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1. GIRiS VE AMAC

Bruselloz ciddi ekonomik kayiplara neden olmanin yam sira, gelismekte olan
iilkelerde halen 6nemli bir saglk sorunu olup, hayvanlardan bulagan bir zoonozdur
(1,2). Hastahk insanlarda fizik yetersizlife ve i glici kaybma neden olmaktadir.
Bruselloz bir yandan da hastaligin esas kaynagim olusturan evcil hayvanlarda siit
verimini azaltirken, hayvan diisiikleri ile ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bazi
gelismis iilkelerde bruselloz hayvanlar arasinda tamamen eradike edilmis olmakla
birlikte, iilkemizde hayvanlar arasinda oldukca yaygm bir hastaliktir. Ozellikle
Gaziantep ilinin de igerisinde bulundugu Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgesinde
yaygmndir. Brucella tastyan hayvanlarm yaygmligi, kontrol tedbirlerinin  yeterli
uygulanamadigt ve komsu iilkelerden kontrolsiiz hayvan giriginin engellenemedigi
blgemizde, sosyokiiltirel ve ekonomik olumsuzluklardan dolayr infeksiyon
onlenememektedir (3,4).

Saglik Bakanhi verilerine gore bruselloz vakalarmda yillar igerisinde belirgin
artis vardir (5). Diinyada yaklagik her yil 500.000 civarinda yeni olgu bildirilmektedir
(7). Bu gahsmada kan kiiltiirinde tireyen 49 sustan 44’tintin tiplendirilerek bu suslara
antimikrobiyal duyarhliklar: E-test ile aragtirild..

Brucella bakterileri intraselliller yerlesim gosterdikleri i¢in tedavide hiicre igine
yiiksek konsantrasyonda girebilen antibiyotikler segilmeli ve Diinya Saghk Orgiitii
(DSOYniin  nerdigi sekilde  ikili, bazi durumlarda iigli kombine antibiyotik
vygulanmas: seklinde olmahdir. Tedavideki yetersizlik ve niksler, kullamlan
antibiyotiklerle ilgili bazi zorluklar, bruselloz tedavisinde yeni arayslara yol agmgtir
(1,8,9).

Amacim bu ¢alismada, kan kiiltiiriinde tiretilen brucella suslarm tiplendirerek,
iilkemizde ve hastanemizde Onemini koruyan brusellozun tedavisine 151k tutmak,

ozellikle cahsilmadigmi  diiglindiigtim  azitromisin+siprofloksasin (AZT+SIP)



kombinasyonu ve hiicre igine iyi penetre olabilen cesiti antibiyotik

kombinasyonlarmnin Brucella bakterilerine kars: etkilerini E-Test ile arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

Bruselloz, Akdeniz iilkeleri ve gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir saghk
sorunudur (1). Temelde bir hayvan hastalig: olan bruselloz , koyun , kegi , sigir, manda,
domuz gibi hayvanlarm etleri, siitleri, infekte gebelik materyalleri, infekte siitlerden
hazirlanan siit irinlerinden bulasan, titreme ile yikselen ates, kas ve biyiik eklem
aprilani ile seyreden bir zoonozdur. Bakteri hayvanlarda sterilite ve diistiklere,
insanlarda baglangigda septisemi ile seyreden, sonralar: kronikleserek gesitli organlarda
( kemik dokusu ve diger bir gok organda ) lokalize infeksiyonlara neden olur (1, 10-
12).

2.1. Tarihce ve Konak Ozellikleri

Hastalik ilk olarak Hipokrates tarafindan ‘humma’ olarak tammlanmugtir (11).
Bruselloz, Malta atesi, Dalgah ates ve Bang ismi ile de adlandirilir (12).

Brucella melitensis, hastalik etkeni olarak 1886’da ilk defa Bruce tarafindan
‘Malta Hummast’ nedeniyle olen insanlarm dalak pulpasindan izole edilmiy ve
Micrococcus melitensis olarak adlandwrmustir . Sonralari bu bakterinin saghkh
kegilerin, bazen ineklerin siit ve idrarinda bulundugu , 1904 yihinda siit ve idrardan adi
gegen bakterinin izole edilmesi ile ortaya konmugtur ( 11,12).

Ulkemizde ilk kez 1915 yilmda Kuleli Askeri hastanesinde bir erde Hiisamettin
Kural ve Mahmut S. Akalin tarafindan B. melitensis, 1931’de sigirlardan Ziihtii Berke;
koyun ve kegilerden 1943°de Golem, 1944°de ise Kdyliioglu ve Aktan Brucella cinsi
bakterileri bulmuglardir . B. melitensis esasen kegi ve koyunlar: enfekte etmekle birlikte
sigir ve domuzlarida infekte edebilir. B.melitensis infekte ettigi hayvanlarda
retikiiloendotelyal sistem (RES) ve genital yollara yerlesmekte ve gebe hayvanlarda



diisiiklere neden olmaktadir. Hastalik her yas ve cinsde dzellikle de 15-35 yas grubunda
goriilir (1,11,12).

Brucella abortus, Bang tarafindan 1895 yilhnda, Danimarka’da dogum yapan
sigirlarn uterus duvar salgilarindan izole edilmistir (1). B. abortus en ¢ok sigir, sonra
sirayla domuz, kegi ve koyunlarda hastalk olusturur. B. melitensis’e gore daha az
virulandir ve insanlarda da infeksiyon olugturmaktadir (1).

Brucella suis, esasen domuzlarm patojeni olan B.suis, Traum tarafindan 1914
yilinda premature dogum yapan domuz yavrularmin karaciger, mide ve bobreklerinden
izole edilmistir (11). Infeksiyon diger hayvanlara da gegebilir, fakat bu gegig B. abortus
ve B. melitensis’e gore daha nadirdir (1).

Brucella ovis, Bu tiir 1953°te Avustralya ‘da Boddle, Yeni Zelanda’da ise
Simmons ve Hall tarafindan koglar arasinda seksiiel yolla bulasan epididimit
olgularindan izole edilmigtir. Disilerin diigiik yapmasma ve dogan kuzularda Sliimlere
neden olmaktadr (1).

Brucella neotomae, Bu tiir Stoenner ve Lackman tarafindan 1957°de ABD’de

Utah eyaletinde ¢61 sicanlarmdan izole edilmistir (1).

Brucella canis, Carmichael ve Bruner 1968’de ABD’de kiigik av
kopeklerinden diigik nedeni olarak B. canis’i izole etmistir (1). Insanda ilk kez
1977°de , bir kadin hastadan saptanmustir (12).

Brucella rangiferi tarandi, Rusya ve Alaska’da ren geyiklerinden izole
edilmigtir (12).

Brucella maris, 1994 yiinda Iskogya kiyilarinda deniz memelilerinin 6lilerinde
ve Kaliforniya’da yunus balklarmdan daha Onceden bilinmeyen farkh ozellikte

Brucella cinsi bir bakteri izole edildi ve buna B. maris ad: verildi ( 1).

2.2. Gériiniim ve Boyanma Ozellikleri

Brucella bakterileri kiiciik, hareketsiz, sporsuz, kirpiksiz, gram negatif kok,
kokobasil ve kisa comaklar halinde olup, kenarlar1 hafif konveks ve uglan yuvarlaktir
(1). Comaklar genelde tek veya ikiser ikiser durma algkanhgindadir. Bu durumlar ile
diplokoklara benzerler. Bazen sv1 besiyerlerinde 3-5°li zincirler yapabilirler. Boyutlar:



0.6-1.5 pm dir. Kiigiik olduklarindan molekiiler hareket ile yerlerinde titregirler
(Braunien hareket). Organizmadan yeni aynldiklar zaman S tipi kolonilerde ince bir
kapsiillerinin bulundugu saptanur. Pasajlarda ve R tipi kolonilerde bu kapstil kaybolur.
Brucellalar bakteriyolojik boyalarla kolay boyanirlar. Gram boyamada zit boyay: giig
aldiklarindan, bu boya ile en az 3 dakika tutulmahdir (13).

Brucella bakterilerinin ince yapisi diger gram negatif bakterilere benzemekle
birlikte, Enterobakterilerden Escherichia coli (E.coli) ile kiyaslandiginda bazi farklar
gostermektedir. Brucella’larm  dig memranlarinda porinler, grup 3 proteinler ve
peptidoglikana kovalan olarak baglanmus lipoproteinler olmak iizere ii¢ tip protein
vardir. En dista 9 nm kahnhgmnda lipopolisakkarit (LPS) tabaka ve dis ylizeyde
polisakkarit zincirler bulunur. Bu bdige S ve R koloni yapan bakterilerin major
antijenlerinin yerlegim yeridir. Lipopolisakkarit protein tabaka 3-5 nm kahnhginda olup
elektron yogun muramik asit igeren peptidoglikan tabakasmna i¢ katmanda baghdir. Bu
kat Brucella’larda E.coli’ye gore daha kalndir. Daha igte S hiicrelerde 3-6 nm ve R
hiicrelerde 30 nm kalnhgmda yogunlugu diisik periplazmik aralk vardir. Sitoplazmik
membran tipik fi¢ kath proteindir. Sitoplazmalart oldukca homojen olup iglerinde kiigtik
vakuol ve polisakkarit iceren graniiller vardw. Brucella’larda DNA’daki G+C oram

% 56-58 dir (1,13,14).
2.3. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Brucella’lar aeroptur. Organizmadan yeni aynldiklarnda besiyerlerinde yavag
iirerler. Ozellikle B.abortus ilk izolasyonunda % 5-10 CO2’li ortama gereksinim duyar
().

Genellikle ilk izolasyonda geg fiirerler, bilhassa ilk izolasyonda zengin
besiyerlerinin kullamilmast gerekir. Intraselliler yasadiklarindan beslenmé ihtiyaglan
kangiktir. Et Szeti, triptozdan zengin peptonlu, glikoz ve tuz igeren besiyerlerinde iyi
tirerler. Bazi tiirler icin tiamin, niasin, nikotinik asit, vitaminler ve biotin, bazen serum
gerekebilir. Kalsiyum pentenat ve mezoeritritol {iremelerini arttirir. Optimal tireme 1sisi
37°C olmakla birlikte 10-40°C’de iireyebilir. Uremeleri igin optimal pH: 6,8-7 olmaldir.
Inkiibasyondan 2-3 giin sonra koloniler goriilebilir. Ik izolasyondan sonra buyyon ve
jeloz gibi basit besiyerlerinde tiremeye ahgirlar (13).



Jelozdaki koloniler kiigiik, yuvarlak, kabarkk, saydam, sebnem tanesine
benzeyen kaygan ve S tipindedirler. Pigment yapmazlar. B. melitensis ve bir kisim B.
abortus kokenlerinin kolonileri zamanla esmer-kahverengi bir renk alirlar. Eski
kiiltiirlerde R kolonileri olusur. Karbonhidratlardan asit veya gaz yapmamakla beraber
glikozu az miktarda reditkte ederler. Nitratlari redikte ederler. Siitte hafif alkali
reaksiyon yaparlar, Jelatini eritmezler ve indol olugturmazlar (13). Katalaz pozitif olup,
B. ovis ve B. neotomae dignda da oksidaz pozitifdir. (14). Tablo 1’de Brucella

bakterileri arasindaki farkliliklar gosterilmigtir.

Tablo 1. Brucella bakterileri arasindaki ayriliklar
5 | 3
= =
g8 |2 E|F Elsg T o|p |§ |E | [2g osled
s |% 4|3 /5 &% |2 |3 § I 158 235 g
Z% |g& S| Z(E S|E |2 = £ (o & o g5 E
B. melitensis| Urer Urer Urer Urer - - yok | lgin | -+
B. abortus | Uremez | Urer Urer Urer + + var | 2gin |-+
B. suis Orer | Uremez | Uremez | Uremez | - + - + | yok | 3-5giin | ++

Brucella’lar ¢ogu kez 1siya, asitlere ve dezenfektanlara direngli degildir

pastorizasyonu ile oliirler (13).

2.4. Klinik

. Siitiin

Brusellozun semptomlari nonspesifiktir. Hastaligmn inkiibasyon siiresi 2-4 hafta
arasinda degismektedir. Klasik olarak titreme ile yiikselen ates, terleme, istahsizlik,
kilo kaybi, yaygm viicut agrilart ile kendini gésteren bir infeksiyon hastaliidir. Tim
bu genel belirtilere ek olarak her hastada degisebilen farkh klinik tablolar goriilebilir
(1,15). Ates ozellikle B. melitensis infeksiyonlarinda 10-15 giin 38°-39° C, bazen daha
yiiksege ¢ikar ve sonra yine basamak basamak iner, iki hafta i¢inde normal degere gelir.



3-5 bazen 10 giinliik ategsiz dénemden sonra yeni bir dalga seklinde tekrarlar (ondiilan
tipte ates). Ategsiz donemde hasta kendini iyi hisseder (12,13).

Dalak orta derecede ele gelir, lenfadenomegali, bazen hepatomegali ile beraber
sanlikla seyreden hepatit gelisir. Merkezi sinir sistemine yerlesmesi sonucu ensefalit,
miyelit, menenjit olusturduklari goritlmiigtiir. Ayrica osteomyelit, artrit, pnomoni,
plorezi, bronsit, endokardit, flebit, gibi klinik yerlegimler saptanabilir.

Hastalar hekime; septisemi seklinde akut belirtilerle, subakut veya fokal odak
belirtileri ya da tiiberkiiloza benzeyen lenfograniilomatoz tipte kronik belirtilerle
bagvurabilir. Tablo 2°de tutulan sistem ve dokularm gdriilme oranlart verilmistir (16).

Tablo 2. Tutulan sistem ve dokular

Klinik Bulgular Gériilme orani (%)
Kas iskelet sistemi 7 o 20-40
Sinir sistemi 5-70
Kardiyovaskﬁler sistem 1-5
" Respiratuvar sistem I 1525
Genitotlriner sistem s
" Hemopoetik sistem T 300
Cilt tutulumu 5

2.5. Patogenez ve Patoloji

Bruselloz diinyada oldukga yaygindir. Koyun ve keginin yetistirildigi bolgelerde
B. melitensis, sigrciigm yaygmn oldugu bolgelerde ise B. abortus infeksiyonlarina sik
rastlanmaktadir.  Veterinerler, mikrobiyologlar, ¢obanlar, ¢iftgiler, laboratuvar
¢aliganlar1 ve kasaplar bruselloz yoniinden risk altindadir (1,11-13,17,1 8).




insan infeksiyonlari, infekte hayvanlarin bakimlari, kesimleri swrasinda veya
infekte hayvanin kontamine siitii veya siit {iriinlerinin yenmesi ile bulasir. Ulkemizde en
ok ¢ig siitten yapilmis taze peynir ve krema ile bulagmaktadir. Ozellikle kirsal
kesimlerde bazi yorelerde yaz aylarinda siitlerin kaynatilmadan peynir mayalar ile
mayalanmast sonucu elde edilen taze tuzsuz peynirlerin tiketilmesi, bulas i¢in biiyiik
risk tagimaktadir (19). Direkt temasla hayvamn genital akintisi, diiglik materyali veya
plasenta gibi hayvana ait kontamine materyalin hasarh ciltle veya konjunktival yolla
temasi sonucu bulas olabilir (1,5,11,12,14). Laboratuvar ortamindan direkt inokiilasyon
yada inhalasyon yolu ile bulag bildirilmigtir. Insandan insana bulasma ¢ok ender
rastlanilan bir olaydrr. Brucella bakterisi ile infekte iki laboratuvar personelinin birisinin
esinde, digerinin niganlisinda bruselloz tesbit edilmistir (11). Ayrica bruselloz lu bir
hastadan yapilan kemik iligi transplantasyonu ile ve brusellozlu bir annenin siit verdigi
gocugunda bruselloz bildirilmistir (5,11,19).

Ftken viicuda, sindirim yolundan, deri ¢atlaklarindan, bakteri ile kontamine
aerosollerin solunmasi ile hava yolundan veya konjunktival yolla organizmaya girmekle
birlikte, en sik sindirim yolu ile girmektedir (11,12). Alman gidalarm alkali olmas:
barsaga bakterinin gegisini hizlandrr (1). Bakteri ilk evrede viicuda girince
ekstraselltiler olarak replike olur ve kan yolu ile dalak, karaciger, kemik iligi, kemik,
eklem, bobrek, merkezi sinir sistemi (MSS), endokard, akciger, periton, testis ve over
gibi organlara yerlesir (12).

Kulugka siiresi 1-3 hafta arasnda degisirse de, bazen 6 veya 7 haftayr
bulmaktadir. Bruselloz ates, terleme bag agrisi, kirklik halsizlik, kilo kayibi, artrit, bel
agrisi ve yaygm viicut agnlar ile kendini gdsteren bir infeksiyon hastaligidr. Klinik
belirtiler hastalara gore degisebilir. Brusellozda karaciger hemen daima tutulmakla
birlikte, karaciger fonksiyon testlerindeki yikselme genellikle diisik diizeydedir
(11,12,15).

Bakterinin fagositozundan polimorf niikleer I6kositler ve makrofaj hiicreleri
sorumludur. Endositoz ile fagosite edilen bakterinin % 99°u ilk 12 saatte yok edilirken,
kalan % 1'i ilk 8-12 saatte hizla cogalmaya baglar. Salgilanan IL-1 ates, titreme, ndtrofil
adezyonundan, IL-4 kaseksi ve B hiicre cevabmdan, TNF-a ise ates, kageksi,
graniilasyon olusumu ve makrofaj fonksiyonundan sorumludur. Infeksiyon cevabinda
gama interferon hiicre iginde demirin aktiflesmesine yardimci olur. Diger bakteriyel

infeksiyonlarda fagositozda nitrik oksit dnemli iken brusellozda Fe iyonlar: anlamhdir.



Hastaligm 2. evresi bakterinin RES’e yerlestigi, CD4 ve CD8 hiicresel cevap ile birlikte
antikor olusumunun bagladigs evredir. Bu evrede graniilasyon ve bakterinin organ
yerlesimleri olur. Hastahigmm 3 ve 4 . evresinde hiicresel temizlenme olmadif: icin
hastaligm relaps ve komplikasyonlar1 goriilebilir. B. melitensis’de relaps daha sik iken
B. abortus’da tedaviye cevap iyidir (12,16,20).

insan brusellozunda immun yamt sonucu baglangicta IgM titresi ylikselmekte ve
bunu birkag hafta igerisinde IgG smifindan antikorlarin sentezi izlemektedir. Tedaviden
sonra IgM ve IgG seviyeleri diismekte ve 6zellikle IgG seviyesindeki diistis tedaviye
olan cevabi gdstermektedir. IgG seviyesindeki yiikselme, tam olmayan iyilesme veya
relapsa igaret eder ( 12,16,21).

2.6. Tam

Dikkatli bir anemnez bruselloz tamismn konulmasma yardimer olmakla birlikte,
laboratuar bulgulari tam igin bilyilk Snem tagwr. Sistemik brusellozda ilk atakta tam
koymak nispeten kolay ise de nikslerde, kronik brusellozda ve eskiden komplikasyon
olarak adlandirilan, fakat yeni anlayisa gore brusellozun degisik formlari geklinde
nitelenen menenjit, spondilit, epididimit, orsit gibi tablolarda taniya ulagmak son derece
giigtir. Bundan dolayr brusellozda kesin tam ancak laboratuara dayanilarak
konulmalidir. Brusellozdan kuskulanddiginda ¢ok sayida kan kiiltiirti ahnmabdir
(1,13,14,22).

Buna ragmen etkenin izolasyonu her zaman miimkiin olmamaktadir. Buna neden
olarak; hastanm antibiyotik kullanmasi, kandaki bakteri sayisuun diisk olmasi gibi
faktorler ileri stiriilmektedir. Antibiyotik kullanmuglarda kan kiilttri ile % 50 olan
izolasyon oram, kemik iligi killtlirii ile % 90a ulagmakta; antibiyotik kullanmayanlarda
kan kiiltiirii ile izolasyon oram % 75, kemik iligi kiiltiirinde ise bu oran % 92.5%
yiikselmektedir (12). Akut belirtilerle bagvuran hastalarda, etkenin izolasyonu i¢in
yapilacak olan kan killtiirlerinin her seferinde ¢ift ahnmast ve bir tanesinin % 10 CO2’li
ortama konulmasinda fayda vardir. Ozellikle kronik bruselloz vakalarinda kan kiiltiirleri
her zaman olumlu sonug vermeyebilir; boyle kronik ve subakut bruselloz vakalarinda
etkenin iiretilmesi icin kemik iligi kiiltiirti Snerilir (12).

MSS tutulumu diigiiniilen bruselloz vakalarmda BOS’dan, hepatit belirtileri ile
seyreden vakalarda ise karaciferden alnan biyopsi Srneklerinden yapilan kiiltiirlerde
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baktyeriyi tiretme olasihit vardr (12,14). Ancak bu islem invaziv girigim
gerektirdiginden tercih edilmeyen bir yontemdir.

Kan ve diger viicut sivilarmin kiltiirti igin eskiden, aym sisede sivi ve kati
besiyerleri bulunan Castaneda besiyeri Onerilmekteydi. Castaneda siseleri  %5-10
CO2li ortamda en az 30 gin enkibe edilip ve 4-5 giinde bir subkiltiirleri
yapilmaktayd1. Kat1 besiyerindeki kiiltiirler 35-37 °C’de % 5-10 CO2’li ortamda 10 giin
enkiibe edilir. Dort-bes giin sonra 2-3 mm ¢apmmda Brucella bakterileri olugur (13).
Ancak giiniimiizde laboratuvar tekniklerindeki hizh gelismeler sonunda daha hizhi sonug
veren otomotize sistemler gelistirilmis olup, bu ydntemle 3-5 giinde sonug
almabilmektedir. Bu yontemlerden birisi de BACTEC sistemidir (1,22-27).

Bizim kullandigimiz BACTEC 9120 sisteminde, kan killtiirlt siselerinin icine
kondugu kuyucuklar da 35°C’de devamh calkalanmaktadir. Siirekli otomatik olarak alet
tarafindan sige iginde iireyen bakterinin metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan CO2 miktar1
okunmakta ve yiikselen deferde sise pozitif sinyal vermektedir. Bu giseden steril
sartlarda 3 cc kan alinmakta ve 3000 devirde santrifiij edilmekte dipteki ¢okeltiden % 5
koyun kanli Mueller-Hinton Agar, eozin metilen blue (EMB) agar besiyerlerine pasajt
yapilmaktadur.

Bactec sisteminde kullanilan siseler

e BACTEC PLUS Aerobic/F

e BACTEC PLUS Anaerobic/F

e BACTEC PEDS PLUS/F

Kullanilan siselerin igerikleri Tablo 3.’de gdsterilmistir.

Kontamine materyal ekiminde kati, plak seklinde selektif besiyeri
kullanilmalidir. Bu plaklarm yiizeylerinin tam kuru olmalar bliyik 6nem tagir. Nemli
ortam Brucella’larm varyasyonlarma yol agtigmdan bu plaklar bir gece 37°C’de
kapaklarinda kurutma kagidi olarak ya da 1 saat kapaklar: aralik olarak kurutulmahdir
(13). Siselerin igerikleri Tablo 3’de gdsterilmigtir.



Tablo- 3. Kullanilan sigelerin igerikleri
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BACTEC PLUS BACTEC PLUS BACTEC
Aerobic/F Anaerobic PEDS PLUS
Liquid 25 ml 25 ml 40 ml
Soybean-Casein Digest B. | 2.75% w/v 2.75 wiv 2.75 wiv
Yeast Extract 0.25% wiv 0.4% wiv 0.25% wiv
Animal Tissue Digest - 0.05% w/v 0.10% w/v
Dextrose 0.06% wiv 0.25% wiv 0.06% w/v
Sucrose 0.084% wiv - 0.08% w/v
Fructose - 0.25% wiv -
Arginine - 0.25% wiv -
Hemin 0.0005% w/v 0.0005% w/v 0.0005% w/v
Menadione 0.00005% w/v 0.0005%w/v 0.00005%w/v
Pyridoxal HCI 0.001%w/v - 0.001%w/v
Thiols - 0.16%w/v -
Sodium Citrate - 0.02%w/v -
Potassium Phosphate - 0.24%w/v -
SBS 0.05%w/v 0.05%w/v 0.020%w/v
Nonionic Adsorbing Resin | 16.0%w/v 16.0%w/v 10.0%w/v
_ Cationic Exchange Resin | 1.0%w/v 1.0%w/v 0.6%w/v

SBS: Sodium Polyanetholesulfonate
Biitiin BACTEC siselerine COzilave edilir. Anaerobiklere ilaveten N2 eklenir.

2.7. Bakteriyolojik Tam

Bakterinin hemen tiim viicutta ve intraselliler bulunusu tamda giicliklere yol
agmaktadir. Brusellozlu olgulardan bakterinin izolasyonu gil¢ oldugundan ve zaman
aldigindan, hastaligin rutin tamsmnda serolojik testlerden yararlamlmaktadir (4).

Hastamn 6ykilsii, epidemiyolojik 6zellikleri ve klinik bulgular serolojik testlerle
birlikte degerlendirilmelidir. Agliitininler IgG ve IgM yapisinda olup hastalarm kaninda
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2. haftadan itibaren ortaya ¢ikarlar ve hastalik gegtikten sonra bile kanda saptanabilirler
(4,12,21).

Brusellozun endemik oldugu bolgelerde popiilasyonun %S5-10unda hastalk
olmaksizin agliitinasyon titresi 1/80-1/160 olabilmektedir. Bu amagla Standart tiip
agliitinasyon testi (STA) en sik kullanilan testtir. Antijen hazirlamak i¢in antijenik
stabilitesi bulunan 6zel Brucella kokenleri kullanihr. Bu giin en ¢ok kullamlan standart
kékenler B. abortus S 99 ve B. abortus 1119 kokenleridir (4,12,21).

2.8. Bruselloz Tanisinda Kullanilan Serolojik Yontemler

2.8.1.Standart Tiip Agliitinasyonu (Wright Deneyi): Brucella bakterileri
hizh antijenik yap: degistirdiklerinden deneyde antijen olarak standart, iyi agliitinasyon
veren kokenlerin S kolonilerinden tretilmis, 1s1 ile o6ldiiriilmiis, fenollu bakteri
stispansiyonlart kullanir. STA’da hasta serumlarinin kath seri diliisyonlar1t yapilr.
Uzerlerine esit miktarlarda Brucella antijeni konur. Yirmidort saat 37°C’de
inkiibasyondan sonra, agliitinasyonun tiipiin dibinde yaygin bir kiimelesme seklinde
gdriilmesi pozitif olarak kabul edilir (11,12,14,21).

2.8.2 Rose Bengal Testi: Kiiglik saghk birimlerinde veya polikliniklerde .
bruselloz tamsinm kisa siirede konulmasmi saglayan, B. abortus 99S sugunun boyah
antijen olarak kullamldig1 bir lam agliitinasyon testidir. Lam iizerine 0,003 ml antijen
ve aym miktarda serum konularak 4 dakika siire ile kanigtiihp agliitinasyon olup
olmadig degerlendirilir. Tarama testi olarak kullanibir (11,12,21).

2.8.3. Tam Kan kullamlarak Yapilan Lam Agliitinasyon Deneyi (Spot Test):
Ozellikle kitle taramalarinda yogun Brucella bakteri siispansiyonundan ozel olarak

hazirlanmug antijenin bir damlasi iizerine tam kan damlatildiginda olumlu olgularda

agliitinasyon goriiliir (21).

2.8.4. Brusella Coombs Testi: Bazi subakut bruselloz olgularinda, klinik olarak
bruselloz diisiinildiigii halde, STA testinde negatif sonu¢ almmaktadir. Bu hastalarin
serumlarmda blokan antikorlar aragtirdmaldir, Bu islem igin, STA testinde
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agliitinasyon vermeyen tiiplerdeki bakteriler, tuzlu su ile i¢ kez ykanip kiigiik tiiplerde
yeniden siispansiyon hazirlandiktan sonra, her tiipiin igerisine bir damla Coombs
serumu (Anti Insan Serum Globulini ) damlatilr. Tekrar etiivde 24 saat inkiibe edilip
aym STA testindeki okuma gibi okunup degerlendirilir (21).

2.8.5. 2-Mercapto Ethanol ve Diamino 6,9 Etoxy acridin (Rivanol) li
Agliitinasyon Deneyleri: Olumlu bulunan bir agliitinasyon sonucunun IgM sintfi
antikorlardan m: yoksa hastahgm stiregen olarak devam etmesinden mi oldugunun ayurt
edilmesi gerekir. IgG antikorlarmin varhm saptamak igin serumdaki IgM tipi
antikorlarn tahrip edilerek agliitinasyon deneylerinin yapilmas: gerekir. Bu iglem igin
2-Mercapto Ethanol ve Rivanol kullanhr. Her ikisi de IgM’deki bisilfit kopriilerini
kirarak agliitinasyondaki etkinliklerini ortadan kaldirir. Bu iglemi takiben saptanacak

pozitiflik IgG ye aittir (21).

2.8.6. Kompleman Birlesmesi Deneyi: Mikro yada makro teknik ile yapibr.
1gG yapisindaki tiim antikorlar reaksiyona katildiklarindan Coombs deneyi ile aym
degerde sonug alnr (13).

2.8.7. indirekt Hemagliitinasyon Testi: Bakterinin lipopolisakkarit (LPS)
kisumlan ile kapl, tannik asitle muamele edilmis koyun eritrositlerinin kullamldig: bu
testte ¢Ozilnmils antijenlerden yararlamlir. Cok duyarh olan bu ydntemde nanogram

diizeyindeki IgG’ler saptanabilir (13).

2.8.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) : PCR ile de hizh bir gekilde
Brucella bakterilerinin tams ve tiplendirmesi yapilabilmektedir (28-30).

2.8.9. Radyoaktif immiin deney (RIA) ve Enzim isaretli immiin deney
(ELISA): RIA ve ELISA’da bruselloz tamsmda kullanilmaktadir.

2.8.10. Hayvan deneyleri: . Bruselloz tamsinda hayvan deneyleri de yapilabilir.
Dogrudan hasta kammnm 5-10 ml.’si kobaylarm peritonu igine enjekte edilerek yapilir.
Bruselloz varsa hayvanlar 2-4 haftada ates ve septisemi belirtileri ile hastalanir. Gebe
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hayvanlar yavrularim digiirir. Bu hayvanlara otopsi yapilirsa kan ve dalaklarindan
yapilacak preparatlarda Brucella’lan gérmek miimkiindir (21).

2.9. Allerjik Tam

Bu iglem icin bakterilerden elde edilmis ve saflagtiriimis nukleoprotein
kompleksinden olusan “Brucellergen” deri igine enjekte edilir. Bir giin sonra kizarts,
6dem ve sertlik seklinde goriilen reaksiyon olumlu olarak kabul edilerek bu kisilerin
Brucella’lara karsi duyarh olduklan anlagihr.

Deri testi igin Brucella’larn 6ldirilmiis kiltiirleri veya 21 ginluk kiiltir
stiziintiileri (Mellitin-Abortin) ile de yapilir (13).

2.10. Tiplendirme
2.10.1.Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvar’’nda On Tiplendirme

Glikoz ve laktozu fermente etmeyen, aerop, katalaz ve oksidaz pozitif, Gram
negatif, non hemolitik koloniler; Gram boyamada Gram negatif kokobasillerin
goriilmesiyle absorbe olmarmg anti-S brucella antiserumu ile lamda agliitinasyon testine
tabi tutulur. Brucella’larm S suslarmmn yiizey antijenleri, Vibrio cholera, Franciella
tularensis, E. coli O 157:H7, Salmonella 0:30 ve Yersinia enterocolitica serotip O:9
bakterilerinin ylizey antijenleriyle capraz reaksiyon veririler (1,11,14).

Kuskulamlan Brucella kolonilerinin temiz bir lam iizerinde , iki ayri yerde
serum fizyolojik ile stispansiyonlar: yapihir. B. melitensis ve B. abortus bakterilerine
daha 6nceden hazwlanmus yada ticari olarak temin edilmis tipe 6zgll antiserumlarla
kargilastinhr. Koloni ve antiserum siispansiyonunun agliitinasyon verip vermedigi
kontrol edilir. Hangi antiserumla agliitinasyon verir ise bakteri o antiserumu tagtyan

tiirdendir.

2.10.2. Referans Laboratuvarlarinda Biyovar ve Biyotiplerin Tayini

B. abortus’un 9, B.melitensis’in 3, B. suis’in 4 ve digerlerinin birer biyotipi

vardr.
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2.10.3. Biyovar ve Biyotip Tayinindeki Baghca Kriterler

1. CO2 gereksinimleri

2. H2S olusturmalari

3. Ureaz etkinlikleri

4. Tiyonin ve Bazik fuksin igeren boyalt besiyerlerinde tireme

5. Monospesifik serumlarla agliitinasyonlari

6. Tb (=Tibilisi) fajina kars olan duyarhliklari

Biyovar ve biyotip tayinindeki baghca testler Tablo 1ve 4’de gosterilmektedir.

2.10.4. CO:z Gereksinimleri: Bakteriler iki egik triptoz agar yiizeyine ekilir.
Kiiltiirlerden biri  %5-10 CO2’li ortamda digeri ise aerop kosullarda inkiibe edilir.
Aerop kosullarda ¢ok zayif tireme veya iirememe buna karsihk CO2’li ortamda iireme
bakterilerin CO2 gereksinimlerini gosterir (13,14).

2.10.5. H2S Olusturmalar: Egik triptoz agar yiizeyine inokiile edilmig
bakterilerle kursun asetath geritler yiizeye degmeyecek sekilde sarkitilir, Her giin
kagidin olugan H2S etkisi ile siyahlanip siyahlanmadig incelenir. Siyahlanma Ha2S
lehinedir. Siyahlanmus ise kagit ¢ikarihp yenisi ile deistirilip yeniden enkiibe edilir. Bu
suretle bakterilerin kag giin H2S yaptiklari bulunur. B. suis 3 giinde, B.abortus 2 giinde,
B. melitensis ise 1 giinde H2S yapar (13,14).

2.10.6. Ureaz Aktiviteleri: Hazirlanan ireli jeloz besiyerinde fenol kirmuzisi
renginin degisme zamanma gore tesbit edilir. B. aborius 2 saatten sonra, B. suis 15-30

dakikada, B. melitensis ise daha ¢ok saatler sonra pembe renk verir (13).

2.10.7. Tiyonin ve Bazik Fuksin Iceren Besiyerlerinde Ureme: Tiyonin
( 1/100000, 1/50000, 1/25000 ) ve bazik fuksinin ( 1/100000, 1/50000 ) oranlarmda
boyalar1  igeren  besiyerleri  Brucella  bakterilerinin biyotiplendirilmesinde
kullanimaktadir. Tiplendirmesi yapilacak Brucella bakterisi, bu oranlarda boya iceren
plak besiyerlerine ¢izgi ekimleri yapilarak besiyerlerinin  rengini degistirdikleri
zamanlara gore tiplendirme yapalabilir (13).
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2.10.8. Monospesifik Serumlarla Agliitinasyon: B. melitensis ve B. abortus
suglart ile hazirlanan monospesifik antiserumlar, hakim olan M ya da A
liipopolisakkaritini belirlemede kullanilr. Test bir damla serum fizyolojik ile bakteri
kolonisinin temiz bir lam iizerinde kangtiriimas: ile yapilir

2.11. Faj Tiplemesi

Faj tiplemesi Ozellikle B. abortus biyotip 3-6 ve 9u , B. melitensis’ten
ayirmakta kullanilmaktadir. Bakteriyofaj Tbilisi rutin test dilusyonlarinda B. abortfus’un
S Kkiiltiirlerini tamamen eritmekte fakat B. melitensis ve B. suis bu test diliisyonlarindan
etkilenmemektedir. B.suis, rutin test diliisyonunun 10.000 kat: konsantrasyonunda

kismen erimesine ragmen, B. melitensis bu faj konsantrasyonundan etkilenmez (14).

2.12. Korunma ve asi ¢ahgmalan
Giiniimiizde, B.abortus 19, B.melitensis Rev. 1., B.suis-2 gibi suslardan

hazirlanan canh atteniie agilar ve 45/20, H38 gibi 6lii Brucella agilan kullamlmaktadir.
Bu agilar genellikle veterinerlik alaninda hayvanlara uygulanmakta olup, insanlar igin
Brucella asist konusunda oldukca kisith g¢alismalar soz konusudur. Insanlar igin

kullanim alam dar ve koruyuculugu kisithdir (4).
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2.13. Brucella Suslarmda  Antibiyotik Duyarhhin ve  Antibiyotik

Kombinasyonlarinin Etkileri

Brucella bakterileri RES organlarina (dalak, karaciger, lenf bezi, kemik iligi) yerlesip
cogalabilen, intraselliiler patojenlerdir. Bu ozellikleri antibiyotiklerin  etkilerinden
korunmalarim saglar. Tedavide hiicre igine iyi penetre olabilen antibiyotikler segilmekte ve
niiksiin Gnlenmesi igin tedavi siiresi uzun tutulmaktadir. Kabul gdrmil§ tedavi protokollerine
ragmen belli oranlarda relaps goriilmektedir (1,8,9,12,3 1,32).

in-vitro testlerin sonuglarma bakildiginda Brucella bakterilerinde tedavide kullamlan
ilaglarm ¢ojuna direng goriilmemektedir. Hatta relaps sonras izole edilen bakterilerde, bile
tedavide kullamilan ilaglar tekrar test edildiginde de yine direng goriilmemektedir (32,33).
Relapsn yada tedavideki bagarisizim sorumlusu olarak bakterilerin hiicre i¢i patojen
olmalar: digiiniilmektedir. Bakteriler fagosite edildikleri makrofaj vb. hiicrelerde canliliklarim
stirdiirmekte, tedavi amaciyla verilen ilaglar bu bolgeye ulagamamakta veya ulagabilirlerse de
bakterileri bazi nedenlerle inhibe edememektedirler. Boylece antibiyotikler uzun siireli
verilmediklerinde fagosite edildikleri hiicrelerde gizlenen bakteriler bir sekilde aciga ¢ikip
relaps yada tedavide basarisizhifa neden olmaktadir. Hiicre ici lokalizasyonu nedeniyle,
brucellozis tedavisinde kullanilacak antibiyotiklerin su iki 6zelliginin olmasmnda fayda vardr:

a) makrofajlar i¢ine penetre olabilmeleri,

b) hiicre i¢i asidik ortama direng gostermeleri gerekir (8,31).

DSO’niin ~ onerdigi  tedavi  protokoli  streptomisintdoksisiklin  ve
rifampisin+dosisiklin’dir (1, 8-12,31 ).

Klinik mikrobiyoloji laboratuarlarinda uygulanmakta olan rutin antibiyotik duyarhhk
testleri ile ilgili yontemler hizh Ureyen, besin gereksinimleri karmagik olmayan bakterilere
gore standardize edilmis olmakla birlikte, bazi gii¢ lreyen bakterilerden S. pneumoniae, H.
influenzae, N. gonorrhaeae’nin de duyarhlik testleri standardize edilmigtir. Ancak Brucella
ve Campylobacter gibi giig iireyen ve besin gereksinimleri karmagik olan bakterilerin
duyarhlik testleri henilz standardize edilememigtir. Bu bakterilere rutin antibiyotik duyarhlk
testlerinin yapilmasi dnerilmemektedir (31-33).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda antibiyotik kombinasyonlarmn bakteriler
{izerine invitro etkileri degisik yontemlerle yapilabilir (33,34). Invitro sinerji aragtirmalarinda
kullanilan testler Tablo 5°de smiflandiridnustir. Bunlar arasinda, diliisyon ydntemleri genel
olarak inhibitor etkinlik, zamana bagmli 6lim incelenmesi ise bakterisidial etkinlik ile

iligkilidir.
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Tablo 5. Antibiyotik kombinasyonlarinn etkinligini Slgen in vitro testler

1. Dama tahtasi (Checkerboard) Diliisyon yontemleri
L. Mikrodiliisyon
1I. Makrodiliisyon
1.  Agar diliisyon
2. Zamana bagimh Sldiirme kinetiklerinin incelenmesi ( Time-kill method)
L Koloni saymmlarinin degerlendirilmesi
IL Olim egrisi altndaki alanm (Area under Kkilling curve; AUKC)
degerlendirilmesi
3. Disk diflizyon yontemi
L Tek disk diflizyon
II. Cift disk difiizyon
4. E-test

2.13.1. Mikrodiliisyon dama tahtas: (Checkerboard) yontemi

Doksan alti ¢ukurlu U tabanh steril mikrodiliisyon plaklari kullamlarak test edilen
antibiyotiklerin farkli konsantrasyonlardaki etkilesimlerinin arastmlmasim temel alan bir
testtir. Test edilecek konsantrasyonlar i¢in minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerinin
1/8-1/16 kat1 ile 4-8 katiu icine alacak sekilde iki kath seri diltisyonlan hazirlanir. Bakteri
stispansiyonlar1 yapilip inokiile edildikten sonra 37°C°de 48-72 saat inkiibe edilir. Sinerji
degerlendirilmesinde  kullanilan makro ve mikro diliisyon yontemleri, inhibitdr ve
bakterisidal konsantrasyonlarm saptanmasmda ve antibiyotik duyarhligin Sl¢limiinde
uygulanmakta olan NCCLS buyyon dilusyon yontemlerine benzemektedir. Ancak burada
antibiyotikler hem tek baglarma hem de diger ajanlar ile beraber iken etkinlikleri
degerlendirilmektedir. In vitro etkilesimler cebir denklemleri aracih: ile hesaplanmakta ve
buna gore sinerjistik, etkisiz veya antagonistik seklinde bir sonuca varilmaktadir. Bu yorum
icin kombinasyon ile elde edilen anti bakteriyel etkililigin, her antibiyotik tek bagma iken
saptanan veriler ile kiyaslanmasi s6z konusudur. Bunun yam sira in vitro etkilesimler

izobologramlar cizilerek grafik iizerinde gosterilebilir (33,34).
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2.13.2. Makrodiliisyon dama tahtasi (Checkerboard) yintemi

Mikrodiliisyon plaklar yerine tilplerle caligilan bu ydntemde prensip mikrodiliisyon ile
aymdir. Sakincast daha biiylik hacimlerle cahgilyor olmasy, kisith sayida antibiyotik
kombinasyonu ile ahgiimasi ve MIK degerlerinin yarist ve iki kat1 degerde cahigiimasidur.
(33,34).

2.13.3. Agar diliisyon dama tahtas: (Checkerboard) yéntemi

Rutinde calisimas1 daha zor bir yontem olup antibiyotik kombinasyonlarm igeren
agar besiyerleri daha Onceden hazirlanw. Ekimler nokta seklinde yapilip antibiyotik
etkilesimleri hesaplanir.

2.13.4. Zamana bagh oliim (Time-Kill) yontemi

Antibiyotik kombinasyonlarinm zaman ve konsantrasyona bagh bakterisidal aktivitelerinin
belirlenmesinde  kullamhr. Calisilan kombinasyondaki antibiyotiklerin tek tek ve
kombinasyon halinde igeren tiipler igine seri diliisyonlar: hazirlanarak ekim yapilir ve 24 saat
icerisinde belirlenen zaman arabklarinda kantitatif kiiltiirler almarak koloni saymm yapihr.
Kombinasyonun 24 saatlik koloni sayisinda en etkin ilaca kiyasla 100 kattan daha fazla
azalma goriilmesi sinerji olarak belirlenir. Bu yontem standardize edilmemistir. Testin
zahmetli ve zaman ahci olmasi antibiyotik kombinasyonun sayismu kisitlar. Zor ve gig

{ireyen bakterilerde 24 saatlik liremenin yeterli olmamas ise diger bir dnemli dezavantajdir.
(33,34).

2.13.5. Disk Difiizyon yéntemi

2.13.5.a.Tek Disk Difiizyon Yintemi; Kombinasyonlardaki antibiyotiklerden birini
bakterinin % MIK degerine esit konsantrasyonda igeren ve antibiyotik icermeyen Mueller
Hinton agar besiyerlerine bakteri siispansiyonu ekimi yapilir. Her iki besiyerine de
kombinasyonda yer alan diger antibiyotigin diskleri yerlestirilir. Bir gece 37°C’de inkiibe
edilen plaklarda olusan zonlar dlgiilerek aradaki fark kiyaslanir (33,34).

2.13.5.b.Cift Disk Difiizyon Yontemi; Kirby Bauer yontemine gore bakteri
siispansiyonu %35 koyun kanh Miiller Hinton agar yiizeyine ekim yapildiktan sonra {izerine
antibiyotik diskleri yerlestirilir. Iki gece 37°C’de inkiibe edilir. Olugan zon MiK degerini
verir. Antibiyotik diskleri arasindaki mesafe her diskin tek bagina olugturdugu inhibisyon
zonunun yarigapin toplammna esit ya da daha biiyik olmahdir. Disklerin birbirlerine bakan
yiizeylerinde inhibisyon zonunun diizlesmesi antagonizma, geniglemesi sinerjizm, etkilesim
saptanmazsa indeferens olarak degerlendirilir (34).
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2.13.6. E-Test

E-test yonteminde bir yiiziine bir ugtan difer uca dogru  giderek artan
konsantrasyonlarda antibiyotik emdirilmig 5x50 mm ebadinda, inert, plastik stripler
kullanilmaktadir. Stripler {izerindeki mevcut rakamlar ilag konsantrasyonlarim gostermektedir
(35). Yiizde 5 koyun kanh Mueller Hinton agar yiizeyine bakteri siispansiyonu ekilir. Test
edilecek kombinasyonlardan dnce bir antibiyotik steril gartlarda plak iizerine yerlegtirilir,

yarim saat sonra steril pens ile bu strip atilip yerine kombinasyonun ikinci antibiyotik stribi

yerlestirilir.

2.14. Brucella bakterileri icin énerilen uygun duyarhhk yontemleri
e Agar diliisyon
o Buyyonda makro ve mikro diliisyon
e Mikrodiliisyon dama tahtasi (Checkerboard) yontemi
e E-test

Bu ¢ahsmada duyarhlik testleri igin kolay uygulanabilen, ek malzeme gerektirmeyen,
MIK degeri tespit edilebilen ve kombinasyon olarak ikili antibiyotik calsabilen ve son
yillarda rutin kullanifan E-Test yontemi segildi (8,31).

E-Test ilk defa 1988 yilinda Interscience Conference on Antimicrobial Agents and
Chemotherapy (ICAAC)de tanimlanmustir ( 35).

E-Test disk diffiizyon yonteminin kolayhgma ve diliisyon yonteminin avantajlarina
sahip, ayrica tekrarlanabilirlii yiksek olan bir yontemdir. Bu nedenle duyarhlik
caligmalarinda rahathlikla ve giivenle kullaniabilir. Diger bir avantaju ise, otomasyon
sistemlerinde oldugu gibi fazla bir teknik alt yapiya ve ozel yetistirilmig personele ihtiyag
gostermemesidir (35).

Antibiyotik kombinasyonlarmin etkilegimleri Fraksiyonel Inhibitér Konsantrasyon
(FIK) degerleri hesaplanarak saptamr. Her antibiyotigin FIK degeri antibiyotiklerin
kombinasyon halindeki MIK degerinin antibiyotiklerin tek basina MIK degerlerine bbliinerek
ayr1 ayn hesaplanir. Kombinasyonun etkinligini belirleyen toplam FIK degeri (TFIK) iki
antibiyotigin FIK degerlerinin matematiksel toplamidr. TFIK 0.5°den kiigiik ise sinerjistik,
dortten biiyik ise antagonistik etkilesiminden, bu degerlerin arasinda ise indiferans
etkilesimden bahsedilir, FIK degerlerinin hesaplanmas: ve yorumlanmasi Tablo-6 de

gosterilmistir.
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Tablo-6 FIK degerlerinin hesaplanmasi

FIKA =MIK (Kombinasyon) / MiK A

FIKB =MiK (Kombinasyon)/ MIK B

YFiK = FIK A+ FIK B

SFIK < 0.5; Sinerjistik

0.5 > TFIK <1 Parsiyel Sinerjistik
1 < XFIK < 4; Indiferens

TFIK > 4 ; Antagonist

Tek bir sus sonucu rapor ediliyorsa kombinasyonun etkilesimi ve bu etkilesimin hangi
MIK degerlerinde saptandigi rapor edilir. Birden fazla sayida sug cahgthiyorsa antibiyotik
kombinasyonlarmmn etkilesimleri ylizde deger olarak rapor edilmelidir.

in vitro ¢alismalarda bir ¢ok antibiyotigin Brucella suslarina etkili olduklarmin
belgelendirilmesine karsm bu bakterilerin makrofaj ve RES hiicrelerine yerlegmeleri
nedeniyle tedavide sorunlar yasanmaktadir. Bu hiicrelere yitksek konsantrasyonda
ulasamayan antibiyotiklerle yapilan tedaviler basarisiz kalmaktadir. Uygun antibiyotik
kullanilsa bile hiicre iginde sakh kalan bakterilerle zamanla niiksler gbriilmektedir. Bruselloz
tedavisinde basarih olabilmek icin; kullanilacak olan antibiyotik mutlaka makrofajlar igerisine
girebilmeli, bakterisid etkili olmah ve tedavi kombine ilac tedavisi seklinde olmahdir (39).

Kombinasyon segiminde dikkat edilmesi gereken Onemli noktalar; hastanm klinik
durumu, tedaviye uyumu, tedavinin maliyeti ve istenmeyen etkiler seklinde dzetlenebilir (39).

Brucella bakterilerine in-vitro etkili antibiyotikler tetrasiklinler, beta-laktamiar,
aminoglikozidler, kloramfenikol, rifampisin, kanamisin, azitromisin, sefiriakson, eritromisin,
trimetoprim/sulfometoksazol, ~ rifampisin, streptomisin ve kinolonlardir.  Brucella’lar
Polimiksin-B, basitrasin, sikloheksimid, nalidiksik asit, nistatin ve vankomisin gibi
antibiyotikler ile antifungallare direnglidirler (1,10-12,31).

Rifampisin anti bakteriyel etkisini, DNA’ya bagh RNA polimeraz enzimi ile stabil
kompleks olusturarak ve DNA transkripsiyonunu onleyerek gostermektedir. Rifampisin
viicuttaki biitiin organ ve swvilarda serum seviyesine esit ve daha yiiksek konsantrasyonlarda

bulunabilmektedir. Menenjit halinde BOS’da  yiiksek seviyelere yiikselmektedir. Fagositler
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icine girmekte ve intraselliler {ireyen bakterilerin tiremesine engel olmaktadir (40). Hiicre
icine iyi penetrasyonu, kolay uygulanabilirligi, rifampisin’in  bruselloz tedavisinde
vazgecilmez bir antibiyotik olmasi saglamustir. Tek basma kullamldiginda tedavi
bagarisizigi ve nliks oram ¢ok yiiksektir. Ulkemiz gibi titberkillozun sikga karsilagildigy
tilkelerde uzun siireli rifampisin kullammmn direng geligimini arttirmasi ve rifampisine kars1
antikor geligimi de goz ard1 edilmemelidir (31,36).

Doksisiklin uzun etki siireli tetrasiklin tiirevi bir antibiyotiktir. Genig spektrumlu,
bakteriyostatik etkili bir antibiyotik olan tetrasiklinler, bakteri ribozomunun 30 S subiinitine
reversibl baglanarak protein sentezini engellemektedir. Doku penetrasyonlar1 fazla olmasina
ragmen menenjitte bile BOS’da yiiksek seviyelere ulagamaz. Cocuklarda, gebelerde, siit veren
annelerin tedavisinde kemiklere olan yan etkileri nedeniyle kullanilamaz. Emiliminin %95-
100 olmas: ve besinlerden etkilenmemesi, dokulara gegisinin iyi, gastrointestinal sistem
etkilerinin az olmasi, kolay tolere edilebilmesi ve giinliik dozunun 4 yerine 2 kez olmasi
nedeniyle hasta uyumunun iyi olmast sebebiyle tetrasiklinler icerisinde doksisiklin segilmigtir.
(1,36,37).

Trimetoprin/siilfometaksazol, duyarh bakteri hiicresinde  purinlerin, timidin’in
metionin ve glisin’in sentezi igin gerekli 6nemli bir kofaktdr prekiirsdrii olan tetrahidrofolik
sentez yollarm iki yerde bloke eder (38).

Streptomisin, bakteri ribozomlarmmn 30 S alt birimlerine irreversbl baglanarak,
ribozomlarda protein sentezini bloke ederler ve mRNA’mn tasidiga genetik kodonun yanhs
okunmasina ve sentezin tamamlanmadan sona ermesine neden olurlar (39).

Siprofloksasin, bakterilerin sitoplazmast igine girerek, DNA’y1 negatif supersarmal
(supercoil) durumuna getiren ve topoizomeraz II diye de adlandinlan DNA giraz enzimini ve
topoizomeraz IV’ inhibe ederler ve boylece bakteri kromozomlarmin birbirinden
ayrilmasmi, DNA replikasyonunu ve DNA translokasyonunu bozarlar (40).

Azitromisin, eritromisinin lakton halkasina metillenmis azot sokulmak suretiyle
tiiretilen yari-sentetik eritromisindir. Bakteri ribozomlarmin 50 S alt-birimlerine reversibl
olarak baglanarak akseptor noktadaki (A noktasindaki) aminoasil tRNA molekiiliiniin peptidil
noktasindaki yeni sentez edilen polipeptid zincirinin uzamasim onlerler. Boylece bakteri
hiicresinin protein sentezini engellerler (40).

Giiniimiizde antimikrobiyal kombinasyonlar afir ve septisemik hastalarda genis
spektrum saglamak amaci ile kullamlmaktadir. Direng gelisiminin 6nlenmesi ve doza bagh
toksisitenin  azaltilmas: amacmin yamswra polimikrobiyal infeksiyonlarda antibiyotik
kombinasyonlarinin tedavide yeri vardir. Antibiyotikler kombinasyon halinde kullamldiginda
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3.2. Bakteri Suslar

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda, 1999-2001
yillar1 arasinda izole edilen, Brucella spp. olarak on tiplendirmesi yapilan ve —70 °C’de
gliserinli Brucella broth besiyerinde saklanan 44 sus ¢alismaya alind1.

Tiplendirme ¢aligmalar1 ve antibiyotik duyarlilik deneyleri yapilacagi zaman suslarin
stok kiiltiirlerinden %5 koyun kanlt Mueller-Hinton Agar besiyerlerine pasajlar1 yapildi. Bu
besiyerleri, temin edilen taze koyun kanlari ile laboratuvarimizda hazirlandi. Bir nolu resimde

%35 koyun kanl1 Mueller-Hinton Agar besiyerinde bakterinin gériiniisii gériilmektedir.

Resim-1. Koyun kanli besiyerinde brucella kolonilerinin gériiniimii
Brucella spp. olarak 6n tiplendirilmesi yapilan suglarin tiir tayini i¢in, Ankara Refik
Saydam Hifzissthha Eniistitii’siinden temin edilen monovalan antiserumlarla lamda
agliitinasyonuna, H2S olusumu, iireaz aktivitesi, CO2 gereksinimi, tiyonin ve bazik fuksinin

cesitli konsantrasyonlarda iiremelerine bakildi (Tablo 1).

3.3. Duyarhhk Testleri ve Antibiyotik Kombinasyonlarinm Etkisinin
Arastirilmasi

Tiplendirme sonucu 44 susun tamami B. melitensis olarak tanimlandi. Bu suslar igin
kombine antibiyotik duyarlilik deneyleri yapildu.

Antibiyotik ~ kombinasyonu  olarak  rifampisin + doksisiklin ( RIF + DOX ),
rifampisin + trimetoprim / sulfometoksazol ( RIF + TMP-SXT ), doksisiklin + trimetoprim /
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sulfometoksazol ( DOX + TMP-SXT ), streptomisin + doksisiklin ( SM + DOX ), azitromisin
+ siprofloksasin ( AZ + SIP ) kombinasyonlar1 segildi.

3.3.1.E-Test

E-test icin 20 cm’lik petriler sterillendi. Mueller-Hinton Agar besiyeri {iretici firma
onerileri dogrultusunda hazirlandi ve sterillendi. Yaklagik 1s1s1 50 °C olunca daha &nceden
temin edilen defibrine taze koyun kanindan %35 oraninda eklendi. Besiyerinin kalinligi 3mm
olacak sekilde petrilere dokiildii. Olusan kabarciklar alevle giderildi. Besiyerinin katilagmasi
beklendi. Bir gece kontrol igin etiivde bekletildi.

Brucella broth besiyerileri iiretici firma Onerilerine gére hazirland1 ve steril tiiplere
yaklasik 3cc olacak sekilde steril sartlarda kondu. B. melitensis olarak tiplendirilen ve %5
koyun kanli Mueller-Hinton Agar besiyerindeki kolonilerden bu tiiplere kondu. Mac Farland
bulanikliklarinin 1 olmasi beklendi. Mac farland bulanikliklar1 dansitometre (bio Mérieux) ile
1 olarak okundu.

Antibiyotik duyarlihiinda kullanilacak E-testler firma Onerilerine gore -20° C’de
bekletilirken, 30 dakika &nce oda 1sisina ¢ikartildi. Mac Farland bulaniklilig: 1 olan tiiplerdeki
suslar %S5 koyun kanli Mueller-Hinton Agar besiyerine steril sartlarda dokiilerek ekiivyonlu
cubukla ekimleri yapildi.

Once bir petride her antibiyotik i¢in tek baglarma stripler konup 37°C’de 48 saat
inkiibe edildi. Olusan MIK degerleri her antibiyotik igin ayr1 ayri1 not edildi. Iki numarali

resimde inkiibasyon sonrasi olugan zonlar goriilmektedir.

Resim-2. Petride inkiibasyondan sonra olugan zonlarin goriiniimii
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Daha sonra bagka bir petride segilen kombinasyona gore dnce birinci ilaglar kondu. 30
dakika sonra bunlar yerinden alinarak olusan zonlara MIK’leri ¢akisacak sekilde ikinci ilaglar
kondu. Petriler 37°C’de 48 saat inkiibasyona kondu. Olusan MIK degerleri okunarak tek tek
not edildi.

3.3.2. Istatistik

Bu ¢aligmaya istatistiksel olarak bagimli gruplarda varyans analizi uygulandi. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. F=11.896, p=0.0001 Farkin kaynagini
saptamaya yonelik Bonferroni testi uygulandi. RIF+DOX kombinasyonunda anlamh diisiik,
TMP-SXT+DOX kombinasyonunda anlamli yiiksek fark bulundu. Sayisal degerler asagidaki
tabloda goriilmektedir.

Tablo 7. istatiksel degerlerin g&riiniimii

44 023 0,34

2

+CiP 44 0,48 1,25

RIF+DOX kombinasyonu istatistiksel olarak en sinerjik kombinasyon tespit edilmis
olup bu kombinasyonu saras1 ile AZ+SIP, RIF+TMP-SXT, SM+DOX ve TMP-SXT+DOX
kombinasyonlar1 izlemistir. Kombinasyonlarin etkinliklerinin grafiksel olarak goriinimil su
sekilde olusmustur.

Grafik 1. Istatistik degerlerinin grafikleri
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4. BULGULAR

Gaziantep Universitesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal’'nda
cesitli servislerden gelen kann Kiiltiirlerinde tretilen 49 brucella susunun 44’ galismaya
ayrildi. Tablo 8de iireme olan servislerden gelen Kkan killtiir Orneklerinin  yillara gore

dagihm goriilmektedir.

Tablo 8. Brucella iireyen orneklerin yillara ve servislere gore dagihm goritlmektedir.

SERVS 1999 | 2000 | 2000 | TOPLAM
e f——— —
Pediatri | 2| T3 | 1z

Ig: Hastaliklar 0 4 2 ‘ 6

| ;(")zel hastaneler ‘ 1 2 1 : 4
e ——T—T —
—ew S —

Bu orneklerin servislere gore dagihminda ise infeksiyon hastaliklart klinigi 24 drnek
ile en fazla olup oram % 48.97 dir. Bunu pediatri 12 ( % 24.48 ) &rnek, dahiliye klini§i 6
( % 12.24 ) 6mek ile izlemektedir. Brucella suglarmn izole edildigi klinik drneklerin dagilim
Tablo 9°de gosterilmistir. Ureyen 49 brucella susunun, 47 ( % 95.91)’si kan, 2 (% 4.09 )’si
kemik iligi drneklerinden izole edilmistir.
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Tablo 9. Brucella suslarinm izole edildigi klinik drneklerin dagilum:

Khmk Ornek Say1 Yiizde i
Kemik g 2 A
[Toplam 49 100.00

izole edilen orneklerin aylara gore dagiim dikkate ahndiginda iireme goriilen
5rneklerin % 72.71%inin (32) mayis- agustos aylar1 arasinda geldigi goriilmiistiir. Izole edilen
srneklerin aylara gore dagilm  tablo 10° da gosterilmistir.

Tablo 10. izole edilen rneklerin aylara gore dagilimi.

Ay Say: Yiizde (%)
Nisan 2 4.54
Mayis 5 11.36
Haziran 10 22,12
Temmuz 9 20.45
Agustos 8 18.18
Eyliil 2 4.54
Ekim 3 6.84
Kasim 2 4.54
Aralik 3 6.84
TOPLAM 44 100.00

Asagidaki tablo ve grafiklerde kullamlan antibiyotiklerin elde edilen tek tek MIK
degerleri ve cesitli kombinasyonlarm B. melitensis susuna karst olusturduklari MiK
degerlerini gostermektedir.

Tek tek antibiyotiklerin olusturdugu MIK degerlerinde rifampisin i¢in MIK aralig:
0.094 - 3 pg/ml olarak bulunmus olup suslarin % 95.4 (42)"tniin MIK degerleri 0.75-3pg/ml
arahigindadir. Doksisiklin igin MIK araligi 0.094-3pg/ml, trimetoprim/sulfometaksazol i¢in
MIK araligi 0.016-0.125pg/ml arasinda , streptomisin igin 0.016-3 pg/ml arasnda, azitromisin
igin  0.25-8ug7ml arasinda, siprofloksasin igin 0.016-1pg/ml arasmmda bulunmugtur.
Tablo 11°da antibiyotiklerin tek  tek olusturduklar MIK degerleri ve sus sayilari

goriilmektedir.



Tablo 11. Tek tek antibiyotiklerin olusturduklar: MIK degerleri

MIK RIF DOX | TMP-SXT SM AZ SIP
(ug/ml) | Sus sayist | Sus sayisi Sus sayis1 | Sus sayist | Sus sayst | Sus saysi
0.016 1 1 1
0.032 6
0.047 11
0.064 17 5 2
0.094 2 3 2
0.125 3 7 4 15
0.19 2 12
0.25 15 2 1 4
0.32 2
0.38 8 2 5
0.50 7 8 2
0.75 4 5 5
1 11 1 9 7 1
1.5 9 4 10
2 17 2 14
3 1 1 3
4 2
6 5
8 2
TOPLAM 44 44 44 44 44 44
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RIF+DOX kombinasyonu galigmaya alman 44 B. melitensis sugunun % 56.7 (25 )’sini
0.016 pg/mlP’de etkilemektedir. Tablo 12°de RiF+DOX kombinasyonu igin suglarm
etkilendigi MIK degerleri gortilmektedir.

Tablo 12. RIF+DOX kombinasyonun MIK degerleri

MIK Duyarh sus sayisi Yiizde(%)
(ng/ml)
0.016 25 56.7
0.019 1 2.3
0.023 1 2.3
0.047 2 4.6
0.064 9 20.5
0.094 6 13.6
TOPLAM 44 100.0

RIF+SXT kombinasyonu 0.002-0.125pg/ml arahginda tiim suslar etkili bulunmugtur.
Bu kombinasyonda 3 ( % 6.8 ) sus 0.125pg/mi de etkilenmektedir. Tablo 13’de RIF+SXT
kombinasyonun suslan etkiledikleri MIK degerleri goriilmektedir.

Tablo 13. RIF+TMP-SXT kombinasyonun MIK degerleri

MIK Duyarh sug sayisi Yiizde(%)
(ng/ml)
0.002 23 523
0.023 1 2.3
0.032 3 6.8
0.047 1 2.3
0.064 8 18.1
0.094 5 114
0.125 3 6.8
TOPLAM 44 100.0
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TMP-SXT+DOX kombinasyonu 0.002-0.125 pg/ml arahginda galigmaya ahnan tim
suslar etkili bulunmugtur. Suglarm 22 ( % 50 )’si 0.050-0.125 pg/ml arahgndaki antibiyotik
kombinasyonunda etkilenmektedir. Tablo 14’de bu kombinasyon igin olusan MIK degerleri
goriilmektedir.

Tablo 14. TMP-SXT+DOX kombinasyonun MIK degerleri

MIK Duyarh sus sayist Yiizde (%)
(ng/mi)

0.002 1 2.3
0.016 13 29.5
0.019 2 4.6
0.025 4 9.1
0.032 2 4.6
0.050 2 4.6
0.064 5 11.3
0.094 5 11.3
0.125 10 22.7

TOPLAM 44 100.00

SM+DOX kombinasyonu 24 ( %54.6 ) susu 0.094-0.125 pg/ml arah@mnda
etkilemektedir. Suglarm tamam: 0.019-0.125ug/ml arabgmda duyarh olarak bulunmustur.
Tablo 15°de kombinasyonun MIK degerleri ve sug sayilar1 goriilmektedir.

Tablo 15. SM+DOX kombinasyonun MIK degerleri

MIK | Duyarl sus sayst Yiizde(%)

(ug/ml)

0.019 10 22.7
0.025 7 15.9
0.064 3 6.8
0.094 10 22.7
0.125 14 319

TOPLAM 44 100.00
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25 1 0.25 0.016 0.016 0.06 0.076 S
26 2 0.75 0.016 0.008 0.02 0.028 S
27 1.5 0.75 0.064 0.04 0.08 0.12 S
28 1 0.25 0.016 0.016 0.06 0.076 S
29 1 0.125 0.016 0.016 0.128 0.144 S
30 1 0.75 0.019 0.019 0.025 0.269 S
31 1 0.75 0.016 0.016 0.02 0.026 S
32 1 0.19 0.094 0.094 0.49 0.58 S
33 1.5 0.75 0.064 0.04 0.08 0.12 S
34 2 0.38 0.094 0.04 0.24 0.28 S
35 2 0.50 0.016 0.008 0.03 0.038 S
36 2 0.50 0.064 0.032 0.128 0.16 S
37 2 0.50 0.016 0.008 0.03 0.038 S
38 1.5 0.38 0.016 0.01 0.04 0.05 S
39 2 0.50 0.016 0.008 0.03 0.038 S
40 2 0.25 0.047 0.02 0.18 0.20 S
41 0.094 0.125 0.016 0.17 0.12 0.29 S
42 2 0.094 0.016 0.008 0.17 0.178 S
43 1 0.094 0.094 0.094 1 1.094 iD
44 1 0.38 0.016 0.016 0.04 0.056 S

Sinerji: S, Indeferens: ID
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RIF+TMP-SXT kombinasyonu 24 ( % 54 ) susda sinerjik etki gostermis, 17 ( % 39 )
susda indiferens etki, 3 ( % 7 ) susda ise parsiyel sinerjik etkili bulunmugtur. Tablo 18°de bu

kombinasyonun Y FIK degerleri ve yorumlari goriilmektedir.

Tablo-18. RIF+TMP-SXT Kombinasyonun FIK Degerleri
(SFIK=FIK RIF+FIK TMP-SXT)

SUSNO| RIF |TMP-SXT| RiF+ |FIKRIF FIK YFIK | YORUM
TMP-SXT TMP-SXT
1 1.5 0.125 0.032 0.02 0.25 0.27 S
2 3 0.064 0.064 0.02 1 1.02 ID
3 1.5 0.125 0.094 0.06 0.75 0.812 PS
4 2 0.032 0.094 0.04 2.93 2.97 iD
5 0.094 0.125 0.064 0.68 0.51 1.19 iD
6 0.75 0.064 0.002 0.002 0.031 0.033 S
7 1.5 0.064 0.032 0.02 0.5 0.52 PS
8 2 0.125 0.002 0.001 0.016 0.017 S
9 2 0.032 0.125 0.06 3.9 3.96 iD
10 1.5 0.064 0.002 0.001 0.03 0.031 S
11 1.5 0.047 0.125 0.08 2.6 2.68 D
12 0.75 0.064 0.094 0.12 1.46 1.58 iD
13 2 0.047 0.002 0.001 0.04 0.041 S
14 1.5 0.125 0.032 0.02 0.25 0.27 S
15 2 0.064 0.002 0.001 0.032 0.033 S
16 2 0.047 0.002 0.001 0.04 0.041 S
17 2 0.064 0.064 0.032 1 1.032 iD
18 0.75 0.064 0.002 0.002 0.031 0.033 S
19 2 0.125 0.002 0.001 0.016 0.017 S
20 1 0.064 0.002 0.001 0.032 0.033 S
21 1 0.016 0.002 0.001 0.008 0.009 S
22 0.75 0.064 0.064 0.08 1 1.08 iD
23 1 0.047 0.023 0.023 0.48 0.503 PS




w3
oo

24 2 0.047 0.002 0.001 0.04 0.041 S
25 1 0.064 0.125 0.125 1.9 2.025 i
26 2 0.064 0.002 0.001 0.03 0.031 S
27 1.5 0.047 0.002 0.001 0.04 0.041 S
28 1 0.047 0.002 0.002 0.04 0.042 S
29 1 0.064 0.002 0.002 0.03 0.032 S
30 1 0.094 0.094 0.094 1 1.094 ip
31 1 0.064 0.002 0.002 0.03 0.032 S
32 1 0.032 0.047 0.047 1.4 1.447 i
33 1.5 0.064 0.064 0.04 1 1.04 iD
34 2 0.047 0.094 0.047 2 2.047 D
35 2 0.047 0.002 0.001 0.042 0.043 S
36 2 0.064 0.064 0.032 1 1.032 ip
37 2 0.047 0.002 0.001 0.04 0.041 S
38 1.5 0.032 0.064 0.04 2 2.04 i
39 2 0.125 0.002 0.001 0.016 0.017 S
40 2 0.032 0.064 0.032 2 2.032 ip
41 0.094 0.064 0.002 0.02 0.03 0.05 S
42 2 0.047 0.002 0.001 0.04 0.041 S
43 1 0.032 0.002 0.002 0.06 0.062 S
44 1 0.094 0.002 0.002 0.02 0.022 S

Parsiyel Sinerji: PS
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DOX+TMP-SXT kombinasyonunda 23 ( % 52 ) susda indiferens etki goriilmig olup
en fazla indiferens etki bu kombinasyonda saptanmigtir. Onyedi ( % 38) sugda sinerjizim

goriliicken, 4 ( % 9 ) susda parsiyel sinerjizm bulunmustur. Bu kombinasyonun Y FIK
degerleri ve yorumlari Tablo 19’da goriilmektedir.

Tablo-19. DOX+TMP-SXT Kombinasyonun FIK Degerleri
(S FIK=FIK DOX+FIK TMP-SXT)

SUSNO| DOX |TMP-SXT | DOX+ |FIKDOX| FIK YFIK | YORUM
TMP-SXT TMP-SXT

1 0.38 0.125 0.025 0.06 0.2 0.26

2 0.25 0.064 0.016 0.064 0.25 0.314

3 0.38 0.125 0.016 0.04 0.12 0.16

4 0.25 0.032 0.016 0.064 0.5 0.564 PS
5 0.25 0.125 0.032 0.12 0.25 0.37

6 0.38 0.064 0.016 0.04 0.25 0.29 S
7 0.25 0.064 0.125 0.5 1.95 2.45 iD
8 0.50 0.125 0.016 0.032 0.12 0.152 S
9 0.25 0.032 0.094 0.37 2.93 3.3 iD
10 0.38 0.064 0.016 0.04 0.25 0.29 S
11 0.25 0.047 0.064 0.25 1.36 1.61 iD
12 0.125 0.064 0.016 0.12 0.25 0.37 S
13 0.25 0.047 0.019 0.07 0.40 0.47 S
14 0.50 0.125 0.016 0.032 0.12 0.152 S
15 0.50 0.064 0.025 0.05 0.39 0.44 S
16 0.25 0.047 0.016 0.064 0.34 0.404 S
17 0.25 0.064 0.064 0.25 1 1.25 iD
18 0.25 0.064 0.125 0.5 1.9 2.4 D
19 0.25 0.125 0.064 0.25 512 0.762 PS
20 0.19 0.064 0.019 0.1 0.29 0.39 S
21 0.094 0.016 0.016 0.17 1 1.17 iD
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22 0.38 0.064 0.125 0.32 1.9 2.22 iD
23 0.25 0.047 0.016 0.06 0.34 0.4 S
24 1 0.047 0.125 0.125 2.6 2.725 D
25 0.25 0.064 0.125 0.5 1.9 2.4 iD
26 0.75 0.064 0.125 0.16 1.9 2.06 iD
27 0.75 0.047 0.094 0.12 2 2.12 iD
28 0.25 0.047 0.125 05 2.6 3.1 D
29 0.125 0.064 0.050 0.4 0.78 1.18 iD
30 0.75 0.094 0.025 0.03 0.26 0.29 S
31 0.75 0.064 0.125 0.03 1.95 1.98 iD
32 0.19 0.032 0.016 0.08 0.5 0.58 PS
33 0.75 0.064 0.094 0.12 1.46 1.58 iD
34 0.38 0.047 0.125 0.32 2.6 2.92 ip
35 0.50 0.047 0.032 0.064 0.68 0.744 PS
36 0.50 0.064 0.064 0.12 1 1.12 1))
37 0.50 0.047 0.094 0.18 2 2.18 iD
38 0.38 0.032 0.064 0.16 2 2.16 D
39 0.50 0.125 0.002 0.004 0.016 0.02 S
40 0.25 0.032 0.094 0.25 2.9 3.15 iD
41 0.125 0.064 0.050 0.4 0.78 1.18 iD
42 0.094 0.047 0.125 1.32 2.6 3.92 iD
43 0.094 0.032 0.025 1.32 0.78 2.1 iD
44 0.38 0.094 0.016 0.04 0.17 0.21 S
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SM+DOX kombinasyonunda 27 ( % 61 ) susda sinerjizm, sekizer ( % 18 ) susda
parsiyel sinerjizm ve indiferens etkilesim, bir ( % 2 ) sugda ise antagonizma saptanmigtir.
Tablo 20°de SM+DOX kombinasyonuna ait Y FIK degerleri ve yorumlan goriilmektedir.

Tablo 20. SM+DOX Kombinasyonun FIK Degerleri
(CFIK=FIK SM+FIK DOX)

SUSNO | SM DOX | SM+DOX | FIKSM |FIKDOX| JYFIK | YORUM
1 3 0.38 0.064 0.02 0.16 0.18
2 1 0.25 0.025 0.025 0.1 0.125
3 0.38 0.38 0.094 0.24 0.24 0.48
4 0.50 0.25 0.094 0.18 0.37 0.55 PS
5 1 0.25 0.125 0.125 0.5 0.625 PS
6 0.016 0.38 0.125 7.8 0.32 8.12 A
7 0.064 0.25 0.094 1.46 0.376 1.83 iD
8 0.75 0.50 0.019 0.02 0.03 0.05 S
9 0.25 0.25 0.125 0.5 0.5 0.1 S
10 0.50 0.38 0.094 0.18 0.24 0.42 S
11 0.50 0.25 0.094 0.18 0.37 0.55 PS
12 1 0.125 0.125 0.125 1 1.125 iD
13 0.125 0.25 0.025 0.2 0.1 0.3 S
14 0.38 0.50 0.094 0.24 0.18 0.42 S
15 1 0.50 0.019 0.019 0.03 0.057 S
16 0.125 0.25 0.019 0.15 0.07 0.22 S
17 1 0.25 0.125 0.125 0.5 0.625 PS
18 1.5 0.25 0.025 0.01 0.1 0.11
19 0.064 0.25 0.019 0.29 0.07 0.36
20 2 0.19 0.019 0.009 0.1 0.109 1))
21 0.25 0.094 0.019 0.76 0.20 0.96 PS
22 0.064 0.38 0.125 1.9 0.32 2.22 i
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23 1.5 0.25 0.094 0.06 0.37 0.43 S
24 0.75 1 0.064 0.08 0.06 0.14 S
25 0.064 0.25 0.064 1 0.25 1.25 1))
26 0.050 0.75 0.125 0.25 0.16 0.41 S
27 2 0.75 0.094 0.047 0.12 0.167 S
28 0.064 0.25 0.125 1.95 0.5 2.45 iD
29 0.19 0.125 0.019 0.1 0.15 0.25 S
30 1 0.75 0.019 0.019 0.02 0.039

31 0.50 0.75 0.019 0.03 0.02 0.05

32 1 0.19 0.094 0.094 0.49 0.584 PS
33 1.5 0.75 0.125 0.08 0.16 0.24 S
34 1 0.38 0.125 0.125 0.32 0.445 S
35 1.5 0.50 0.019 0.01 0.03 0.04 S
36 0.50 0.50 0.094 0.18 0.18 0.36 S
37 0.50 0.50 0.025 0.05 0.05 0.1 S
38 0.125 0.38 0.125 1 0.32 1.32 1))
39 0.75 0.50 0.025 0.03 0.05 0.08 S
40 0.75 0.25 0.125 0.16 0.5 0.66 PS
41 1 0.125 0.025 0.025 0.2 0.225

42 0.75 0.094 0.025 0.03 0.26 0.29

43 0.50 0.094 0.125 0.25 1.3 1.55 iD
44 0.125 0.38 0.125 1 0.32 1.32 D

Antagonizma: A
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AZ+SIP kombinasyonunda 37 ( % 84 ) susda sinerjizim goriilmiistiir. RIF+DOX
kombinasyonundan sonra en fazla sinerjizim bu kombinasyonda goriilmektedir. Bes ( % 11 )
susda parsiyel sinerjizm, iki ( % 4 ) susda antagonizma bulunmustur. En fazla antagonizma bu

kombinasyonda gériilmiigtiir. Bu kombinasyona ait SFIK degerleri ve yorumlar: Tablo 21°de

goriilmektedir.
Tablo-21. AZ+SIP Kombinasyonun FIK Degerleri
(SFIK=FIK AZ+FIK SIP)

SUS NO AZ Sip AZA+SIP | FIK AZ | FIK SiP YFIK | YORUM
1 6 0.125 0.016 0.002 0.12 0.122 S
2 6 0.064 0.047 0.007 0.73 0.737 PS
3 1.5 0.125 0.016 0.01 0.12 0.13 S
4 8 0.125 0.047 0.005 0.376 0.381 S
5 0.25 0.064 0.023 0.092 0.359 0.451 S
6 2 1 0.047 0.023 0.047 0.07 S
7 2 0.125 0.064 0.032 0.512 0.544 PS
8 1 0.125 0.016 0.016 0.128 0.144 S
9 2 0.19 0.016 0.008 0.08 0.088 S
10 2 0.19 0.016 0.008 0.08 0.088 S
11 1.5 0.125 0.016 0.01 0.128 0.138 S
12 2 0.19 0.023 0.01 0.12 0.22 S
13 1 0.125 0.016 0.016 0.128 0.144 S
14 1.5 0.19 0.016 0.01 0.08 0.09 S
15 2 0.38 0.016 0.008 0.042 0.050 S
16 1 0.125 0.016 0.016 0.128 0.144 S
17 1.5 0.125 0.002 0.004 0.016 0.02 S
18 1.5 0.125 0.016 0.01 0.12 0.13 S
19 1.5 0.19 0.064 0.04 0.33 0.37 S

20 4 0.32 0.047 0.01 0.14 0.15 S




21 2 0.19 0.064 0.032 0.33 0.362 S

22 1 0.25 0.125 0.125 0.5 0.625 PS
23 6 0.125 0.032 0.005 0.256 0.261 S

24 6 0.016 0.094 0.01 5.875 5.88 A
25 4 0.32 0.023 0.05 0.1 0.15 S

26 3 0.25 0.032 0.01 0.12 0.13 S

27 2 0.19 0.047 0.02 0.24 0.26 S

28 8 0.25 0.094 0.01 0.376 0.386 S

29 2 0.25 0.016 0.008 0.064 0.072 S

30 2 0.125 0.064 0.032 0.512 0.544 PS
31 6 0.38 0.094 0.01 0.247 0.257 S

32 2 0.19 0.016 0.008 0.08 0.088

33 1.5 0.125 0.064 0.04 0.512 0.552 PS
34 2 0.125 0.75 0.375 6 6.375 A

35 1 0.19 0.047 0.047 0.24 0.287 S

36 2 0.19 0.016 0.008 0.08 0.088 S

37 1 0.125 0.016 0.016 0.128 0.144 S

38 1.5 0.19 0.023 0.01 0.12 0.13 S

39 2 0.38 0.016 0.008 0.04 0.048 S

40 1.5 0.19 0.047 0.03 0.24 0.27 S

41 1.5 0.38 0.023 0.01 0.06 0.07 S

42 3 0.50 0.016 0.005 0.032 0.037 S

43 3 0.50 0.125 0.004 0.25 0.254 S

44 1 0.38 0.016 0.016 0.04 0.056 S




45

Kombinasyonlarmn test edilen B.melitensis suslarma sinerjizm, parsiyel sinerjizm,
indiferens ve antagonizma oranlar1 Tablo 21°de gosterilmistir.

Tablo 22. Kombinasyonlarin FIK index yiizdelerinin yorumlari

[y

| L)

| RIMDOX | 93 (41/44)
| RIF+ TMP-SXT | 54 (24/44) |

| TMP-SXT +DOX | 38 (17/44)
SM+DOX | 61 (27/44)

AZICIP | B4 (374

Kombinasyon | S.(£0.5) | P.S.(0.5>,<1)

(%)

9 (4/44)
18 (8/44)
11(5/44)

IL(1,<4)
(%)

7 (3/44) |
3917 4) |
52(23/44) |

18 (8/44)

S: Sinerjizm, P.S: Parsiyel Sinerjizm, I: Indeferens, A: Antagonizma

Kombinasyonlarm ve tiim g¢ahgmanin MIK degerlerinin

goriiniimii agagidaki 2,3,4,5,6,7 numarah grafiklerde goriilmektedir.

A.(<4)
(%)

2(1/44)
4(2/44)

garfiksel olarak
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Grafik 2. RIF + DOX kombinasyonun grafiksel olarak gériiniimii.
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Grafik 3. RIF + TMP-SXT Kombinasyonun grafiksel olarak goriiniimii.
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Grafik 4. TMP-SXT+ DOX kombinasyonun grafiksel olarak gdriintimii.
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Grafik 5. SM + DOX kombinasyonun grafiksel olarak goriiniimi.
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Grafik-6.AZ+CIP Kombinasyonun grafiksel olarak goriiniimii

48

Sus Sayisi
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Grafik 7. Bes kombinasyona ait sonuglarin grafiksel olarak gériiniimii.
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5. TARTISMA

Bruselloz insanlara hayvanlarin siitleri, infekte siitten yapimug st Griinleri, gebelik
materyalleri gibi infekte tiim hayvan materyallerinden bulasir (41,42). Giiniimiizde bruselioz
olgulari, hayvanlardan Brucella’y: eradike etmis tilkelerde goriilmemekle birlikte, {ilkemizin
de igerisinde bulundugu Akdeniz iilkeleri, Arap yanm adas: basta olmak iizere Orta ve Bat:
Avrupa iilkeleri, Latin Amerika iilkeleri, Bat1 ve Orta Asya iilkelerinde goriilmektedir (5).
Infeksiyonun rezervuari olan koyun, kegi, sigir, domuz gibi ciftlik hayvanlarmin yam sira
kopekler ve vahsi hayvanlar da insanlar i¢in 6nemli kaynaklari olustururlar. Ancak belirtilen
bu hayvan tiirleri arasinda, hastah bulastrma sekilleri arasinda belirgin farklar
bulunmaktadir; Srnegin koyun ve kegilerde goriilen B. melitensis, insan igin olduk¢a patojen
bir tiirdiir. Sigirlarda bulunan B. abortus’un patojenitesi daha azdir. (1,4,43).

Ulkemizdeki olgularm ¢ogu B. melitensis’e baghdir (8). Cahgmaya aldifimz 44
susun tamamu B. melitensis olarak identifiye edilmigtir. Cabsmamizda B. abortus’un
bulunmamasinm nedenleri olarak; B. melitensis’in daha fazla patojen olmasi, B. melitensis’in
mide pH’sindan B. abortus kadar etkilenmemesi, laboratuarimiza gelen kiiltiir numunelerinin
hem aerob hemde anaerob siselere bazen alinmamas: seklinde agiklanabilir (1,43). B. abortus
szellikle ilk izolasyonunda %5-10 CO:z ‘e gerek duymaktadir.

Hastahk etkeni olan Brucella bakterisinin intraseliiler yerlesmesi, basta
retikiiloendoteliyal sistem olmak (izere karaciger, dalak, kemik iligi, bobrek, santral sinir
sistemi, endokard, testis, overlerde hastalia neden olmaktadir. Brusella bakterileri hiicre ici
patojendirler ve fagolizozom gibi asidik ortamlara ( ~pH 5.4) direng gosterirler. Intraseliiler
yerlesimleri bakterilerin antikorlardan ve antimikrobiklerden korunmalarm: saglar. Bu
nedenle antimikrobikler ile yapilan tedavide mutlaka hiicre igerisine iyi penetre olabilen
kombinasyonlar segilmeli ve tedavi siiresi uzun tutulmahdir. Bu yapimadifi takdirde
tedavide yasanan giiglikler artmakta, bunun sonucu olarak da nitksler ve komplikasyoniar
goriilmektedir. Relapsin yada tedavideki bagarisizifin sorumlusu olarak bakterilerin hiicre
icerisine iyi penetre olmalan digiiniilmektedir. Bakteriler fagosite edildikleri makrofajlar
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icerisine iyi penetre olmamalari diigiiniilmektedir. Bakteriler fagosite edildikleri makrofajlar
icerisinde canlihiklari siirdiirmekte, verilen antimikrobikler bu bolgeye ulagamamakta veya
ulasabilseler de bakterileri bazi nedenlerle inhibe edememektedirler. Béylece antimikrobikler
uzun siireli verilmediklerinde fagosite edildikleri hiicrelerde gizlenen bakteriler bir sekilde
aciga ¢ikmakta, relapslara ya da tedavide basarisizia neden olmaktadir. Dolayli olarak bu da
ekonomik kayiplara neden olmakta, kronik vakalarda yasam kalitesini olumsuz yonde
etkilemektedir (9,11,13,31,32).

Ulkemizde ve diinyada birgok bolgede karsilagilan bruselloz, zaman zaman kilgiik
epidemiler yapar. Ozellikle mayis-agustos aylarnda hastahk fazla oranda goriilmektedir.
Calsmamizda Brucella bakterisi tirettigimiz olgular en fazla bu dénemde olmustur (Tablo
10). Bu dénemde bblgemizde hayvanlarmn yavrulama déneminin basladigy, siit {iretiminin en
{ist noktaya cikti§, tatil dolayisiyla kirsal alana gdgiin oldugu ve peynir iiretiminin arttigt
donem olmasi nedeniyle hasta sayismda artig olmugtur. Halk saghfmi olumsuz yonde
etkileyip, ciddi diizeyde ekonomik kayiplara neden olan bruselloz, aym zamanda etkilenen
kesimlerde yasam kalitesini de diigiirmektedir (5). Yaklagk 1850 ’lerden beri bilinen bir
hastalik olmasma karsm, tedavide kullanilmasi gereken ilaglarm en etkili ve en az toksik
olanmnn segimi halen tartigmahdir (1,36).

Zor ireyen mikroorganizmalarm bir kismu igin antimikrobiyal duyarhhk
deneylerinde bir standart getirilmesine karsmn, bruselloz igin tizerinde birlik saglanmug bir
standart heniiz yoktur (32).

Brucelloz tedavisinde tek bir antibiyotigin kullanilmasi Snerilmemektedir. Tekli
bir protokoliin relapslara neden oldugu goriisii kabul edilmektedir (9). Kabul goren tedavi
protokolleri asagidaki bigimde 6zetlenebilir,

1. RIF+DOX kombinasyonu: Giiniimiizde en sik dnerilen kombinasyondur (9).

2. SM+DOX kombinasyonu: SM’li kombinasyonlarda relaps orammin daha

diistik oldugunu bildiren ¢aligmalar mevcuttur (9).

3. Tetrasiklin+ SM kombinasyonu: Diinya Saghk Orgiitii (DSO) niin onerdigi

ilk rejimdir.

4. RIF+SXT kombinasyonu: Bu kombinasyonun etkili olduguna dair az sayida

¢aligma mevcuttur.

5. AZ+SIP kombinasyonu: Son zamanlarda klinik kullanum olan bir

kombinasyondur.

Hastabgin klasik tedavisi RIF-DOX ve SM-DOX seklindedir. SM’in intramiiskiiler

enjeksiyonlar gerektirmesi ve 8. Sinir iizerine irreversbl toksik etkileri nedeniyle ve de SM ve
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tetrasiklinin gebelerde kontrendike olmasi, tetrasiklinlerin 8 yas altinda kemiklerde
istenmeyen etkiler olugturmas: (4,36,37,44), bu yas grubunda kullamlacak bir kombinasyon
olan RIF+SXT kombinasyonunu ¢ahsmamiza eklememize neden olmustur. Giinde iki defa
almyor olmasi, emiliminin % 95-100 olmasi, gastrointestinal sistemde irritasyona yol
agmamasi nedeniyle tetrasiklinlerden de doksisiklini segmemizi saglamustir.

Son yillarda azitromisin ve siprofloksasin ile ilgili yapilan c¢ahgmalar mevcuttur.
Tiiberkiilozon sik goriildiigii iilkemizde rifampisin ve streptomisinin siklikla bu infeksiyon
igin kullamimasi, rifampisinin hepatotoksik etkisinin fazla olmasi, streptomisinin doza bagh
itreversibl 8. sinir izerine toksik etkisinin olmasi nedeniyle azitromisintsiprofloksasin
kombinasyonunu segmemize neden olmugtur

Antibiyotik kombinasyonlarmmn in-vitro etkilesimlerini dogru olarak gOsteren bir
yontemin gelistirilmesi yllardir arastwrmacilarm hedefi olmustur. Yaygn olarak kullamlan
dama tahtast ve zamana bagh 8lim ySntemlerinin uygulanmasinda ve yorumlanmasinda bazi
kisitlamalar bulunmaktadir. Kald: ki Brucella bakterisi igin kabul edilen standart bir yontem
heniiz yoktur. E-test yOnteminin antibiyotik kombinasyonlarinmn etkilegimini aragtirmak
amaci ile kullandmasi diger iki klasik yonteme gore daha yenidir. In vitro sinerji testlerinin
oldukga zahmetli ve zaman ahci oldugu disiiniiliirse E-test’in rutin laboratuvarda kullamm
teknik agidan daha avantajhdur.

Rifampisinin hiicre igi iyi penetrasyonu, kullanim kolayhlig bu antibiyotigi
bruselloz tedavisinde 6n plana gikarmugtir (45). Tek bagmna kullamimadan kombinasyon
tedavisi seklinde bagartyla kullanilabilir (46).

Bosch ve ark.’nn (47), 95 B. melitensis suslarma karst yaptiklari duyarhlik
calismasinda, rifampisinin MIK arahgm 0.12-4.0 pg/ml, olarak bulunmusg ve suglarin % 98’1
2.0 pg/mPde inhibe olmugstur. Khan ve ark.’nn (44), yaptif1 ¢ahymada ise rifampisin icin
MIK araig1 0.02-2.5 pg/ml, MIK9o degeri 1.25ug/ml olar ak bulunmustur. Rubinstein ve
ark.’nin (48), 86 B. melitensis susu ile yaptiklari rifampisin duyarlilik ¢ahsmasinda MiKso
degerini 4 pg/ml olarak bildirmglerdir. Akova ve ark.’nin (46), 1993 yilinda 49 B. melitensis
susuna kars1 yaptiklar1 duyarhlik ¢absmasinda, rifampisinin MIK arahgm 0.03-1.0 pg/ml ve
MiKso degerini 0.5ug/ml, 1995 yilinda ise benzer gahsmayr 42 B. melitensis susuna
yapruslar ve MiK90 degerini 8.0 pg/ml olarak bulmglardir. Ariza ve arkadaglari (49), 81 B.
melitensis susuna rifampisin duyarlihg: cabsmislar, MIK arabgmi 0.5-2.0 pg/ml, MIiK9o
degerini 1pg/ml bulmuglardir. Evrensel (50), 1996 yilinda yapmis oldugu uzmanhk tezi
calismasinda 42 B. melitensis suguna rifampisin duyarliifi ¢ahgmus, MiK arabgm 0.5-4.0
pg/ml, MiKgo degerini ise 2.Qug/ml olarak bulm ustur. Siimerkan ve ark.’nm (51), 52 B.
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melitensis susuna yaptiklar1 duyarhlik ¢ahismasinda rifampisinin MiK degerlerini 1-4 pg/ml
arasinda bulmuglar, MIK9o degerini 4ig/ml olarak tesbit  etmiglerdir. Calismamizda
rifampisin’in MIK araligim 0.094-3 pg/ml olarak bulduk. Tablo 23’de diger ¢ahigmacilarin
rifampisin i¢in bulduklart MIK degerleri ile kendi gahismamizda buldugumuz MIK degerleri
gosterilmektedir.

Tablo 23. Rifampisin ile yapilan gesitli gahgmalarda alman MIK degerleri

Cahismacilar Cahsmanin yontemi MIK (pg/ml)
Bosch ve ark. (47) Agar diltisyon 0.12-4.0
Khan ve ark. (44) Broth diliisyon 0.02-2.5
Rubinstein ve ark. (48) Zamana bagh 6lim 4

Ariza ve ark. (49) Agar dilasyon 0.5-2.0
Akova ve ark. (46) Broth diliisyon 0.03-1.0
Siimerkan ve ark. (51) Agar diliisyon 1-4
Evrensel (50) Agar diliisyon 0.5-4
Calismamizda E-Test 0.094-3

Evrensel (50), 42 B. melitensis susuna karst doksisiklin duyarlihgnda MIK
arahgim 0.06-1 pg/ml, MiK9o degerini 0.25 g/ ml olarak bulmustur. Akova ve ark.’nin (46),
49 Brucella susu ile yaptiklari doksisiklin duyarlibk ¢ahsmasinda MIK arabgm 0.03-0.5
pg/ml ve MiKoo degerini 0.5pg/mi olarak bul muglardir. Bosch ve ark.’nm (47), 95 B.
melitensis sugu ile yaptiklar doksisiklin duyarlihk ¢ahgmasinda % 100°{iniin 0.25 pg/ml’de
inhibe oldugunu saptamuglar ve tetrasiklinler icerisinde en aktif antibiyotifin doksisiklin
oldugunu bildirmiglerdir. Ariza ve ark.’min (49), 81 B. melitensis suguna kars1 doksisiklin ile
yaptiklar1 duyarhlik gabsmasmda MIK arahgm 0.06-0.25 pg/ml ve MIK9o degerini 0.25
pg/ml olarak saptamuglardir. Stimerkan ve ark.’nin (51), 52 B. melitensis susuna yaptiklari
duyarllik ¢ahsmasinda doksisiklinin MIK degerlerini 0.03-1 pg/ml arasinda bulmuslar,
MiK90 degerini 0.5 pg/ml olarak tesbit e tmiglerdir. Calismamizda doksisiklin’in MIK araligin
0.094-1 pg/ml olarak bulduk. Tablo 24°de daha once doksisiklin i¢in yapilan ¢aligmalarda
bulunan MIK degerleri ile kendi gahsmamizda buldugumuz MIK degerleri gosterilmektedir.
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Tablo 25. Trimetopriny/siilfometaksazol ile yapilan gesitli ahgmalarda alnan MIK degerleri

Cahsmacilar Cahgmanin yontemi MiK (pg/ml)
Khan ve ark. ( 44) Broth diliisyon 5-25
Siimerken ve ark. (51) Agar diliisyon 0.5-9.5
Caligmanmuzda E-Test ile 0.016-0.125

Goktas ve ark. (53), 8 B. melitensis susuna gesiti  antibiyotik
kombinasyonlarinm etkinliklerini aragtirmuglar ofloksasin+rifampisin ve
ofloksasin+doksisiklin kombinasyonlarinda invitro sinerjizm goriilmezken,
siprofloksasin+doksisiklin, siprofloksasintrifampisin, doksisiklin+rifampisin
kombinasyonlarinda aditif etki saptamuglardir.

Cahsmamizda rifampisin+ trimetoprinvsiilfometoksazol kombinasyonu igin MIK
degerlerini 0.002-0.125 pg/ml arasinda bulduk. Rifampisin+trimetopriny/siilfometoksazol
kombinasyonu igin yaptigimiz FIK index hesaplamasinda 24 ( %54) sugda invitro sinerjizm,
17(% 39) susda indeferens ve 3 (%7) sugda parsiyel sinerjizm saptadik. Doksisiklinin yan
etkileri nedeniyle rifampisin+doksisiklin kombinasyonun kullanlamadifi hasta gurubunda
rifampisin+ trimetoprimy/siilfometoksazol kombinasyonun kullanilabilecegini dilgiintiyoruz.

Khan ve ark. (44), streptomisin igin MIK degerini 0.15-5.0  olarak
bulmugturlardir. Stimerkan ve ark.’mn (54), 52 B. melitensis susuna yaptiklar1 duyarhlik
calismasinda streptomisin icin MIK degerleri 0.25-4 pg/ml, MK 90 degeri ise 2ug/ml olarak
bulunmustur. Giir ve ark. (54), 42 B. melitensis susu igin broth mikrodiltisyon y6ntemiyle
streptomisin igin MIK degerini 256pg/ml, E test ile 256-128 pg/mi arasinda bulmuglardir.

Yaptiimiz gahsmada streptomisin’in MIK arabgmi 0.016-3 pg/ml arasnda
bulduk. Tablo 26’da daha once streptomisin igin yapilan ¢alismalarda bulunan MIK degerleri
ile kendi ¢alismamizda buldugumuz MIK degerleri gdsterilmektedir.
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Tablo 26. Streptomisin ile yapilan gesitli gahgmalarda alinan MIK degerleri

Cahsmacilar Cahsmanin yéntemi MIK (pg/ml)
Khan ve ark. (44) Broth diliisyon 0.15-5.0
Giir ve ark. (54) Broth diliisyon 256

Giir ve ark. (54) E-Test 256-128
Siimerken ve ark. (51) Agar dilisyon 0.25-4
Caligmamizda E-Test 0.016-3

Streptomisin+doksisiklin kombinasyonu igin 44 B. melitensis susunda MIK
degerlerini 0.019-0.125 pg/ml arasinda bulduk.Yapilan FIK index hesaplamalarinda 27 (%
62) sugda invitro sinerjizm saptadik. Tablo 21’ de goriildiigii gibi 1 (% 2) susda antagonizma
saptadik.

Cahsmamuzda trimetoprim/siilfometoksazol +doksisiklin kombinasyonu igin MIK
degerlerini 0.002-0.125 pg/ml arasmda bulduk. Bu kombinasyon i¢in yapilan FIK index
hesaplamalarnda 17 (% 38) sugda sinerjizm saptadik. Calgmaya aldifumz tiim
kombinasyonlar igerisinde en dusiik sinerjizm bu kombinasyonda goriilmiigtiir. En yiksek
oranda indeferens de 23 (% 53) susla bu kombinasyonda bulunmustur. Yapilan istatistiksel
calismada bu kombinasyonda anlamh yiiksek fark bulundu (Tablo 7).

Klasik tedavide kullamlan antibiyotiklerle, kinolon ve makrolidlerin
kombinasyonu ile ilgili yeterli ¢alisma yoktur. Bazi makrolidlerin invitro duyarhlk
calismalarinda Brucella bakterisine karsi etkin antibiyotik olduklarm bildiren c¢alismalar
meveuttur (55,56). Garcia Rodriguez ve ark.’nin (55), yaptig1 ¢ahsmada Brucella bakterisine
kars1 en etkili makrolidin azitromisin ve klaritromisin oldugunu saptamiglardir. Landinez ve
ark.’nin (56), yaptiklari bir gahsmada 358 B.melitensis susuna karst azitromisinin MIK
araligm 0.03-2.0 pg/ml olarak bulmuslardir. Benzer bir ¢alismayr Garcia Rodriguez ve ark.
(55), yapmis ve azitromisin i¢in MIK araligm 0.1-4.0 pg/ml olarak bulmuslardir. Evrensel
(50), yaptip1 cahgmada azitromisin i¢in MIK arahgm 0.5-32pg/ml olarak bulmustur.
Cahsmamizda azitromisin igin MIK arahgmm 0.25-8 pg/ml olarak bulduk. Tablo 27°de daha
dnce azitromisin igin yapilan ¢alismalarda bulunan MIK degerleri ile kendi ¢ahgmamizda

buldugumuz MIK degerleri gdsterilmektedir.
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olarak bulduk. Tablo 28°de daha 6nce siprofloksasin igin yapilan galismalarda bulunan MIK
degerleri ile kendi galigmamizda buldugumuz MIK degerleri gosterilmektedir.

Tablo 28. Siprofloksasin ile yapilan cesitli calismalarda alman MiK degerleri

Cahsmacilar Cahsmanmn yontemi MIiK (ug/ml)
Bosch ve ark. (47) Agar diliisyon 0.12-0.5
Khan ve ark. (44) Broth diltisyon 1.25-2.5
Doganay ve ark. (57) Agar diliisyon 0.125-0.25
Stimerkan ve ark. (51) Agar diliisyon 0.06-0.5
Evrensel (50) Agar dilisyon 0.25-1.0
Cahsgmamizda E-Test 0.016-1.0

Yapmig oldugumuz  azitromisintsiprofloksasin = kombinasyonun  duyarlihk
calismasinda 37 (% 85) susla sinerjizm goriilmigtiir. Tki sugda antagonizma saptanmis, bu
kombinasyonda indeferens bulunamamgtir. RIF+DOX kombinasyonundan sonra bu
kombinasyonda istatistiksel olarak fark anlamh diigiik bulunmugtur (Tablo 7).

Gerek lilkemizde gerekse yurt diginda yapilan g¢ahgmalarda kinolon grubu
antibiyotiklerden siprofloksasinin B. melitensis suglar1 {izerine iyi bir invitro etkinlik
gOsterdigi anlagiimaktadir. Yaptigimiz ¢ahsma sonuglari da bunu destekler niteliktedir.

Sonuglarmz bize rifampisin + doksisiklin, streptomisin + doksisiklin ve
azitromisin+siprofloksasin kombinasyonlarmm in vitro sinerjizm  gdsterdifini ortaya
koymaktadir. Bu sonuglarin klinik yamtmm aym paralelde olup olmayacagm bilemiyoruz.
Ciinkii burada ilaglarm in vivo etkilerini etkileyen diger parametreler belirleyici olur. Bu
parametreler antimikrobiyallerin hiicre igerisine yeterli diizeyde girip girmemesi, ortamm
pH’s, ilaglarin biyoyararlanim: gibi dzetlenebilir.

Ortaya ¢ikan tabloda goriiliiyor ki, B. melitensis tedavisinde en etkili
kombinasyon rifampisin+doksisiklin ve  azitromisint+siprofloksasin kombinasyonudur.
Rifampisin+doksisiklin  kombinasyonu ile 41 (%93) susda sinerjizim saptanmugtr.
Azitromisin+siprofloksasin kombinasyonunda sinerjizm saptanan sus sayist 37 ( % 84 ) olup
bu kombinasyonu 27 ( % 61 ) susla streptomisin+doksisiklin kombinasyonu izlemistir
(Tablo 21). E test ile yapilan bu ¢ahsma, Brucella bakterileri i¢in antimikrobiyal duyarhlk
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testlerinin  yapilabilecegini ve ¢ok fazla bir alt yap1 gerektirmeden her yerde
kullanilabilece@ini gostermistir.

Bruselloz tedavisinde, ileride kullamma girecek olan, hiicre igerisine iyi penetre
olan antibiyotiklerle benzer gahsmalarin tekrarlanmas: gerekecektir. Bu tiir galigmalar hayvan
deneyleri ilede desteklenmelidir. Niksler de diisiiniildiigiinde bruselloz tedavisinde etkili
olan antibiyotik aragtirmalar: i¢in halen agik bir alandir.
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Genelde klasik bruselloz tedavisinde kullamlan antimikrobiyaller pediatrik yas
grubu igin gesitli nedenlerle istenmeyen etkiler olustururlar. Ozellikle iilkemizin de igerisinde
bulundugu cografyada bruselloz’un yaygnligi oldugu g6z oniinde bulundurulursa, pediatrik
yag grubu igin yeni antimikrobiyal kombinasyonlarn ¢aligilmasmm gerekli oldugunu
diigiiniiyoruz.



7. OZET

Gelismekte olan iilkelerde Snemli bir saghk sorunu olan bruselloz, aym zamanda
ciddi diizeyde ekonomik kayiplara da neden olmaktadir. Uzun zamandir bilinen bir hastalik
olmasma ragmen en etkili tedavi protokolli heniiz belirlenememistir. Brucella’lar hiicre ici
mikroorganizmalar olduklarindan eradikasyonlar giigtiir ve relapslar siklikla gortilmektedir.

Caligmarmzin  amact  1999-2001 doneminde hastanemizde degisik klinik
srneklerden izole edilen 44 adet Brucella susunun tiplendirilmesi ve bu bakterilere rifampisin
+ doksisiklin, rifampisin + trimetoprinysiilfometoksazol, trimetoprim/siilfometoksazol +
doksisiklin, streptomisin+doksisiklin, azitromisin+siprofloksasin kombinasyonlarmm in vitro
duyarhklarmmn test etmektir.

Test yontemi olarak, kolay uygulanmasi, fazla alt yaptya ihtiyag gostermemesi,
kombinasyon seklinde ¢ahgiltyor olmast ve MIK degeri veriyor olmast nedenleriyle E test
yontemini segtik. Calsmamizda, DSO’niin de Onerdifi rifampisin  +  doksisiklin
kombinasyonunu B. melitensis suglarma en etkili antibiyotik kombinasyonu olarak tespit
edilmistir. Bu kombinasyonun kullanilamadig durumlarda azitromisin + siprofloksasin
kombinasyonu giivenle kullanulabilir diisiincesindeyiz.



8. ABSTRACT

Brucellosis is an important health care problem in developing countries and causes
significant economic lost. Although it’s a well known disease since ancient times, its
effective therapy protocol has not been established yet. Because of brucellae are located
intracellularly, the organisms are not readily eradicated from the host and relapses are
seen frequently.

The aim of this study was to type the 44 isolates of brucellae recovered from various
clinical specimens from 1999 through 2001, and to test the susceptibilities of these
isolates against rifampicin+doxycycline, rifampicin+trimethopriny/sulfamethoxazole,
trimethoprim/sulfamethoxazole+doxycycline, streptomycin+doxycycline and
azitromycin-+ciprofloxacine in vitro.

E test method was used for antimicrobial susceptibility testing because it’s easy to
applicate, it can be used with antibiotic combinations and allows quantitative
determination of MIC’s. Rifampicint+doxycycline combination was found to be the most
effective therapeutic against B. melitensis isolates as indicated by the WHO (World
Health Organisation). Combination of azitromycine+ciprofloxacine can be used

confidently when the above mentioned combination cannot be used.
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