edilmektedir. Bunlarin diginda
cesitli biyolojik ¢aligmalarda 6zellikle hastalikli dokularin saklanmasi, kiigiik bitki ve
hayvanlarin miizelerde sergilenmesi gibi uygulamalarda da dondurarak kurutma yonte-

minden yararlanilmaktadir. Bu genis kullanim alani1 yontemin basarisini kanitlamaktadir

[31].

Liyofilizasyon yontemi asilar gibi 6nemli biyolojik iirlinlerin hem depolanmasi hemde
taginimi1 asamalarinda stabilitesinin bozulmamasi i¢in kullanilan yontemlerden biridir
[32]. 19. yiizyil sonlarinda Altman ve Shackel liyofilizasyonun bilimsel temelini tanim-
lamiglardir. Ayrica 1913 yilinda Vansteenberg bu yontemi kuduz virus kurutmasinda
kullanmistir [33]. 1930 lardan sonra liyofilizasyon gida, eczacilik gibi endiistriyel alan-

larda sik kullanilmaya baglanmistir [34].

Gelisen teknolojiye bagli olarak bugiin pek c¢ok biyolojik materyal ¢esitliamaglarla
liyofilize edilmektedir. Mikroorganizmalardan bir¢ok bakteri, maya, kiif, viriis, bazi
algler ve birkag protozoa cinsi yaninda basta BCG olmak iizere pek ¢ok as1, enzimler ve
proteinler, eritrosit, spermatozoa, organ naklinde kullanilmak iizere kornea, serum
plazma, gibi birgok biyolojik materyal ve gidalar liyofilizasyon teknigi ile korunabil-
mektedir [35, 36-37-38].

Liyofilizasyon bakteri kiiltiirlerinin canliligin1 siirdiiriilmesi i¢in kullanilan genel bir
yontem olmasina ragmen bu yontem ile bakteri kiiltlirlerinin korunmasi biitiin tiirler i¢in
gecerli degildir [39-40]. Mikrobiyolojik kiiltiirlerin korunmasi ve uzun siireli saklanma-

st i¢in kullanilan liyofilizasyon islemi, basit olarak ¢ok diisiik sicaklikta dondurulmus



materyalden sublimasyon (kati halden gaz haline gegme) yontemiyle su buharinin disart
atilmas1 olayidir. Gelisen bilim ve teknoloji siireci iginde kiiltiirleri korumaya yonelik
liyofilizasyonla ilgili pek ¢ok yontem bugiin basar1 ile uygulanmaktadir. Ancak tiim
mikroorganizmalar i¢in ayni yiiksek basari diizeyi ile kullanilabilecek tek bir yontem
yoktur. Kiiltlirleri korumanin temel prensibi varyasyon veya mutasyona ugratmadan
mikroorganizmayi saf halde ve uzun siire canli tutmaktir [31]. Yapilan aragtirmalar so-
nucunda dondurarak kurutma olarak bilinen liyofilizasyon islemi bakterilerin korunmasi

acisindan en iyi yontemlerden biri oldugu belirtilmektedir [41-42].

Bilimsel arastirma ve endiistriyel amagh biyolojik 6rneklerin uzun siireli depolanmasin-
da ve kullanimlarinda son derece kolaylik saglamasi gibi birgok avantaja sahip oldugu
icin liyofilizasyon islemi hemen her yerde yaygin olarak kullanilmaktadir [41-42].
Liyofilizasyon basit olarak materyali 6nce dondurmak sonra siiblimasyon ile su buharinm
disart ¢ekerek materyali kurutmak olarak tanimlanabilir. Ancak liyofilizasyon islemi
dehidrasyon (suyun uzaklastirilmasi) islemi esnasinda sitoplazma zarinda meydana geti-
recegi zararlar nedeniyle canlilar i¢in 6limciil olabilmektedir [43]. Bu zararli etkileri
azaltmak igin cesitli sekerler (sukroz, laktoz, maltoz, trehaloz), seker alkoller (inositol,
sorbitol) ve aminoasitler (sodyum glutamat) gibi organizmayi uygun ortamda tutacak
stabilizatorler kullanilmaktadir [44, 45-46].

Yogurt bakterilerinin liyofilizasyonu iizerine yapilan ¢esitli arastirmalarda
liyofilizasyondan hemen sonra % 100 canlilik elde edilmesine karsilik liyofilizasyondan
sonraki depolama siiresi uzadik¢a Oliimlerin artmasi olayi stabilizatorler ve bunlarin

amaca uygun olarak secimi ile ilgili ¢aligmalar yogunlasmustir [47].

Bakteri kiiltiirlerinin diistik sicakliklarda dondurulmast ve dondurulup kurutulmasi is-
lemleri uzun siireden beri kullanilmaktadir. Her iki yontemde farkli bakteri kiiltiirlerinin
korunmasinda basarili olunmaktadir. Fakat hi¢bir yontemde %100 verim elde edileme-
mektedir. Liyofilizasyon dondurulmus materyalin sublimasyonu ile kurutulmasi prensi-

bine dayanmaktadir [48].



Mikroorganizmalarin dondurularak kurutulmasi sonucu elde edilecek canlilik ve aktivite
oranlar1 tizerindeki en 6nemli etkinin koruyucu ortamlarin segiminden ve kimyasal 6zel-
liklerinden kaynaklandigi yapilan arastirmalarda 6nemle vurgulanmaktadir. Durum boy-
le olunca arastirmacilar liyofilizasyon sonucu depolama sirasinda mikroorganizmalarin
canliliginin ve aktivitelerinin yliksek oranlarda kalmasini saglayacak farkli 6zelliklerde

ve formiillerde stabilizer katkilar1 6nermektedirler [49].

Bu ¢aligmada Brucella melitensis Rev-1 as1 kiiltiiriiniin farkli oranlarda bilesenler igeren
stabilizatorler kullanilarak liyofilizasyon islemindeki canlilik ve aktivite kaybinin azal-
tilmasi ve hizli stabilite testi yapilarak kullanilan farkli stabilizatorlerin raf dmriine etki-

leri arastirilmasi1 amaglanmustir.

Pinarkara (2008), liyofilizasyon islemi esnasinda bazi laktik asit bakterilerinin canlilik-
lart tizerine kriyojenik koruyucu maddelerin etkileri adli ¢alismada kriyojenik koruyucu
madde ilavesinin kiiltlir canliligiiizerinde olumlu etkisi oldugunu gostermistir. Calisma-
sinda farkli kriyojeniklerin farkli konsantrasyonlarinin kiiltiirler tizerine spesifik etkiler-
de bulundugunu gozlemlemistir. Ayrica askorbik asitin %5 ve %10’luk oran1 ¢alismada
kullanilan tiim bakteri suslar1 tizerinde canlilig1 inhibe edici 6zellik gostermis ve bu ka-
dar yiiksek konsantrasyonda askorbik asit oraninin bakterilerde koruma ortami olarak
kullanilamayacag1 gozlemlenmigtir. Laktik asit bakterilerinin canliliklart {izerine
kriyojenik koruyucu madde ilavesinin farkli bakteri tiirlerinde canlilik tizerine degisik
sonuglar elde edilmistir. Sonug¢ olarak 20 haftalik depolama siiresi sonunda en yiiksek
canlilig1 S.. thermopHilus i¢in % 5 pepton, L. lactis ssp. cremoris, L. lactis ssp. lactis, L.
casei, L. bulgaricus ve L. plantarum ig¢in % 10 trisodyum sitrat, L. delbrueckii ssp.
lactis i¢in % 0,1askorbik asit, L. helveticus igin % 5 maya ekstrakti ortamlarinin sagla-

dig1 tespit edilmistir [49].

Thomas (1997), liyofilizasyon isleminde koruyucularin igerisindeki bilesiklerin fonksi-

yonel 6nemini kesfetmistir [50].

Heckly ve ark. (1959), Brucella melitensis Rev-1 bakterisinin liyofilizasyonu ile yapilan
calismada koruyucu madde olarak glukoz, sukroz ve laktoz sekeri kullanildiginda
liyofilizasyon isleminin dondurma ve kurutma asamalarinda organizmalarin korunma-

sinda hemen hemen esit etki gosterdigi belirtilmistir. Liyofilizasyon sonrasi organizma-



larin yaklasik %50 sinin canli kaldig1 goriilmiistiir. Glukoz sekeri sukroz ve laktoz ile
karsilastirildiginda ise oda sicakliginda 125 giinliik depolama siiresiyle digerlerine gore
daha az etkili olmaktadir [40].

Alexander ve van Drimmelen yaptiklar1 ¢alisma sonucu Brucella abortus S-19 asisinin

canliliginin liyofilizasyon ile korundugunu tespit etmislerdir [51].

Behroozikhah ve arkadaslar1 iranda Brucella melitensis Rev-1 bakterisinin 9 farkli ko-
ruyucu ortam ile liyofilizasyon c¢alismast yapilmistir. Calisma sonucunda %5
sukroz,%2,5 bacto casitone ve %1 L-glutamik asit sodyum tuzu igerikli stabilizator ile
%2,5 bacto casitone, %10 sukroz ve %1 sodyum L-glutamat stabilizatoriinde
liyofilizasyondan sonra liyofilizasyon kaybinin enaz oldugu tespit edilmistir. Fakat en
iyi koruyucu ortamin ise %5 sucrose, %2,5 bactocasitone,%1 sodyum L-glutamat ile
diger koruyucu ortam olan %5 sucrose, %2,5 bactocasitone,%1 L-glutamic asid sodyum
salt oldugu bildirilmistir [25].

Liyofilizasyon biyolojik materyallerin stabilitesi ve korunmasinda kullanilan 6nemli ve
etkin bir yontemdir. Son yillarda liyofilizasyon ile ilgili galismalar artmistir. Ozellikle
zaman, basing ve sicaklik paramatreleri ile ilgili optimizasyonlar Brucella asisinin
stabilitesinin artmasinda 6nemli rol oynamaktadir [52, 48-50]. Brucella cinsi bakterile-
rin liyofilizasyonunda koruyucu olarak farkli ortamlar kullanilir. Bu koruyucu ortamlar-
dan en iyi olan1 % 2,5 bactocasitone,% 5 sakkaroz,% 1 sodyum L glutamat igeren or-
tamdir. Kurutma sirasinda bactocasitone ile alinan sonuglar, tiriiniin stabilitesinde tatmin

edici bir istikrarin oldugunu gostermistir [52].

Greaves yaptig1 calismalar sonucunda stabilitede kullanilan en iyi sekerin sukroz oldu-
gunu bildirmistir. Fakat bu oranin %10-20 arasinda oldugu zaman stabilitede zaman ile

azalma oldugu belirtilmektedir [53].

Ferry adli arastirmaci yaptig1r deneysel calismalar sonucunda %5ile %10 arasi1 seker
konsantrasyonunun en ideal oldugunu tespit etmistir. Seker materyaline ek olarak prote-

in bilesenleri eklendiginde stabilitede artis oldugunu belirtmistir [52].



van Drimmelen ve Steyn Brucella abortus S-19 asisinin liyofilizasyonu iizerine yaptik-
lar1 arastirmada yiiksek ve diisiikk konsantrasyonda askorbikasit ve thiourea gibi
antioksidant igeriginin konsantre ve daha az konsantre asida canlilik kaybi tizerine etki-
leri karsilastirilmistir. Calismanin sonucunda diisiik oranda antioksidant icerige sahip
konsantre aginin daha az olan konsantre asiya gére daha yiiksek oranda canlilik goster-
digi buna karsin antioksidant igerigi yiiksek olan konsantre ve daha az konsantre olan
asilardaki kayiplarin ise birbirine ¢ok yakin degerlerde oldugu istatistiksel olarak tespit
edilmistir [54].

Halkman ve arkadaslarinin yogurt bakterilerinin liyofilizasyonu iizerine yaptiklari ¢esitli
arastirmalarda liyofilizasyondan hemen sonra %100 canlilik elde edilmesine karsilik
Oliimlerin depolama siiresi uzadik¢a artmasi sonucu stabilizatorleriizerindeki ¢alismalar

yogunlagmistir [47].

Fry yaptig1 liyofilizasyon ¢aligmalari sonucunda bazi sekerlerin %5-10 arasindaki kon-
santrasyonlarinin bakterilerin liyofilizasyon isleminde canlilik oranini 6nemli oranda

arttirdigini rapor etmistir [55].

Naylor ve Smith Serratia marcescens ile yaptiklari calismalarinda thiotlireanin

liyofilizasyon esnasinda hayatta kalma oranini arttirdigini tespit etmislerdir [56].

Flasdorf yaptig1 liyofilizasyon ¢alismalarinda serum, plazma ve siit proteinlerini koru-

yucu ortam olarak kullanmustir [5].

Proom ise jelatin ve metilseliillozu liyofilizasyon isleminde kullanmigtir. Sonug olarak
jelatin ve metilseliilozun liyofilizasyon isleminin dondurma iglemi esnasinda yasayabilir

hiicrelerin kaybini azalttigini belirtmistir [6].

Cesitli arastirmacilar yaptiklar liyofilizasyon ¢aligmalarinda farkli koruyucu bilesikle-
rin bir arada kullanilmasiyla Brucella abortus S-19 asisinin liyofilizasyonunda yaklagik

olarak %50 canlilik oran1 sagladigini bulmuslardir[57, 58-59].

Scheer adli arastirmact Brucella abortus S -19 ile yapilan liyofilizasyon ¢alismalarinda
% 2 tryptose,% 0,5 askorbik asit ve % 0,5 thiotire kullanildiginda %56 oraninda verim

elde ettigini belirtmistir. Buna ek olarak orta thiotire konsantrasyonlarinda verimin artti-
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gin1, buna karsilik askorbik asit orta konsantrasyonlarinda énemli bir degisikligin olma-

digint tespit etmistir [60].

Carvalho ve Arkadaglar1 5 farkl tlirdeki laktik asit bakterisinin liyofilizasyonunda kul
lanilmak {izere yagsiz siit ortamina %1.25 oraninda ilave edilen sorbitol ve mono sod-
yum glutamati koruyucu ortam olarak denemisler ve liyofilizasyondan sonra sodyum

glutamat ilave edilen ortamda yiiksek oranda canlilik elde etmislerdir [61].

Giling6r ve arkadaslar1 attenue mavidil serotip-4 asisinin halihazirda kullanilmakta olan
embriyo ekstraktl ve yumurta sarisindan olusan stabilizatoriiniin yerine farkli stabiliza-
torlerin kullanilmasi bunlarin liyofilizasyon ve raf dmriine etkileri tizerine yapilan aras-
tirmada 5 farkli stabilizator ortam denenmis ve deneme sonucu biitiin stabilizator ortam-
larda olusan kayip kabul edilebilir diizeyde bulunmustur. Fakat yapilan raf émrii ¢alis-
malarinda en iyi performansi Lactalbumin hydrolysate %5, sucrose %10 (LH) ile hazir-
lanan as1 gostermistir. Arastirmanin sonucu olarak atteniie Mavidil Serotip-4 liyofilize
asisinin geleneksel stabilizatorii olan embriyo ekstrakti ve yumurta sarisinin yerine,
Lactalbumin hydrolysate %5, sucrose %10 (LH) karisimindan olusturulmus stabilizato-

riin giivenle kullanilabilecegi bildirilmistir [62].

Cekoslovakya ulusal tip kiiltiirler koleksiyonu, patojenik bakterilerin muhafazasi igin
dondurularak kurutmaninbu organizmalar i¢in orta seviyede birincil 6neme sahip bir
faktor oldugu sonucuna varmistir. Basit ve bilesik koruyucu ortamlar ile elli cinse ait
agirlikli olarak patojen bakteri kiiltiirleri iizerindeki koruyucu etkiler incelenmistir.
Farkli patojen bakterilerin liyofilizasyonunda kullanilan koruyucu ortamlar dondurula-
rak kurutulmus kiiltiirlerin korunmasinda ve biyolojik aktivitesini korumada en 6nemli

faktor oldugu belirtilmistir [63].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1. Brucella Melitensis Rev-1 As1 Kiiltiirii

Dollvet Veteriner As1 Ilag Biyolojik Madde Uretimi ve Sanayi Ticaret Anonim Sirketi
bakteriyel as1 tiretim laboratuarinda iiretimi yapilan atteniie Brucella melitensis Rev-1

as1 kiiltiiri calismamizin ana materyalini olusturmaktadir.

2.1.2. Kullanilan kimyasal malzemeler
Bacto casitone

Sukroz

Sodium L- glutamat monohydrate
Tryptone

Bacto tryptose

Proteose peptone

Gelatine

L-Ascorbic acid

Thiourea

2.1.3.Kullanilan laboratuar malzemeleri
Manyetik karigtirict

1000 ml cam damacana

Otoklav

Laminar flove kabin

12



Koloni sayim cihazi
Pipetor

Disposable plastik Petri
Disposable plastik 6ze
Pipet

Cam sise

Plastik tipa

Aluminyum kapak

2.1.4. Bioreaktor

Sartorius marka biostat ¢ plus model bioreaktdr cihazi kullanilmastir.

2.1.5. Liyofilizasyon cihaza

Christ marka liyofilizasyon cihazi kullanilmstir.

2.1.6. Vakum cihaz1

Electro Technic Products, Inc. Bd-10 Av Marka vakum cihazi kullanilmustir.

2.1.7.Nem olcer

Sartorius MA 100 marka nem 6lgme cihazi kullanilmistir.
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2.2. YONTEM

2.2.1. Brucella melitensis Rev-1 iiretimi

Dollvet Veteriner Asilart Uretim Tesisi bakteriyel agilar iiretim laboratuvarinda ¢alisma
tohum susu olarak kurumun stokta bulunan Brucella melitensis rev-1 asi susu tryptic
soy agar igeren 5 adet Petriye azaltma teknigi ile saf koloni eldesi igin ekilmis ve + 37
OC de inkiibasyona birakilmistir. Seri pasajlar sonucu Brucella melitensis rev-1 bakterisi
onceden steril edilmis ve igerisinde sivi besiyeri bulunan bioreaktdre pasajlanmistir.
Bioreaktorde 72 saat boyunca uygun oksijen miktar1 ve PH 7’de inkiibe edilmistir [64].
Inkiibasyon sonucu iiremesi tamamlanmis olan kiiltir aseptik sartlar altinda
bioreaktérden damacanaya aktarilmistir. Damacanadaki kiiltiir, ¢oktiirme islemine tabi
tutularak bulk iiriin elde edilmistir. Bulk iirlin liyofilizasyon isleminde kullanilmak

amact ile +4°C de muhafaza edilmistir.

. A Y
- 3 \
e \

Resim 2.2.1. Brucella bakterisi tiretiminde kullanilan bioreaktor
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2.2.2. Farkh Stabilizatorlerin (koruyucu ortam) hazirlanmasi

Genellikle protein, aminoasit ve sekerden olusan koruyucu maddelerden degisik oranlar

kullanilarak 4 farkli stabilizatér ortam hazirlanmastir.

1 numarali Stabilizator: % 2,5 Bacto Casitone , % 5 Sukroz, %1 Sodium L- glutamat

monohydrate.

2 numarali Stabilizator: % 2,5 Tryptone , % 0,5 Sukroz , % 0,1 Sodium L-glutamat

monohydrate.
3 numarali stabilizator: % 2,5 Proteose peptone , % 5 Sukroz , % 0,5 Gelatine

4 numarali stabilizator: % 2 Bacto tryptose , % 0,5 L-Ascorbic acid , % 0,75 Thioiirea

2.2.3. Stabilizatorler ile Brucella melitensis Rev-1 agi kiiltiiriiniin seyreltimesi

4 farkl stabilizator ortam igerisine +4°C de bekleyen ve énceden iiretimi yapilmis olan
atteniie Brucella melitensis bulk as1 tiriniinden ilave edilerek 4 farkli as1 grubu serisi

olusturulmustur.

2.2.4. Liyofilizasyon oncesi canhihik sayim

Brucella melitensis Rev-1 as1 kiiltiirii ile homojen halde karigsmis olan stabilizatorlerden
numune alinarak liyofilizasyon oncesi canlilik sayisi tespiti i¢in kiiltiirel sayim yontem-

lerinden diliisyon (seyreltme) yontemiyle canlilik sayimi yapilmustir [65].
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Resim 2.2.4. Denemelerde kullanilan koloni sayaci

2.2.5. Liyofilizasyon islemi

Liyofilizasyon tepsilerine as1 siseleri dizilmis ve 6zel liyofilizasyon tipalar1 ile birlikte
otoklavlanarak liyofilizasyon isleminde kullanilmak iizere tipa ve liyofilizasyon siseleri
steril edilmistir. Laminar flow kabin altinda her as1 grubu serisinden tepsi igerisindeki
siselere 2 ml. olacak sekilde dolum islemi gerceklestirilmistir. 4 as1 grubu serisi i¢in

ayni islem tekrarlanmistir.

Dolumu yapilan tiim siseler 06zel liyofilizasyon tipasi ile yarim kapatilarak
liyofilizasyon igerisindeki raflara yerlestirilmistir. Liyofilizasyon islemi genel olarak 3

basamakta gerceklestirilmistir.

1. Freezing (donma) evresi. Uriiniin sublimasyon 6ncesi donduruldugu evredir.

2. Primer kurutma evresi. Donmus halde bulunan iriine diisiik basing ve yliksek
vakum altinda sublimasyon islemi uygulanarak {iriin igerisindeki fazla suyun
uzaklastirilmasi saglanir.

3. Sekonder kurutma evresi. Liyofilizasyon isleminin son basamagidir. Uriin igeri-
sindeki bagil su miktar1 optimum seviyeye gelene kadar 1s1 ile tiriinden uzaklas-

tirilir.
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Resim 2.2.5. Denemelerde kullanilan liyofilizasyon cihazi

Birinci basamak olan donma isleminde as1 siselerinin konuldugu liyofilizasyon tablasi
sicaklig1 -60 °C de 4 saat tutularak iiriiniin liyofilizasyon cihazi igerisinde tam olarak

donmasi gergeklestirilmistir.

Ikinci basamak olan primer kurutma evresi ise diisiik basing ve yiiksek vakum altinda
24 saat icerisinde kademeli olarak sise i¢ sicakligi -40°C den +22°C ye gelene kadar
wsitilarak 1 giin boyunca sublimasyon islemine maruz birakilmistir. Boylelikle iiriin ice-
risindeki su miktar1 liyofilizasyon cihazi igerisindeki soguk bolge olan kondensatorlere

yapisarak iirtinden uzaklastirilmistir.

Son basamak olan sekonder kurutma evresinde ise 25 °C de 2 saat tutularak iiriin igeri-
sindeki bagil su miktar1 uzaklastirilmaya ¢alisilmistir. Liyofilizasyon siiresi toplamda 30

saat olarak alinmistir. Liyofilizasyon islemi bittikten sonra cihaz otomatik olarak vakum
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altinda tipalar1 kapatarak liyofilizasyon iglemi sona ermistir. Liyofilizasyon islemi bit-

tikten sonra ¢ikarilan as1 siseleri +4 °C de muhafaza edilmistir.
2.2.6. Liyofilizasyon sonrasi canhlik sayim

Liyofilizasyondan ¢ikan Brucella melitensis Rev-1 as1 grubu serilerinden alinan 6rnek-
ler ile diliisyon (seyreltme) yontemiyle liyofilizasyon sonrasi canlilik sayimlari yapil-

muistir. Olusan canli koloniler koloni sayim cihazi ile sayilmaistir.

Kiiltiirel sayim yontemlerinden diliisyon (seyreltme) yontemi Resim 2.2.6.’da belirtil-
mistir [65].

lg Iml 1ml Iml 1ml 1ml 1ml

| (0 0l IR IR T m

Liyofilize 5 = -3 4 -5 -6 -7
Kiltiir 10 10 10 10 10 10 10

— - Ne—. — — N— N—
Oml 9ml 9ml 9ml 9ml| 9ml| 9 ml

0,1:% 0,1:1’% 0,111%
° 107 100

0,1 mlf 0,1 ml i 0,1 ml

Resim 2.2.6. Kiiltiirel sayim yontemlerinden diliisyon yontemi
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2.2.7. Liyofilizasyon kayiplarim belirleme

Denemesi yapilan as1 grubu serilerinin dnceden belirlenmis olan liyofilizasyon oncesi
canlilik sayisi ile liyofilizasyon sonrasi canlilik sayisi arasindaki kayip orani belirlen-
mistir. Kullanilan farkli koruyucu ortamlarin liyofilizasyon esnasinda liyofilizasyon
stresine kars1 bakteri canliligini koruma etkisi bu 2 sayim arasindaki farklilik olarak
diisiiniilmiis ve az kayip veren koruyucu ortam iyi koruma yapmus, liyofilizasyon esna-

sinda ¢ok kayip veren ortam ise daha az koruma yapmis olarak belirlenmistir.

2.2.8. Hizh stabilite testi

Liyofilize olmus siselerin +37°C de 7 giin boyunca bekletilmesiyle elde edilen canlilik

sonucu sigelerin 1 yillik raf 6mriinde beklemesiyle esdeger sonug verdigi bildirilmekte-
dir [66].

Bu veriden faydalanarak kullanilan koruyucu ortamlarin bakterinin raf émrii siiresince
canli kalmasi tizerine etkilerini belirlemek igin hizli stabilite testi yapilmistir. Liyofilize
olmus Brucella melitensis Rev-1 as1 grubu serilerinden her gruptan 2 adet as1 sisesi
+37°C de 7 giin boyunca bekletilmis ve bu siirenin sonunda kiiltiirel sayim ydntemlerin-

den diliisyon (seyreltme) yontemi kullanilarak canlilik sayimi yapilmaistir.

Olusan canli koloniler koloni sayim cihazi ile sayilmistir. Elde edilen sonug ile
liyofilizasyondan hemen sonra yapilan canlilik sayimlarindan elde edilen sonuglar karsi-

lagtirilarak hangi grubun 1 yillik raf mriinde daha az kayip verdigi belirlenmistir.
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3.BULGULAR VE TARTISMA

4 farkli stabilizator ile yapilan Brucella melitensis Rev-1 asisi liyofilizasyon ¢alismala-
rinda liyofilize olmus final {iriiniin yabanci {iriin kontaminasyonunu belirlemek amaciy-
la sterilite ekimi ve liyofilize {irlinlerin depolama esnasindaki kalitesiyle iliskisi oldugu

icin siselere vakum kontrolii ve nem 6l¢iimii yapilmistir.

Denemesi yapilan gruplarin liyofilizasyon oncesi ve liyofilizasyon sonrasi canlilik sayi-
st belirlenerek hangi koruyucu ortamin liyofilizasyon stresine kars1 dayanikli oldugu
belirlenmistir. Hizli stabilite testi yapilarak liyofilizasyon sonrasi canlilik sayisi ile hizli
stabilite testi sonucunda belirlenen canlilik sayisi arasindaki kaybin yiizdelik olarak be-

lirlenmesine ¢alisilmistir.
3.1. Sterilite

Liyofilizasyondan sonra biitiin as1 grubu yapilan sterilite testi sonucunda steril bulun-

mustur.

3.2. Vakum

Liyofilizasyondan sonra her as1 grubundan 3 6rnek alinarak vakum testi yapilmistir.

Liyofilizasyon sonrasi 4 ag1 grubununda vakum oran1 % 100 bulunmustur.
3.3. Nem

Her as1 grubundan 3 adet liyofilize as1 alinarak nem oranlarina bakilmis ve gruplarin

ortalama nem oranlar1 belirlenmistir.

1 numaral1 ag1 grubu nem orant: % 3,4
2 numarali ag1 grubu nem oran1:%7,39
3 numarali ag1 grubu nem orani: % 4,1

4 numarali as1 grubu nem orani: %7,23
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3.4. Liyofilizasyon dncesi ve liyofilizasyon sonrasi canhlik farklari

Kullanilan 4 farkli stabilizatoriin liyofilizasyon dncesi ve liyofilizasyon sonrasi canlilik

tizerine yaptig1 etkiler Cizelge 3. 4.’te belirtilmistir.

Cizelge 3. 4. Liyofilizasyon dncesi ve sonrasi canlilik degerleri

As1 grubu serileri | Lyf. dncesi canlilik | Lyf. sonrasi canlilik | Kayip orani
1. grup 35,5x10°cfu/ml 38,5x10°cfulsise % 45
2.grup 32x10°cfu/ml 14,5x10%cfu/sise %77
3.grup 33x10°cfu/ml 57,5x10°cfu/sise %13
4.grup 41x10°cfu/ml 54x10°cfu/sise %34

Cizelgedan anlasildigr gibi liyofilizasyon esnasinda en iyi korumayi %13 kayip ile 3.
Grup yapmuistir sirasiyla 4.grup, 1. grup ve son olarak en zayif korumayi ise 2. Grup

yapmistir.

3.5. Hizh stabilite testi

Denemesi yapilan as1 grubu serilerinden liyofilize as1 siseleri alinarak +37°C de 1 hafta
bekletmek suretiyle hizli stabilite testi yapilmistir. Calisma sonucunda yapilan stabilite
testlerinden elde edilen sonuglara gore liyofilizasyondan sonra en istikrarli ortam 1.
grup olmustur daha sonra sirasi ile 3.grup, 4.grup ve en istikrarsiz olan ortam ise 2. grup

olmustur.
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Cizelge 3. 5. Liyofilizasyon sonrasi ile hizli stabilite testi arasindaki canlilik farklari

As1 gruplari Lyf. Sonrasi canli- 37°C de 7. Giin 37°C de 7. Giin
lik sonuglar1 sonundaki canlilik sonundaki kayip
sonugclari oranlari
1. grup 38,5x10%cfu/sise 9,35x10%cfu/sise %75,7
2.grup 14,5x10%cfu/sise 7,5x10"cfu/sise %99,4
3.grup 57,5x10%cfu/sise 6,05x10%cfu/sise %89,4
4.grup 54x10%cfu/sise 4,5x10°cfu/sise %91,6

4 farkli as1 grubu serilerinin liyofilizasyon sonrasi canlilik sonuglari ile hizli stabilite
testi sonucunda biitiin as1 gruplarinda yapilan canlilik sayim sonuglari ve liyofilizasyon
sonrast canlilik sonucu ile hizli stabilite testi canlilik sonucu arasindaki kayip oranlari

Cizelge 3. 5. te verilmistir.

Farkli zamanlarda yapilan aragtirmalar sonucu liyofilizasyon ortaminda koruyucu mad-
de olarak kullanilan seker konsantrasyonunun %S5 ile %10 arasindaki konsantrasyonla-

rinin en ideal oldugu belirtilmistir [52-55].

Yapilan bu calismada ise liyofilizasyon kayip orani en diisiik olan 3 numarali ag1 grubu
serisi ile hizli stabilite testinde en az kayip gosteren 1 numarali as1 grubu serisi %5 ora-
ninda seker konsantrasyonu igermesiyle yapilan ¢alismalarda elde edilen %5 ile %10
arasindaki ideal seker konsantrasyonu sonucu ile paralellik gostermistir. Nitekim seker
konsantrasyonu %0,5 olan 2 numaral1 as1 grubu serisi liyofilizasyon esnasinda yapilan
canlilik sayim sonucu ile hizli stabilite testi sonucu yapilan canlilik sayim sonucunda en
fazla kayip veren stabilizator ortam olarak diisiik seker konsantrasyonunun canlilik ora-

nin1 olumsuz yonde etkiledigini desteklemistir.

Behroozikhah ve arkadaslar1 Iranda Brucella melitensis Rev-1 bakterisinin 9 farkli ko-

ruyucu ortam ile liyofilizasyon c¢alismast yapmistir. Calisma sonucunda %5
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sukroz,%2,5 bacto casitone ve %1 I|-glutamik asit sodyum salt igerikli stabilizator ile
%2,5 bacto casitone, %10 sukroz ve %1 sodyum L-glutamat stabilizatoriinde
liyofilizasyondan sonra liyofilizasyon kaybinin en az oldugunu tespit edilmistir. Fakat
arastirmacilar liyofilizasyondan sonra en iyi koruyucu ortam olarak %5 sucrose, %2,5
bactocasitone,%1 sodyum L-glutamat ile diger koruyucu ortam olan %5 sucrose, %2,5
bactocasitone,%1 L-glutamic asid sodyum salt oldugunubildirmektedirler [25].

Ferry adli arastirmaci Brucella cinsi bakterilerin liyofilizasyonunda koruyucu olarak
farkli ortamlar kullanildigini bildirmistir. Bu koruyucu ortamlardan en iyi olan1 % 2,5
bactocasitone,% 5 sakkaroz,% 1 sodyum L-glutamat igeren ortamdir. Kurutma sirasinda
bactocasitone ile alinan sonuglar ise iirtiniin stabilitesinde tatmin edici bir istikrarin ol-

dugunu belirtmistir [52].

Yapilan bu ¢aligmalara paralel olarak Brucella cinsi bakterilerin liyofilizasyonunda 6ne-
rilen %5 sukroz, %2,5 bactocasitone ve %1 lik Na L-glutamat stabilizatorii bu ¢aligma-
da liyofilizasyon esnasinda diger stabilizatorlere oran ile daha az koruma gostermistir.
Fakat yapilan hizli stabilite testi ¢aligmasinda ise en az kayip vererek liyofilize olmus

canl1 Brucella bakterilerini en istikrarli sekilde muhafaza eden ortam olmustur.

Scheer adli aragtirmaci ise Brucella abortus S-19 ile yaptig1 liyofilizasyon ¢aligmalarin-
da % 2 tryptose,% 0,5 askorbik asit ve % 0,5 thioiire kullanildiginda %56 verim elde
ettigini belirtmistir. Buna ek olarak orta thioiire konsantrasyonlarinda verimin arttigi,
buna karsilik askorbik asit orta konsantrasyonlarinda énemli bir degisim olmadigini
tespit etmistir [60]. Yapilan bu ¢alismada ise thiotireanin orta konsantrasyonu olarak %
2 bacto tryptose,% 0,5 L- askorbik asit ve % 0,75 thioiire igeren 4 numarali ag1 grubu
serisi olusturulmus elde edilen liyofilizasyon verimi ise Scheer (1955)’in elde ettigi ve-
rimden yiiksek ¢ikmistir. Bunun nedeni olarak Scheer (1955)’in belirttigi orta thiotirea

konsantrasyonunda verim artmasi gosterilebilir.

Sparkes ve arkadaslari liyofilize asilarda 6l¢giilen %6 ve {izerindeki nem oraninin asinin
stabilitesi {izerine olumsuz bir etkisi oldugunu belirtmislerdir [67]. Liyofilizasyon sonu-

cunda olusan liyofilize {liriiniin nem miktar1 ¢cok yiiksek oldugunda (yaklasik % 10) uy-
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gulanan liyofilizasyon programinin son basamagi olan ve iiriin igerisindeki bagil su
miktarini ¢eken sekonder kurutma safhasi biraz daha uzatilarak tirtindeki nem orani dii-

strtlir [24].

Yapilan bu ¢alismada genel olarak nem oranlari yiiksek bulunmustur. Bu nedenle litera-
tiir bilgilerine gore uygulanan liyofilizasyon programinin sekonder kurutma safhasi bi-
raz daha uzatilarak nem oranlar1 distriiliirse liyofilize olmus as1 siselerinin raf émri

tizerine olumlu etki yapabilmesi muhtemeldir.
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4. SONUC

Bu arastirmada atteniie Brucella melitensis Rev-1 asi susu kullanilarak degisik stabiliza-
torlerle hazirlanan liyofilize Brucella melitensis Rev-1 asisinin liyofilizasyon 6ncesi ve
liyofilizasyon sonrasi canlilik sayimi yapilarak liyofilizasyonesnasindaki kaybi belir-
lenmistir. Daha sonra hizli stabilite ¢alismasi yapilarak depolama esnasindaki kayiplarin
belirlenmesi ve liyofilizasyon sonrasi yapilan canlilik sayimi ile hizli stabilite testi so-
nucu yapilan canlilik sayimi karsilastirilarak en uygun koruyucu ortamin belirlenmesi

amaclanmustir.

Denemesi yapilan 4 farkli koruyucu ortam ile liyofilizasyonu yapilan as1 gruplarinin
Olciilen nem miktarlar1 ve hizli stabilite testindeki canliliksonuglarinin paralel ¢ikmasi
liyofilize tiriinde bagli bulunan nem yiizdesi ile depolama esnasindaki canlilik kayip
oraninin baglantili oldugunu gdstermistir. Diisiilk nem oran1 igeren 1. grup as1 serisinin
hizli stabilite testinde daha az kayip vererek nem oraninin diisiik olmasinin depolama

esnasinda canlilik iizerindeki olumlu etkisini desteklemistir.

Liyofilizasyon sonucunda olusan liyofilize iiriiniin nem miktar1 ¢ok yiiksek oldugunda
uygulanan liyofilizasyon programinin son basamagi olan ve iiriin icerisindeki bagil su
miktarini ¢eken sekonder kurutma safthasi biraz daha uzatilarak iirtindeki nem orani dii-

suirtiliir.

Liyofilizasyonu yapilan 4 farkli stabilizator ortam ile liyofilizasyonu yapilan as1 grupla-
rindan alinan Orneklerde Olgiillen nem miktar1 genel anlamda yiiksek ¢ikmistir.
Liyofilizasyon igleminin dondurma kismindan sonraki evresi olan primer kurutma evre-
sinde sublimasyon ile iiriinlerdeki suyun yaklasik % 90 lik kismi uzaklastirilir.Kalan %
10 luk kisim ise liyofilizasyon programinin son evresi olan ve {irlin igerisindeki bagil su
olarak adlandirilan suyun uzaklagtirilmasi i¢in uygulanan sekonder kurutma islemi yapi-

Iir.

Sekonder kurutmada {iriiniin cinsine ve Ozelligine gore hassas derecelerde 1s1 iglemi
verilmesi son derece Onemlidir. Sekonder kurutma isleminde gerekenden yiiksek 1s1

veya ¢ok uzun siire sekonder kurutmada tutulur ise hiicre igerisindeki su miktarinin ta-
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mami ¢ekilebilir bu ise yapida ve aktivitede bozulmalara neden olur. Hiicre igerisinden
asirt su ¢ekildigi i¢in hiicresel dliimler meydana gelebilir. Yapilan bu ¢alismadada nem
oranlar yiiksek ¢iktig1 i¢in sekonder kurutma evresinin tiriiniin yapisini ve aktivitesini

degistirmeyecek sekilde deneme yapilarak uzatilmasi gerekilmektedir.

Iki numaral1 as1 grubu serisi liyofilizasyon esnasindaki liyofilizasyon stresine kars1 olus-
turdugu dayanaksiz ortam ile hizli stabilite testi sonucunda yapilan canlilik sayiminda
en ¢ok kayip veren ortam olarak Brucella cinsi bakterilerin liyofilizasyonu isleminde iyi

bir koruma gostermedigi belirlenmistir.

3 numarali ag1 grubu serisi liyofilizasyon direncine karsi dayanikli bir ortam olustur-
mustur. Bu grupta kullanilan stabilizatoriin uygun bir liyofilizasyon programu ile tekrar
denenerek ve gergek zamanli stabilite testi yapilarak %5 sukroz, %2,5 bactocasitone ve

%1 lik Na L-glutamat stabilizatoriine alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir.

4 numaralt as1 grubu serisinde kullanilan stabilizatér ortamin daha onceden yapilan
arastirmalar sonucu ile benzer oranda liyofilizasyon kaybi gostermistir. Liyofilizasyon
esnasinda canlilik verimi olarak kabul edilebilir bir basar1 gostermis fakat hizli stabilite

testi sonucunda yapilan canlilik sayiminda yiiksek oranda kayip vermistir.
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