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1. GIRIS VE AMAC

Brusella hiicre i¢i yerlesen ve memeliler arasinda genis bir konak dagilimi

gosteren fakiiltatif intraselliiler bir bakteridir (1).

Brusella cinsi bakterilerle olusan bruselloz, titreme ile yiikselen ates, kas ve
biiyiik eklem agrilar1 ile seyreden bir zoonozdur (2,3,4). Brusella bakterileri; koyun,
keci sigir, manda ve domuz gibi hayvanlarm etleri, siit, idrar gibi viicut sivilari,
infekte siit ile hazirlanan siit tiriinleri, infekte hayvanin gebelik materyali araciligi ile

insanlara bulasir (1,5).

Brusellozda klasik tedavi siiresinin uzunlugu, tedavilerdeki yetersizlikler ve
niiksler, kullanilan antibiyotiklerin yan etkileri nedeniyle yeni ilaglarin denenmesine
gerek duyulmustur. /n vitro galismalarm sonuglari ile klinik sonuglarmn korelasyonu
onemlidir (6). Hiicre i¢i penetrasyonu ¢ok iyi olan yeni kinolonlarin tedaviye girisi

imit vericidir (7).

Bu c¢aligmada yeni kinolonlardan levofloksasin’in in vivo olarak Brucella
melitensis (biyovar-3) laboratuvar susuna etkinligi klasik tedavi yontemlerinden biri

olan doksisiklin tedavisi ile karsilastirildi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. TARIHCE

Bruselloz, ilk defa Marston tarafindan 1859 yilinda Kirim Savasi esnasinda
Malta adasinda, halsizlik, yorgunluk, kaslarda bitkinlik, ates, zayiflama ile seyreden,
“Mediterranean gastric remittent fever” olarak tanimlanan bir hastaliktir (1,4).
Bruselloz’un etkeni ise Bruce tarafindan 1886 yilinda Malta Hummas1 adi verilen
hastaliktan &lmiis Ingiliz askerlerinin dalagmdan izole edilmis ve Micrococcus
melitensis olarak isimlendirilmistir. Daha sonra bu bakterinin ad1 Brucella melitensis

(B. melitensis) olarak degistirilmistir (4,5,8).

Brusella cinsi liyeleri ile degisik infeksiyonlar tanimlanmistir. Nocard, 1862
yilinda B. abortus’un fotal membranlarda ve gebe sigirlarin uterus membranlarinda
bulundugunu bildirmis ise de bu bakterinin izolasyonu Bang tarafindan 1897 yilinda

ineklerin diigiik materyalinden yapilmastir (1,8).

Cinsin tg¢iincii iiyesi olan B. suis; 1914 yilinda Traum tarafindan Amerika
Birlesik Devletleri’nin Indiana eyaletinde prematiire dogan domuz yavrularmnin

karaciger, mide ve bobreklerinden izole edilmistir (5,8).



Brusella’nin giiniimiizde tanimlanmig alt1 tiiri bulunmaktadir. Bunlar B.
melitensis, B. abortus, B. suis, B. ovis, B. neotoma ve B. canis’dir. B. ovis ve

B.neotomae’nin insanda nadiren infeksiyona neden oldugu bildirilmistir (9).

2.2. MORFOLOJI VE BOYANMA OZELLIKLERIi

Brusella bakterileri, 0.5-0.7 um (mikrometre) eninde, 0.6-1.5 um boyunda,
Gram negatif mikroorganizmalardir. Bazen bipolar boyanirlar, aside direncli
degildirler ancak zayif asitler ile dekolorizasyona dayaniklidirlar ve Macchiavello
boyama veya Stamp ve ark, (1950)’nin kullandig1 modifiye Ziehl-Neelsen boyama
yontemi ile kirmiz1 boyanirlar (10). Kok, kokobasil ya da kisa zincir halinde, tek tek,
nadir olarak gruplar halinde goriiliirler (3,10). Gergek kapsiil iiretmezler, hareketsiz

ve sporsuzdurlar (2,5,10,11).

Brusella bakterilerinin ince yapisi, diger Gram negatif bakterilere
benzemekle birlikte Escherichia coli ile 6zdeslestirilen Enterobacteriaceae
iiyelerinden 6nemli farkliliklar  gosterirler (10). Brusella hiicre duvarmin en disinda
9 nanometre (nm) kalmhginda lipopolisakkarit-protein tabaka ve disa dogru uzanan
polisakkarit zincirler bulunur. Bu bdlge, hem S (smooth) tipi koloni yapan hem de S
tipi koloni yapmayan bakterilerde major yiizey antijenlerinin yerlesim yeridir.
Lipopolisakkarit-protein tabaka, 3-5 nm kalinliginda elektron yogun miiramik asit
iceren peptidoglikan tabakasina i¢ katmanda baglidir. Brusella’da bu tabaka E.coli’
dekinden daha ¢ok gbze carpar (8,10). Daha igte S tipi koloni yapan bakterilerde 3-6
nm kalinliginda diistik elektron yogunluklu periplazmik alan, S tipi koloni yapmayan
bakterilerde 30 nm’ ye kadar ¢ikmaktadir. Diger bakterilerde hiicre duvar sentezi ve
hiicre boliinmesi sirasinda gorev alan periplazmik enzimlerin yerlestigi bu bdlgenin
islevi brusella’lar da tam olarak bilinmemektedir. Dogal haptenler ve polisakkarit B
gibi hiicre duvar komponentlerinin burada yerlestigi diisiiniilmektedir. Periplazmik
araligin altinda yer alan sitoplazmik membran, tipik {i¢ katmanli lipoprotein
yapidadir. Brusella bakterilerinin sitoplazmasi olduk¢a homojen olup, kiigiik vakuol

ve polisakkarit igeren graniiller bulundurur (10).



Brusella hiicresinin kimyasal analizi detayli olarak belirlenememistir. S tipi
koloni yapan bakterilerin hiicre duvarinda %37 protein, %14 karbonhidrat, %18
lipid, %0.46 miiramik asit ve %0.1 2-keto-3- deoksioktilosonik asit (KDO) bulunur.
S tipi koloni yapmayanlarda ise hiicre duvar1 %47.5 protein, %13 karbonhidrat, %17
lipid, %0.4 miiramik asit ve %0.1 KDO vardir (10).

2.3. UREME VE BiYOKIMYASAL OZELLIiKLER

Pek c¢ok Brusella susu ilk izolasyonda yavas {lreyen, nazli
mikroorganizmalardir. Koloniler, 37°C‘de 48 saat inkiibasyondan sonra ancak
goriilebilir duruma gelir. Ilk izolasyonlarinda kompleks besiyerlerine ihtiyag
duyarlar. Doku 06zeti, kan, serum, triptoz gibi kompleks peptonlu, glikoz ve tuz
iceren besiyerlerinde iyi Urerler (5,9,10,11). Kemoorganotrofik bakterilerdir. Bir¢ok
sus pek ¢ok amino asit, tiamin, nikotin amid ve magnezyum igeren besiyerlerine
ihtiya¢ duyar (2). Zengin besiyerlerinde diizgiin kenarli, konveks, nemli, parlak
koloniler olustururlar. Kolonileri hemolizsiz ve pigmentsizdir. B. melitensis ve B.
abortus’ un bazi suslarinin kolonileri, eski kiiltiirlerde esmer renkte goriilebilir. B.

ovis ve B. canis kolonileri normal olarak piiriizlii R (rough) koloni seklindedir (5).

Brusella bakterileri zorunlu aeropturlar. Pek c¢ok sus, Ozellikle ilk
izolasyonda %5-10 COz‘e ihtiya¢ duyar. Optimal tireme 1s1s1 37°C olup 20-40°C’de
ireyebilirler. Optimal tireme pH’s1 6.7-7.4’diir. Brusella’lar katalaz ve genellikle
oksidaz pozitiftirler (9). Nitratlar1 nitritlere g¢evirmezler. B. neotomae disinda
karbonhidratlardan asit yapmazlar. indol olusturmazlar. Eritrositleri par¢alamazlar.
Voges-Proskauer testi, sitrat ve metil kirmizisi testleri negatiftir. Brusella’larda G+C

orani %55-58 mol’diir (2,5,10,11).

Brusella cinsi mikroorganizmalar 60°C’de 10 dakika (dk) da, % 1 fenolde
15 dk’da oliir. Normal mide asiti mikroorganizmayi 6ldiirmeye yeterlidir. Ancak B.
melitensis mide asitine B. abortus’tan daha direnglidir. Bunun yaninda hayvanlarin
barmndig1 ahir tozlarinda alti1 hafta, suda 10 hafta canlilimi siirdiirebilir. Diisiik

yapmis hayvan fetiisiinde 75 giin, infekte ¢ig siitten yapilmis dondurmada 30 giin, ¢ig



stitten yapilmig tuzsuz krema yaginda buzdolabinda 142 giin, %10 tuz igeren

salamura peynirinde 45 giin, %17 tuz igerenlerde ise bir ay yasayabilir (3,4,5).

B. melitensis, B. abortus, B. suis, A ve M olarak isimlendirilen, 1siya
dayanikli, agliitinasyon reaksiyonlarindan sorumlu, yiizey antijenlerine sahiptirler. B.
abortus ve B. suis’de A antijeni fazla, M antijeni az, B. melitensis de ise M antijeni
fazla, A antijeni az miktarlardadir. Bu miktarlar oran olarak ifade edildiginde, B.
abortus ve B. suis de A’nin M’ ye oran1 20/1 iken, B. melitensis de bu oran 1/20’ dir
(5,11,12).

Brusella’larin, ayrica Salmonellalari Vi antijenlerine benzeyen L antijenleri
de gosterilmistir. Daha ¢ok B. abortus tiplerinde bulunmus olan L antijeni, yeni izole
edilen bakterilerde de var olup, onlarin immiin serumlarla agliitinasyonuna engel
olmaktadir. Bu olay, serum 100°C’de 30 dk 1sitildiktan sonra ortadan kalkmaktadir
(5,12).

Brusella cinsi bakteri antijenlerinin Yersinia enterocolitica, Francisella
tularensis ve Vibrio cholerae gibi bakteriler ile ¢apraz reaksiyon verdigi

belirlenmistir (5).

Brusellalarin antijenik yapisinda S-R degisikligine bagli farkliliklar bulunur.
Bu farklhiliklarin  genetik ve fizyolojik mekanizmasi heniiz tam olarak

aciklanamamustir (5,10).

2.4. KLINiK GORUNUMLERI VE PATOGENEZI

Brusella  bakterilerinin  viriilansinin ~ dayandigi esas tam olarak
bilinmemektedir. Bakterilerde ekzotoksin bulunmamistir. Bununla beraber
Brusella’larin hiicre maddeleri toksiktir. Saf olarak elde edilen bir endotoksinin
fareler i¢in ¢ok toksik oldugu belirlenmistir. Bununla beraber bu endotoksin
niteligindeki madde, gerek viriilan ve gerekse avirulan kokenler de ayni yap1 ve
miktarda bulunmustur. Bu maddenin hastalik olusturmada roli oldugu kabul

edilmekle beraber virulan kokenlerin avirulanlara gore hiicre icinde daha ¢abuk



tredikleri belirtilmektedir. Daha ¢ok B. melitensis’de S-R varyasyonu ile birlikte

geriye doniisli olmayacak sekilde bir virulans azalmasi goriliir (1,12).

B. melitensis’in daha ¢ok kegi, koyun, sigir ve domuzlarda; B. abortus’un
en ¢ok sigir ve sonra domuz, ke¢i ve koyunlarda; B. suis’in ise daha ¢ok domuz ve
sonra sigwr, at gibi hayvanlarda infeksiyon yaptiklar1 bilinmektedir. Fakat bu
bakterilerin, i¢cine insanlar1 da alan genis bir hayvan toplulugu icin patojen olduklar1

bilinmektedir (12).

Hayvanlardaki bruselloz akut veya kronik seyirlidir. Sepsis, disi
hayvanlarda genital organ infeksiyonu ve abortus, erkek hayvanlarda orsit olabilir.
Bakteriler siit veren hayvanlarinin memelerine de yerleserek siit ile disar1 atilabilirler
(12). Hayvanm fetlis zarlarinda brusellalar i¢in gelisme faktorii olan eritritol
yapisinda bir madde belirlenmis olup, gebe hayvanlarin brusellalara kars1 duyarli
olmalar1 bu sekilde a¢iklanmaktadir. Insan plasentasinda eritritol bulunmaz. Bundan

dolayi, insanlarda genellikle, brusella infeksiyonlarinda abortuslara rastlanmaz (5).

Brusella infeksiyonu insanlara iki yoldan bulasmaktadir. Birincisi,
kontamine ¢ig siit i¢ilmesi veya siit tirtinlerinin yenmesi, ikincisi infekte hayvanlar
ile temasdir. Ke¢i ve koyun siitiinden yapilmis taze peynirler ile B. melitensis
bulagmaktadir. Mezbaha iscilerinde, hayvan kesicilerinde, et ile ¢alisan is¢ilerde ve
veterinerlerde goriilen bulas sekli; bakterilerin 6zellikle ellerdeki ¢izik, siyrik ve
yaralardan viicuda girmesi iledir. Infekte hayvanlarm genital salgilarinda da etken
bulunmaktadir (5). Ayrica mezbaha iscilerinde, veterinerlerde ve laboratuvar
calisanlarinda hastaligin infekte aerosollerle bulastigi, bildirilen tiim bruselloz
olgularmin % 2’sinin laboratuvarda edinildigi bildirilmistir. Insandan insana bulas da

nadir olarak goriilmektedir (13,14).

Brusella bakterisi, gastrointestinal sistem, deri, nadiren de solunum yolu
veya diger mukoza yiizeylerinden alindiktan sonra, ilk iiremesini mezenterik,
aksiller, servikal, supraklavikiiler lenf bezlerinde yapar. Bakterinin oral yoldan
alimmda mide asidinin yetersizligi veya herhangi bir ilagla ya da diet ile notralize

edilmis olmasi, bakterinin ge¢isini kolaylastirir (3). Brusella bakterisi ilk tiremesini
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bolgesel lenf bezlerinde yaptiktan sonra hematojen yolla retikiiloendotelial sistem
(RES) organlarina yayilir. Yerlestigi baslica organlar; karaciger, dalak, kemik iligi,
bobrek, santral sinir sistemi, endokard, kemik, biliylik eklemler, akciger, testis ve
overlerdir. Brusella cinsi bakteriler fakiiltatif intraselliiler patojenler olup, konagin
fagositik hiicreleri icinde gogalabilirler. Ozellikle karaciger, dalak ve kemik iliginde
epiteloid hiicreler, plazma hiicreleri ve mononiikleer hiicrelerle gevrili graniilomlar,

brusellozdaki karakteristik histopatolojik goriiniimii olusturur (3,5).

Hastaligin kulugka siiresi bir-ii¢ hafta arasinda degisirse de, bazen alti-yedi
haftayr bulmaktadir. Ates ylikselmesi, bazen titreme ile olabilir. Hastalik gece
terlemeleri, bitkinlik, daha ¢ok diz, bel ve dirsek gibi biiyiik eklemlerde agrilar ve
kilo kayb1 gibi belirtiler ile kendini belli eder. Her hasta degisebilen farkli klinik
tablolar gosterebilir. Ates 6zellikle B. melitensis infeksiyonlarinda 10-15 giin 38-39°
C, bazen daha yiiksege ¢ikar ve sonra yine basamak basamak iner, iki hafta i¢cinde
normale doner. Ug-bes bazen 10 giinliik atessiz bir devreden sonra yeni bir dalga
seklinde tekrarlar (ondiilan ates). Hasta atessiz donemlerde kendini iyi hisseder.

Klinik olarak; subklinik, akut, subakut ve kronik bir seyir saptanir (3,5,11,12).

Bruselloz’un norolojik belirtileri menenjit, ensefalit, meningovaskiiler
komplikasyonlar ve psikozu kapsar. Nadir vakalarda intraserebral ve epidural apseler
bildirilmistir (4).

Osteoartikiiler bulgular %20-60 hastada goriiliir. Kemik ve eklem yerleri ile
ilgili bulgular, artrit, spondilit, osteomiyelit, tenosinovit ve bursittir. Sakroileit en sik
bildirilen komplikasyondur. Endokardit olgularin % 2’sinden azinda goriiliirken
bruselloza bagli 6liimlerin temel sebebidir. Brusellozlu hastalarin %25’inde solunum
yolu ile ilgili semptomlar goriiliir. Kontamine aerosoliin inhalasyonu veya
akcigerlere bakteriyemik yayilim ile ortaya c¢ikar. Grip benzeri semptomlardan,
akciger apsesi ve pleural effiizyona kadar cesitli sekillerde goriiliir. Brusellozlu
hastalarin idrarindan brusella bakterisi izole edilmesine ragmen genitoiiriner

komplikasyonlar nadirdir. Erkekte unilateral epididimo-orsit en sik goriilen tablodur

(4).
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2.5. LABORATUVAR TANISI

2.5.1. Bakteriyolojik Tam

Brusellozun tanis1 organizmanin iiretilmesi ile konur. Ornek almimindan
miimkiin oldugu kadar kisa bir siirede ekilmeli, eger miimkiin degilse buzdolabinda
saklanmalidir. Brusella’ lar siklikla kan ve kemik iliginden izole edilir. Ayrica dalak
ve karaciger biyopsi materyalinden ve apselerden de izole edilebilir. Brusellozun
tanisinda direkt Gram boyama klinik materyallerin 6zelligi dolayisiyla az oneme

sahiptir (2).

Brusella’ nmn en sik izole edildigi klinik O6rnekler kan ve kemik iligi
aspiratlaridir. Brusella icin kiiltiir siv1 besiyeri bazlidir ve uzun inkiibasyon gerektirir.

Kiiltiir bifazik Castaneda besiyeri ile de yapilabilir (2).

Brusellozlu hastalarda kan kiiltiirleri % 53.4 - % 90 pozitiftir. Fakat
mikroorganizmanin izolasyonunda basar1 sansi zamanla azalmaktadir. Kemik iligi,
karaciger dokusu veya lenf nodlarinin kiiltiirlerinin mikroorganizmanin izolasyon

sansin1 arttirdig bildirilmektedir (13).

Sivi Besiyeri Yontemleri

Konvansiyonel yontemler: Steril viicud bosluklarindan Brusella’nin
izolasyonu rutin kiiltlir yontemleriyle miimkiin olmasina ragmen, mikroorganizmanin
yavas tlremesi nedeniyle siklikla mikroorganizmanin tanimlanmasina engel
olmaktadir. Ancak klinisyenin ve laboratuvar personelinin muhtemel brusellozun
farkinda olmasi rutin kan kiiltiirlerinin 5-7 giinde atilmamasimi, inkiibasyonun 30
giine kadar ylikseltilmesini ve bdylece Brusella’nin yakalanmasini saglayabilir.

[zolasyonda kor pasajlarm dnemi goz ardi edilmemelidir (13).

Bifazik yontemler: Bifazik besiyerleri, tekrarlanan pasajlardan

kacinabilmek icin gelistirilmis, ayn1 kan kiiltiir sisesinin icerisinde kati ve sivi
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besiyerleri bulunduran diizeneklerdir. Castaneda besiyeri olarak adlandirilan
diizenekte her ii¢ giinde bir sivi besiyerinin kat1 besiyerinin yiizeyine akis1 saglanir
ve bu dongiiye en az 35 giin devam edilir. Yontemin bir hafta i¢inde pozitiflestigi
bildirilmistir (13). Son yillarda gelistirilen bir baska bifazik yontem “Hemoline
performance diphasic” besiyeridir. Yaklasik olarak yedi giin izolasyon igin yeterlidir

(13,15).

Lizis santrifiigasyon yontemi: Brusella tiirlerini kandan belirlemek i¢in
membran filtre teknigi kullanimidir. Heparinize kan 6rnegi ozmotik lizise maruz
birakilir ve negatif basing altinda steril milipor filtreden siiziiliir. Filtreler daha sonra
kat1 besiyerine yerlestirilir ve filtrelerde kalan bakteri agar ylizeyinde iirer. Yontem
zor bir teknik olmasi ve filtrelerde kan elemanlarminda yogun sekilde kalmasi
nedeniyle hi¢cbir zaman kullanighi olamamistir. Orijinal yontemin kan hiicrelerinin
ozmotik par¢alanmasmdan sonra eklenen santrifiij basamagmin ardindan konsatre
materyalin agara ekilmesi ile modifiye edilmistir. Bu yontem yaklasik olarak 3.5
giinliik belirleme stiresi ile tani siiresini kisaltirken duyarliligmin otomatize kan

kiiltiir sistemlerinden diisiik oldugu bildirilmistir (13,16).

Otomatize kan kiltiir sistemleri

Radyometrik sistemler: Son yirmi yilda gelistirilen otomatize kan kiiltiir
sistemlerinin ilki Bactec 460°dwr. Calismalar brusella’nin kandan izolasyonunda

sistemin yeterli olmadigini gostermistir (13,16).

Infrared tammmlama sistemi: Calismalar brusella tiirlerinin
tanimlanmasinda infrared tanimlama tekniklerininde smirli kullanim alani oldugunu
gostermektedir. Yapilan bir ¢calismada besiyeri pH’sinin 6.2°ye getirilmesi ve % 0.3
sodyum piriivat eklenmesi ile bakteriyel tiirbiditenin ilk gliniinde pozitif lireme

degeri gosterilmistir (13,15).

Devamli monitorize sistemler: Tam otomatize “devamli monitorize”

kan kiiltiir sistemleri kandaki bakteri ve mantarlarin tanisinda gelistirilen en yeni
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sistemlerdir. Bahsedilen sistemler; Bact/Alert (Organon Teknika), Bactec 9000 ve
ESP sistemleridir. Bu sistemlerin hepsinin ortak 6zelligi kiiltiir sigselerinin devamli
monitdrize edildikleri (yaklasik olarak on dakika araliklarla) bir cihaz iginde
inklibasyonudur. Sistem gaz {retimi ve/veya tliketimini izlemekte bilgiler
bilgisayarlara aktarilmakta ve hizli bir sekilde mikrobiyal {ireme belirlenmektedir.
Sistemler CO, veya diger gazlar1 belirleyebilmek i¢in kolorimetrik, floresan veya

manometrik yontemler ile tiremeyi belirlerler (17).

Yapilan caligmalarda Bactec 9000 sistemlerinin 6zellikle bu nazh
mikroorganizma ile infeksiyonun yaygin oldugu bdlgelerde Brusella
bakteriyemisinin hizli tanis1 i¢in son derece gerekli oldugu bildirilmektedir (18).
Bact/Alert standart aerob kiiltiir siseleri ile inkiibasyon periyodunun sadece 2.8 giin
oldugu bildirilmektedir (19).

Tiplendirme

Brusella tiirleri benzer mikroorganizmalardan bazi reaksiyonlarla ayrilirlar
(Tablo 1). Hastalarin tedavisinde cins seviyesinde tanimlama yeterlidir. Tiir ve/veya
biyovar seviyesinde tanimlama epidemiyolojik c¢alismalar i¢in yardimci olabilir.
Brusella tiirleri i¢in kiiltiir dogrulamasi brusella antiserumu ile yapilabilmektedir. Bu
test kiiltiirii Brusella olarak  dogrulayabilmekte ancak tiir diizeyinde ayrim
yapmamaktadir. Afipia clevelandenesis, Francisella tularensis, Vibrio cholerae ve
Yersinia enterocolitica O:9 gibi bazi mikroorganizmalar ile capraz reaksiyonlar
bildirilmistir. Ozellikle Brusella tiirleri ile Gram boyama &zelligi benzer olan F.

tularensis iire testi ve iireme 6zellikleri ile ayrilabilir (2).

Tiir seviyesinde tanimlama referans laboratuvarlarinda deneyimli personel
tarafindan yapilmalidir. Tiir seviyesinde tanimlama icin gerekli testler; CO:2
gereksinimi, H2S iretimi, tire hidrolizi, boya duyarliliklar1 ve faj duyarliligidir
(Tablo 2).
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Tablo 1 Brucella tiirlerinin diger nazh Gram negatif kokobasillerden ayirim (2)

Test Brucella Bordotella ~ Acinetobacter Moraxella Oligella  Haemophilus
spp. bronchiseptica spp. phenylpyruvica ureolytica influenza
Brucella
antiserumunda +2 - - - - -
Agliitinasyon
Oksidaz +2 + - + + +
Hareket + - +/- -
Ure + + +/- + + +/-
Nitrat + + -+ + + NAP
rediiksiyon
Kanli agarda + + + + + -
ireme
Gram boyamada  Zayif Parlak Parlak Parlak boyanan  Kiigiik Kiigiik
morfoloji boyanan boyanan boyanan kokobasiller  kokobasill kokobasiller
kiiciik  kiiciik basil ve biiylik er
kokobasil  kokobasiller  kokobasiller
2 B. canis oksidaz degiskendir ve Brusella antiserumu ile agliitinasyon vermez.
5 NA, uygulanmaz.

Tablo 2. Brusella cinsinde tiir ve biyotiplerin karakteristik ayrimi (1,11)
Monospesifik serumla
Boyal besiyerinde iireme

aggliitinasyon

Tiir-Biyotip CO2 H2S Bazik Fuksin Tionin Tionin B. B _
ihtiyac1 olusumu  1:100,000 1:25,000  1:100,000 abortus  mellitensis

B.melitensis-1 - - + - + - +
B.melitensis-2 - - + - + + -
B.melitensis-3 - - + - + + +
B.abortus-1 +/- + + - - + -
B.abortus-2 + + - - - + -
B.abortus-3 +/- + + + + + -
B.abortus-4 +/- + + - - - +
B.abortus-5 - - + - + - +
B.abortus-6 - +/- + - + - +
B.abortus-7 - +/- + + + -
B.abortus-8 + - + - + + +
B.abortus-9 +/- + + - + - +
B.suis-1 - + - + + + -
B.suis-2 - - - - + + -
B.suis-3 - - + + + + -
B.suis-4 - - + + + + +
B.neotomae - + - - + + -
B.ovis + - + + + } }
B.canis - - - + + - -
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2.5.2. Serolojik testler

Brusellozun serolojik tanis1 genellikle Wright agliitinasyon testi (WAT) ile
yapilmaktadir. Brusella in vitro yavas iireyen bir mikroorganizma oldugundan primer
izolasyonu gecikebilir ve primer tami serolojik testlerin sonucuna bagli olarak
konabilir. Bazi laboratuvarlarda eleme testi olarak Rose-Bengal plak testi uygulamasi
ardindan pozitif olanlar WAT’ ’ine almmmaktadir. Kompleman fiksasyon, indirekt
Coombs ve RIA (Radio Immuno Assay), ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent

Assay) gibi yontemler brusellozun serolojik tanisinda uygulanmaktadir (2,20,21,22).

Insan brusellozunda immiin cevap IgM antikor titresindeki ilk artis ile
karekterizedir. Bunu birka¢ hafta icinde IgG sentezi izler. Tedavi sonrasinda titreler
yavas yavas dismektedir. IgG titreleri IgM titrelerinden daha hizli diiser. Bazi
olgularda IgM antikorlar1 infeksiyonun stirdiigiine dair herhangi bir belirti olmaksizin
serumda aylarca hatta yillarca diistik titrede kalirlar. IgG titresindeki hizhi diisiis
tedavi basarisini gosterirken titre artis1 ya da titrede bir diisiis olmamasi relapsi

gostermektedir (20).

Immiinglobiilin siniflarm1 ayirmak icin IgM antikorlarm disiilfit baglarmni
parcgalayan basit bir yontem kullanilmaktadir. 2-mercaptoethanol veya dithiothreitol
gibi maddeler uygulanan serumda IgM molekiilleri agliitinasyon aktivitelerini
kaybederken IgG antikorlar1 etkilenmemektedir. WAT total agliitinan antikorlar1
(1gG ve IgM) belirler ve 2-mercaptoethanol veya dithiothreitol IgG antikorlarini
belirler. Bu ayrim aktif infeksiyonun belirlenmesinde onemlidir (20). WAT ile tek

serum calismasinda 1/160 ve lizeri titreler veya dort kat titre artis1 anlamli kabul

edilmektedir (2).

Kronik brusellozda antikorlar blokan tipte olabilir ve bu inkomplet
antikorlar serumda reaksiyon vermezler. Bunu belirleyebilmek igin anti-insan gamma
globiilini (Coombs testi) kullanilir (5).
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ELISA brusellozun tanisinda WAT ’inden daha duyarl bir yontemdir. Baz1
calismalarda monoklonal antikorlar ile hazirlanan ELISA’nin brusellozun tanisinda

kan kiiltiirlerine uygun alternatifler oldugu belirtilmektedir (22).

Son yillarda brusellozun hizli tanisinda kemik iligi aspirasyonu ve periferik
kan Ornekleri ile polimeraz zincir reaksiyonu caligmalarinin ¢ok olumlu sonuglar
verdigi bildirilmektedir (5). Arastirmacilar PZR’nun bruselloz tanisinda son derece
Ozgiil bir yontem oldugunu (23), 30 saniyeden kisa siirede tamamlanan Real-time-
PZR bazli LightCycler’in, epidemiyolojik ve ekolojik calismalarda da duyarliligi,
ozgilliigii ve hizi ile dikkat ¢ektigini belirtmektedirler (24).

2.6. ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIK VE TEDAVI

Brusella tiirlerinin duyarhlik testleri genellikle istenmez. Brusella’nin in
vitro duyarliligini test edebilmek i¢in standart yontemler heniiz gelistirilememistir
(2,25). Brusella’lara karsi antibiyotiklerin minimal inhibitor konsantrasyonlarini
(MIC) belirlemede E test yonteminin mikrodiliisyon yonteminden daha pratik ve
daha kisa siirede sonug alinabilen bir yontem oldugu bildirilmektedir (25). Bruselloz
tedavisindeki basarisizliklarin ¢ogu ilag direncine bagli degildir. Bruselloz tedavisi
uzun siireli kombine antibiyotik kullanim1 gerektirir ve en az toksik, en etkili sema
net olarak belirlenememistir (2,7). Tetrasiklinler, aminoglikozitler, rifampisin ve
trimetoprim-sulfametoksazol (TMP/SMZ) bruselloz tedavisinde uygulanmaktadir
(2). Brusella’nin fakiiltatif intraselliiler bir mikroorganizma olmasi, ilaclarin
fagositler ve fagozomlar i¢ine penetrasyonunda soruna yol agmakta ve bu yiizden
konuyla ilgili calismalar en iyi deney hayvanlar1 veya doku Kkiiltiirlerinde

yapilabilmektedir (7).

Brusellozda tedavi, Diinya Saghk Orgiitii (DSO)’niinde &nerdigi sekilde
ikili, bazi durumlarda da figcli kombine antibiyotik uygulanmasi seklindedir.
Bruselloz tedavisinde DSO 1981 yilinda tetrasiklin+streptomisin (tetrasiklin: 2g/giin
6 hafta; streptomisin: 1g/giin 3 hafta); 1986 yilinda ise doksisiklin + rifampisin
(doksisiklin: 200 mg/giin; rifampisin 600-900 mg/gilin 6’sar hafta) onermistir (3).
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Doksisiklin+rifampisin kombinasyonu ile doksisiklin+streptomisin
kombinasyonunun karsilagtirildigi ¢alismalarda her iki rejimin de 45 giin siireyle
uygulandiginda esdeger etkinlikte oldugu belirlenmis; ancak spondiliti olan
hastalarda  doksisiklin+streptomisin ~ kombinasyonunun daha etkili oldugu
bildirilmistir. Laboratuvar ¢alismalarindan elde edilen sonuglar; tedaviye bir
aminoglikozit eklenmesinin, streptomisin ile minosiklin, rifampisin veya
siprofloksasin kombinasyonunun, bu ilaglardan herhangi birinin tek basina

kullanimindan ¢ok daha etkili oldugunu gostermistir (4).

Streptomisin kullanilan kombinasyonlarda streptomisine bagli ototoksisite,
rifampisin  kullanilan kombinasyonlarda ise rifampisine bagli hepatotoksisite

acisindan hastalar yakindan takip edilmelidir.

Sekiz yasin iizerindeki ¢ocuklarin tedavisinde doksisiklin  veya
oksitetrasiklin’in gentamisin ile kombinasyonu; sekiz yasin altindaki ¢ocuklarda ise

TMP/SMZ’un gentamisin ile kombinasyonu dnerilmektedir (3).

Bruselloza bagli menenjit, endokardit gibi komplikasyonlarin tedavisi 6zel
durumlardir ve tedavide kullanilacak rejimler konusunda goriis birligi yoktur.
Doksisiklin kan-beyin bariyerini, diger tetrasiklinler ile karsilastirildiginda daha iyi
gecer ve TMP/SMZ veya rifampisin ile kombine edilerek brusella menenjiti veya

endokarditinde kullanilabilir (3).

Florokinolnlar hizli bir sekilde bakteriyel hiicre Oliimiine yol acan
bakteriyel DNA replikasyon ve transkripsiyonunu DNA giraz1 inhibe ederek
saglarlar. Florokinolonlardan olan levofloksasin’in dokulara penatrasyonu iyidir.
Siprofloksasin ve diger kinolonlarla karsilastirildiginda, levofloksasin iyi tolore
edilebilmesi, minimal yan etkisi ve oral veya parenteral yolla giinliik tek doza izin
veren farmakokinetik profili vardir (26). Brusellozun standart tedavi rejimi % 10
olguda Onleneyemen relaps goriilmesine ragmen tetrasiklin ve streptomisin
kombinasyonudur. Bir tetrasiklin olan doksisiklin ve rifampisin kombinasyonu

sadece % 8.4 relaps orani ile en etkili kombinasyondur (7).
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2.7. EPIDEMIiYOLOJIi VE KORUNMA

Bruselloz morbiditesi olduk¢a yiiksek olmasina kargin mortalitesi diisiik
olan bir infeksiyon hastah@idir. Ulkemizde ilk defa 1915 yilinda Kuleli hastanesinde
bir erde Kural ve Akalin tarafindan B. melitensis, sigirdan 1931 yilinda Berke;
koyun ve kegilerden 1943°de Golem, 1944’de Koyliioglu ve Aktan Brusella cinsi
bakterileri bulmuslardir (5).

Insanlar arasinda brusellozun belirli bir bolgeye yayilmasi, o ydredeki
hayvancilik ile yakindan iligkilidir. Bir lilkede hangi hayvan tiirii fazla ise insanlar
arasinda da o tipin infeksiyonu ¢ogunluktadir. 1982-1986 yillar1 arasinda Tiirkiye’nin
bazi illerinde yapilan bruselloz olgular1 ¢alismasinda odagin, en fazla koyun ve keci
populasyonuna sahip olan Konya ilinde oldugu gorilmiistir (5). Bruselloz
hayvanciligin yaygin oldugu Ankara ovasinda, Gilineydogu Anadolu’ da Diyarbakir,
Erzincan ve Urfa yorelerinde endemiktir (3). Olgularm ¢ogu yaz aylarinda
olmaktadir. Akut infeksiyon genellikle bu aylarda goriilmektedir. Bunun siit ve siit
irtinlerinden ileri gelebilecegi ve yaz aylarinda kisilerin seyahat nedeniyle hijyen
kosullarina uygun olmayan siit ve benzeri yiyecekleri tikketmeleridir (5).

Brusella cinsi bakterilerin olusturdugu hastaliklar 6zellikle Akdeniz bolgesi,
Arap yarmmadasi, Hindistan yarimadasi, Orta ve Gliney Amerika ve Meksika’nin bazi
bolgelerinde yaygindir (1,4).

Insanlarin brusellozdan korunmasi; evcil hayvanlarda brusellozun kontrolii ve
eredikasyonuna baghdir. Bu agidan veteriner hekimlerin doktorlarla isbirligi halinde
calismasi1 onem tasir. Brusella bakterisi ile infekte olmamus siit danalar1 B. abortus 19
susu, sit kuzular1 B. melitensis Revl susu asisi ile asilanir. Bu asilar canli atteniie
asilardir  (3,11). Ogzellikle kirsal kesimde yasayan halkin bruselloz ydniinden
bilin¢lendirilerek, ¢ig siitten peynir ve yag yapimi Onlenmelidir. Siitiin pastorize
edilerek tiiketilmesi Onerilir. Hastaligin temas yoluyla bulagimi onlemek igin;
mezbaha iscileri, veterinerler, hayvan saglik memurlari, hayvan bakicilar1 ve et
paketleyicilerinin, hayvan iirlinleri ve hayvanlarin atiklar1 ile temas etmemeleri ve

calisirken eldiven giymeleri onerilmektedir (3).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve laboratuvarlarinda Erciyes Universitesi Hakan

Cetinsaya Deneysel Arastirma Merkezinde yapildi.

3.1. CALISMADA KULLANILAN BESIYERLERI

Brusella selektif agar: Kirkiki gram brusella agar 1000 mL distile suda
eritilerek hazirlanan besiyeri 15 dakika bir buguk atmosfer basing altinda 121°C’da
otoklavda steril edildi. Sogutulan (50°C) besiyerine %5 oraninda kan ve diger
bakterilerin iiremesini onlemek i¢in polimiksin B 5000 IU, basitrasin 25000 IU,
nistatin 10000 1U, siklohekzimid 100 mg, nalidiksik asit 5 mg ve vankomisin 20 mg

eklendi.

Gliserol dekstroz agar: Hazirlanip otoklavlanmis kanli agar bazi

(Blood agar base No:2 Oxoid) 56°C’a sogutulup igerisine son konsantrasyonu %2
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olacak sekilde gliserol soliisyonu ve son konsantrasyonu %1 olacak sekilde steril

D-glukoz soliisyonu eklendi.

3.2. BAKTERI SUSUNUN SECIMi

Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Arastrma ve Uygulama Hastanesi
Merkez Laboratuvar’inda infektif endokarditli bir hastadan izole edilen ve Brusella
melitensis biyovar-3 tiplemesi yapilan laboratuvar susu ¢alisma i¢in segildi. Bu sus;
kanl1 agarda ikinci glinde tireyen, hemolizsiz, pigmentsiz, diizgiin kenarli, konveks
ve nemli parlak koloniler olusturan ve Gram negatif kiiciik kokobasil goriiniimiinde
bakterilerdi. Bu brusella tiirli laboratuvar susu, bruselloz gegiren bir kisinin serumu

ile lam agliitinasyonu yapilarak dogrulandi.

Segilen brusella susu gliserol dextroz agara pasaj edildi. Ureyen bakterilerin
S tipi koloni yapip yapmadigmi belirlemek i¢in bes giinliik 37° C’da inkiibasyonu
takiben olusan kolonilerin lizerine amonyum oksalat- kristal viyole boyas1 dokiildii.
Ustten oblik aydinlatma yapilip sar1 rofle veren S tipi koloniler alinarak ileri
calismalar i¢in bu bakteriler Brusella agara (Oxoid) pasaj yapilarak ¢ogaltild.
Amonyum oksalat-kristal viyole boyasinin hazirlanisi
1. Kiristal viyole stok soliisyonu
Kristal viyole (%90-95) 409
Etanol (%95) 400mL
(Karigim hazirlanarak cam sisede, oda sicakliginda bir y1l saklanabilir).
2. Amonyum oksalat soliisyonu (%1)
Amonyum oksalat 169
Distile su 1,600mL
(Karisim koyu renkli sisede hazirlanir, oda sicakliginda bir yil
saklanabilir).
Amonyum oksalat-kristal viyole ¢alisma boyasinin hazirlanisi
Kristal viyole stok soliisyonu 40mL
Amonyum oksalat soliisyonu 160mL
(Cam siseye filtre edilerek boya hazirlanir ve kullanilir) (27).
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3.3. DENEY HAYVANLARI

Caligma, her birinin agirligi 20-45 (3745,6g) gram arasinda degisen toplam
59 adet BALB/c beyaz deney faresinde yapildi. Deney fareleri, Konya Veteriner
Kontrol Arastirma Laboratuvari ve Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel
Arastirma Laboratuvar’mdan alindi. Farelerin bakimi Erciyes Universitesi Hakan
Cetinsaya Deneysel Arastirma Laboratuvarinda yapildi. Temizlik, yiyecek ve

icecekleri giinliik olarak saglandi.

3.3.1. Deney hayvanlarina bakteri inokiilasyonu

Brusella agarda iiretilen brusella bakteri kolonileri 8x10% bakteri/mL olacak
sekilde serum fizyolojik ile siispanse edildi. Bakteri siispansiyonundan her bir fareye
0.5 mL intraperitoneal yolla insiilin enjektorii ile verildi. Brusella bakterisi verilen
deney hayvanlarinda kronik brusella infeksiyonunun olugmasi i¢in otuz giin stireyle

kafeslerinde bekletildi.

3.4. ANTIBIYOTIKLER VE UYGULAMA YOLLARI

Antibioterapide Ongoriilen antibiyotikler deney hayvanlarinin bir grubuna
oral ve diger gruplara parenteral yolla aseptik kosullarda insiilin enjektorii ile verildi.
Levofloksasin (Tavanic 100 mL i.v inflizyon seti, Hoecht Marion Russel) parenteral
olarak uygulandi. Her giin i¢in kullanilacak miktar belirlenerek, uygulamanin

yapilacag1 zamana kadar steril tiiplerde —20°C’da saklanda.

Doksisiklin (Fako Ilaglar1 A.S.) oral yolla uygulandi. Toz halindeki etken
madde steril distile su icinde eritildi. Hazirlanan stok soliisyondan her giin
kullanilacak miktar belirlenerek uygulamanin yapilacagi zamana kadar steril tiiplerde

—20 °C’da saklandx.
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Uygulanan antibiyotiklerin etkinliginin belirlenmesi i¢in deney hayvanlari
dort gruba ayrildi. Onalt1 fareden olusan birinci gruba (A grubu) 50 mg/kg/giin
levofloksasin 20 giin i.p, Onyedi fareden olusan ikinci gruba (B grubu) 50 mg/kg/giin
levofloksasin 30 giin i.p ve onii¢ fareden olusan iigiincii gruba (C grubu) 50
mg/kg/gilin doksisiklin 30 giin oral gavaj yoluyla verildi. On fareden olusan kontrol

grubuna (D grubu) ise herhangi bir tedavi verilmedi.

3.5. DALAK KULTURLERININ HAZIRLANISI

Hayvanlarda brusella infeksiyonunun varligmin belirlenmesi icin bakteri
inokiilasyonundan 20 giin sonra deney hayvanlarindan ii¢ tanesi rastgele secildi ve
anestezi altinda (ketamin 100 mg/kg) aseptik kosullarda dalaklar1 alinarak ayr1 ayri 1
mL steril serum fizyolojik i¢cinde homojenizator ile homojen hale getirildi. Her bir
homojenat ii¢ brusella agar plagma ekilerek 37 °C’da 5-7 giin inkiibe edildi. Ureyen
kolonilerden gram boyama yapildi ve verilen bakteri ile ayni bakteri olup olmadigi

incelendi.

Yirmi glinliik tedavi sonunda onalti1 fareden olusan A grubundaki deney
hayvanlar1 ketamin anestezisiyle sakrifiye edildi. Deney hayvanlarinin aseptik
kosullarda ¢ikarilan dalaklari tartildi ve 1 ml steril SF i¢cinde homojenatérde homojen
hale getirilip homojenatin 0.1 mL’ sinin1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 diliisyonlar1
yapildi ve her biri ii¢ ayr1 brusella agara ekildi. Kiiltiirler tireme agisindan ikinci
giinden itibaren kontrol edildi. Yedi giin sonunda koloniler sayildi. Her bir diliisyon
icin li¢ plagmn ortalamasi almip 1 mL’deki koloni sayist hesaplandi. Koloni

sayiminda 30-300 koloni bulunan plaklar degerlendirilmeye alindi (28).

B, C ve D gruplarindaki fareler 30 giin sonunda ketamin anestezisiyle
sacriye edildi. Aseptik kosullarda ¢ikarilan dalaklar: tartildi ve 1 mL steril SF i¢inde
homojenize edildi. Homojenatn 0.1 mL’sinin 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000
diliisyonlar1 yapildi ve her bir homojenat ii¢ ayr1 Brusella agara ekildi. Ikinci giinden
sonra lireme kontrolii yapildi. Koloniler yedi giin sonunda sayildi. Diliisyona ait {i¢

plagin ortalamasi almarak 1 mL homojenattaki koloni sayis1 hesaplandi.
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3.6. ANTIBAKTERIYEL ETKINLiGIN OLCULMESI
(E-TEST)

MIC tayini i¢in E-test (AB biodisk- Sweden) stripleri kullanildi. Bakteri
susundan iki ml steril serum fizyolojik i¢cine 0.5 Mc Farland bulanikliginda bakteri
inokiile edildi. Bu inokiilasyon brusella agarlara esit oranda pamuklu silgec ile
yayildi. Daha sonra her bir petriye bir adet E-test stribi konuldu ve 37 C’de 3 giin
inkiibe edilerek MIC degerleri striplere bakilarak hesaplandi.

3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tedavi protokolii farkli uygulanan deney hayvani gruplari arasinda farkin
olup olmadig1 ve dalak agarliklar1 ile antibakteriyel tedavide basar1 arasindaki iligki
SPSS programinda Kruskal Wallis Varyant Analizi Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Tedavi protokolii uygulanan gruplar arasinda fark olup olmadig1 Ki

Kare testi ile arastirildi (29).
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4. BULGULAR

Intraperitonel yolla S tipi koloni yapan brusella laboratuvar susu verilen
deney farelerinin 30’u erkek 29’u disi idi. Bakteri verilen deney farelerinden 3 tanesi
bakteri inokiilasyonundan 20 giin sonra rastgele secilip ketamin anestezisiyle
sakrifiye edildi. Steril ortamlarda ¢ikarilan dalaklar1 bir mL steril SF i¢ine konup
homojenatorde homojenize edildi. Her bir siispansiyon ii¢ ayri brusella agara ekildi
ve 37°C’ de 5-7 giin inkiibe edildi. Ureyen kolonilerden hazirlanan preparatlar Gram
boyasi ile boyandi ve anti-serumuyla karsilastirildi ve verilen brusella bakterisi ile

ayni oldugu goriildii ve tiim farelerde sistemik infeksiyon olustugu belirlendi.

4.1. BRUSELLA iLE INFEKTE EDILEN FARELERIN
ANTIBAKTERIYEL TEDAVI BULGULARI

Brusella bakterileri ile infekte edilen 56 deney faresi dort gruba ayrildi.
Onalt1 fareden olusan A grubuna 50 mg/kg/giin levofloksasin 20 giin i.p, on yedi
fareden olugan B grubuna 50 mg/kg/giin levofloksasin 30 giin i.p ve on ii¢ fareden

olusan C grubuna 50 mg/kg/giin doksisiklin 30 giin oral gavaj yoluyla verildi. On
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fareden olusan kontrol grubuna ise herhangi bir tedavi verilmedi. Tedavi sonrasi
fareler sakrifiye edildi ve dalaklar1 c¢ikarilarak SF icinde aseptik kosullarda
homojenatlar1 hazirlandi. Bu homojenatlarin brusella agarda kiiltiirleri yapildi ve
inkiibasyon sonrasi bakteri kolonileri sayildi. A grubunda ortalama koloni sayisi
1.03x10° (3.5x10°-2.4x10°), B grubunda ortalama koloni says1 4x10°(0-1.8x10°), C
grubunda ortalama koloni sayis1 0 (0-4.2x10%, D grubunda ortalama koloni sayisi
2.4x106 (1.1x10°-5.2x10°%) idi. Kontrol grubunun disinda en yiiksek koloni sayisi
ortalamast A grubunda gozlendi. Tedavi protokolii farkli olan bu gruplarin dalak
homojenatlarindan lireyen bakteri koloni sayilar1 yoniinden herbir grup arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p< 0.001).

Tablo 3. Tedavi sonrast iireyen brusella bakteri koloni sayilari

Gruplar | Deney Hayvan1 | Koloni Sayisi Minumum-Maksimum
Sayist (n) Ortalamasi
A 16 1.03x10° 3.5x10°-2.4x10°
B 17 4x10° 0-1.8x10°
C 13 0 0-4.2x10°
D 10 2.4x10° 1.1x10°-5.2x10°
Kruskal Wallis Varyant Analizi Mann Whitney U testi  X?= 41.22 p< 0.001

Levofloksasin tedavisi verilen B grubu 17 fareden 2 tanesinde (%11.8)
doksisiklin tedavisi verilen C grubu 13 fareden 11 tanesinde (%84.6) iyilesme
goriildii. Iyilesen farelerin dalak kiiltiirlerinde {ireme olmadi (koloni sayis:0)
(Tablo 3). Levofloksasin tedavisi verilen A grubu farelerden 16’sinda da
(16/16:%100.0), B grubu 17 fareden 15’inde (15/17:%88.2), doksisiklin tedavisi
verilen C grubu 13 farenin 2’sinde (2/13:%15.4) ve herhangi bir tedavi verilmeyen D
grubu 10 farenin 10’unda (10/10:%100) iyilesme olmadi. Levofloksasin’in
sagiltimdaki basar1 oranlar1 karsilagtirildiginda, higbir farenin iyilesmedigi A grubu

ve 2 farenin iyilestigi B grubu ile tedavi verilmeyen D grubu arasindaki fark
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istatistiksel olarak fark anlamsiz bulundu (p>0.05). Doksisiklin verilen C grubunda
tedavi bagarisi ise istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.05).

Tablo 4. Brusella bakterileri ile infekte edilen farelerin antibakteriyel tedavi
bulgulari

Gruplar Iyilesen Iyilesmeyen Toplam
say1 % say1 % say1 %
A 0 0.0 16 100.0 16 100.0
B 2 11.8 15 88.2 17 100.0
C 11 84.6* 2 15.4 13 100.0
D 0 0.0 10 0.0 10 100.0
Toplam 13 23.2 43 76.8 56 100.0
* X2=36.61 p<0.05

4.2. INFEKSIYON DALAK AGIRLIGI ILiSKIiSi

Infekte edilen ve antibakteriyel tedavi protokolii uygulanan farelerin dalak
agirhiklarinin degisip degismedigini belirlemek i¢cin her bir grup icinde yer alan
farelerin dalak agirliklar1 6l¢iildii ve herbir grubun ortalamasi belirlendi. A grubunda
ortalama dalak agirhigi 0.40 g (0.15-0.71 g), B grubunda ortalama dalak agirligi
0.37 g (0.11-0.59 g), C grubunda ortalama dalak agirligi 0.23 g (0.11-42 g) ve D
grubunda ortalama dalak agirligi ise 0.56 g (0.42-0.98 g) idi. A grubu ile B grubunun
dalak agirliklar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p>0.05). A ile
C grubunun, A ile D grubunun, B ile C grubunun, B ile D grubunun ve C ile D
grubunun dalak agirliklar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.001).

Tablo 5. Brusella bakterileri ile infekte edilen ve antibakteriyel tedavi edilen farkli
gruplarin dalak agarliklar1 ortalamalar1

Gruplar Deney Hayvani Dalak agirliklar Maksimum-Minumum
Sayist (n) ortalamasi (gram) (gram)
16 0.40 0.15-0.71
B 17 0.37 0.11-0.59
13 0.23 0.11-0.42
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D 10 0.56 0.42-0.98

Kruskal Wallis Varyant Analizi Mann Whitney U testi X?= 24.45 p< 0.001

4.3. MINIMUM INHIiBiTOR KONSANTRASYON
BULGULARI

Bu ¢aligmada kullanilan Brusella laboratuvar susunun MIC duyarlilig1 E test
yontemi ile belirlendi. Levofloksasin’in MIC degeri 0.032 pg/mL olarak bulundu.
Doksisiklin’in MIC degeri calisilamadi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bruselloz diinya genelinde, 6zellikle Akdeniz {ilkeleri ve bazi gelismekte olan
iilkelerde, bir halk sagligi problemi olmay1 siirdiirmektedir. Brusella cinsi bakteriler
intraselliiler bakteri grubundadir. Bu durum hastaligin uzun siireli seyrine yiiksek
relaps insidansin1 ve ayrica mikroorganizmanin terapétik ajanlar ile dokulardan
eradikasyonunun giicliigiine neden olmaktadir (30,31,32,33,34). Tedavide,
giinimiizde en sik olarak doksisiklin ile streptomisin kombinasyonu

uygulanmaktadir (19,30,32).

Brusella cinsi bakterilerin antibiyotiklere kars1 in vitro olarak duyarliliklar:
ile ilgili pek ¢ok calisma yapilmistir. Trujillano-Martin ve ark (6)’nin brusella
bakterileri lizerinde yaptiklar1 ¢caligmada levofloksasinin MIC degerini 0.5 pg/mL ve
trovaflosasinin MIC degerini 1 pg/mL, Domingo ve ark (31) ise azitromisinin MIC
degerini 2 mg/L olarak bulmuslardir. Garcia-Rodriguez ve ark (35) tarafindan
yapilan benzer c¢alismada klaritromisin’in MIC degerini 8 pg/mL ve azitromisinin
MIC degerini 2 pg/mL, Landinez R ve ark (36) azitromisinin MIC degerini 0.5-1.0
pug/mL olarak bildirmislerdir. Lang ve ark (37) ise kinolon grubu antibiyotiklerin
brusellozun tedavisinde tek basma uygulanmasinin uygun olmadigini, ancak
streptomisin veya rifampisin veya doksisiklin ile birlikte uygulanmasmimn uygun

oldugunu bildirmislerdir.
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Ulkemizde de benzer arastrmalar yapilmistir. Akova ve ark (38)
azitromisinin MIC degerini 1 pg/mL, Demirdag ve ark (33) ise Klaritromisin’in MIC

degerini 4 pg/mL olarak bulmuslardir.

Bolgemizde de B. melitensis ile yapilan ¢alismalar vardir. Stimerkan ve ark
(39), laboratuvarlarinda 1izole edilen brusella suslarma ait antibakteriyel
duyarhliklarmi inceleyerek kinolon grubundan siprofloksasin, ofloksasin,
pefloksasin, norfloksasinin MICgo degerlerini swrasiyla 0.5, 1, 4 ve 4 mg/L;
sefalosporinlerden seftizoksim, seftriakson, sefotaksim ve sefuroksime ait MICgo
degerlerini swrasiyla 0.25, 1, 2, 32 mg/L; diger antibiyotiklerden tetrasiklin,
doksisiklin, streptomisin, rifampisin, trimetoprim/siilfometaksazol ve eritromisine ait
MICgo degerleri sirastyla 0.5, 0.5, 2, 4, 4, 32 mg/L olarak belirlemislerdir. Evrensel
ve ark (40) 42 B. melitensis susunda doksisiklin-siprofloksasin, siprofloksasin-
rifampisin, doksisiklin-rifampisin, rifampisin-azitromisin, doksisiklin-azitromisin
kombinasyonlarin1 in vitro olarak degerlendirmis ve doksisiklin-azitromisin
kombinasyonunda %33, rifampisin-azitromisin kombinasyonunda %29 ve
doksisiklin-rifampisin  kombinasyonunda %12 sinerji oldugunu, doksisiklin-
siprofloksasin ve siprofloksasin-rifampisin kombinasyonlarinda sinerji olmadigmni

gostermiglerdir.

Calismamizda, levofloksasinin E-test yontemi ile MIC degeri 0.032 pug/mL
olarak belirlendi. Bu bulgular diinyada ve {ilkemizde yapilan caligmalar ile
karsilagtirildiginda, ¢alismada kullanilan brusella susunun in vitro duyarhliklarinin

genelde birbirine benzedigi goriilmektedir.

Shasha ve ark (41) akut deneysel fare bruselloz modelinde Rifampisin ve
Doksisiklin’t oral ve ip yolla uyguladiklar1 caliymada kiir saglamislar, fakat
siprofloksasin, oflofloksasin ve peflofloksasin ile ise basari saglayamamislardir.
Lang ve ark (42) akut brusellozda hastalara giinde iki kez verdikleri Siprofloksasin
ile tedavide basarili olamamislardir. Shasha ve ark (43)’nin yaptiklar1 baska bir in
vivo c¢alismada rifampisin’in deneysel fare brusellozunda doksisiklinden ¢ok daha

iyl sonuglar verdigini, hatta ¢esitli dozlarda kullanilan doksisiklin ile rifampisin
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kombinasyonunun rifampisinin yalniz basina kullanimi ile benzer sonuglar
gosterdigini bildirmislerdir. Lang ve ark (44) siprofloksasinin tek basina veya
streptomisin ile kombinasyonunun akut bruselloz tedavisinde yeterli olmadigini;
Doksisiklin-streptomisin ve rifampisin-sterptomisin tedavi rejimlerinin ise sinerjistik

etkili ve bruselloz tedavisinde son derece avantajli oldugunu bildirmislerdir.

Ulkemizde yapilan akut deneysel fare brusellozu c¢alismalarinda; Demirbag
ve ark (33) ampisilin ve seftriaksonu sagiltimda etkin bulmazken, rifampisin ile %
100 kiir saglandigmi  bildirmiglerdir.  Arastrmacilar, klaritromisinin 30
mg/kg/glin’liik dozda kismen etkili olup bu etkinin kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli oldugunu gostermislerdir. Felek ve ark (45) yaptiklar1 caligmada insan
brusellozunda eritromisinin alternatif bir segenek olabilecegine dikkat c¢ekerek
ozellikle ¢ocuklarda ve gebe kadinlarda avantaj saglayabilecegini bildirmislerdir.
Felek ve ark (46)’nin akut fare brusellozu {izerinde yaptiklar1 bir diger calismada, 50
mg/kg/gilin dozda oral rifampisin ile biitiin farelerde bakteriyolojik kiir saglandigini,
azitromisinin {imit verici oldugunu ve azitromisinin 6zellikle ¢ocuklarda ve

gebelerde avantaj saglayabilecegini vurgulamislardir.

Kronik fare brusellozunda uygulanan azitromisinin 50 mg/kg dozda
infeksiyonu Onemli Olgiide azalttigi, doksisklinin ayni dozda uzun siireli veya
doksisiklin-sterptomisin  kombinasyonu uygulamasmin daha etkin oldugu
bildirilmektedir. Brusella tiirlerine kars1 doksisiklinin lipofilik olmasi, nétral ve asit
cevredeki biyoaktivitesi ile insan bruselloz tedavisi i¢in halen en iyi segenek
olduguda vurgulanmaktadir (31). Domingo ve ark (30) tarafindan yapilan bir
calisgmada B. melitensis ile infekte disi Balb/C farelerinde doksisiklin ve streptomisin
tedavisinin humoral immiin cevap iizerine etkinligi arastirilmig, yalniz doksisiklin
(50 mg/kg/12 saat) 45 giin veya streptomisin (10 mg/kg/12 saat) ile kombinasyonun
14 giin uygulama sonucunda infeksiyonun siddetinde 6nemli 6l¢iide azalma sagladig:
ve Ozgil IgG diizeyinde artma oldugu gosterilmistir. Kirk bes giin uygulanan
doksisiklin biitiin hayvanlarda 78. giinde kiir saglamistir. B. melitensis ile infekte

farelerde azitromisin ve doksisiklin-streptomisin kombinasyonunun terapotik rejim
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aktivitesi karsilastirilmis ve kronik modelde azitromisin 50 mg/kg/giin dozda ard

arda 10, 14 veya 21 giinde infeksiyonda 6nemli bir azalma kaydedilmistir. Bununla
beraber doksisiklin (50 mg/kg/12 saat 21 giin) azitromisinden daha etkili
bulunmustur (32).

Calismamizda dort grupta incelenen kronik fare bruselloz modelinde A
grubuna 50 mg/kg/giin levofloksasin 20 giin i.p, B gubuna 50 mg/kg/glin
levofloksasin 30 giin i.p ve C grubuna 50 mg/kg/giin doksisiklin oral gavaj yoluyla
verildi. Kontrol D grubuna tedavi verilmedi. Tedavi sonrasi fare dalaklarindan
yapilan bakteriyolojik kiiltiirlerde kontrol grubu disinda en yiiksek koloni sayisi
ortalamas1 A grubunda ve kismen B grubunda gézlendi (Tablo 3). Levofloksisin
verilen A ve B grubu infekte farelerde tedavide basari saglanamazken, doksisiklin
verilen C grubunda basar1 saglandigi goriildii. Uygulanan antibakteriyellerde
doksisiklin ile tedavi yapilan grupta elde edilen basari istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.05, Tablo.4). Doksisiklin ile tedavide bagsar1 oranlar1 Domingo ve ark

(30,31,32)’larmin yaptiklari ¢calismalar ile uyumlu idi.

Brusella ile infekte fare dalak agarliklar1 ortalamasi incelendiginde A grubu
ile B grubunun dalak agarliklar1 arasinda fark yoktu (p>0.05). Ancak A ile C
grubunun, A ile D grubunun, B ile C grubunun, B ile D grubunun ve C ile D
grubunun dalak agirliklar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.001,
Tablo 5). Bu durum, intraselliiler bir bakteri olan brusella cinsi bakteriler ile infekte
edilen farelerin dalak agirliklarini arttirdigmi gostermektedir. A ve B grubundaki
infekte farelerde tedavi saglanamadigi i¢in, dalak agarliklar1 genelde birbirine esit
olup C grubuna kiyasla yiiksek oldugu gozlenmistir. Tedavide tam basar1 saglanan C
grubundaki farelerin dalak agarliklar1 azalmistir. Bu gozlem dogrultusunda herhangi

bir kaynak bulunamadi.

Brusellozun tedavisinde levofloksasin in vitro olarak etkili (MIC 0.032
pug/mL) oldugu halde, in vivo olarak etkisiz bulunmasi bir ¢eliskidir. Bu caligsma,
levofloksasin veya diger yeni antibiyotiklerin yalniz in vitro etkinligi dikkate

almarak klinik uygulamaya gecilmemesi gerektigini gostermektedir. Laboratuvar
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calismalarinda kombinasyon g¢alismalarinin yapilmasi, in vitro etkinligin in vivo
olarak hayvan modelleri ile korelasyonuna bakilmasi ve buna Onem verilmesi
klinikteki basariy1r yikseltecektir. Sonuc¢ olarak, bu c¢alisma, insan bruselloz
tedavisinde doksisiklinin en iyi seceneklerden biri olarak bildirildigi gibi (31,32),
doksisiklinin fare bruselloz modelinde de basar1 sagladigini, ancak levofloksasinin

bu modelde basarisiz oldugunu gostermektedir.
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OZET

Deneysel fare bruselloz modelinde doksisiklin ve levofloksasinin

etkilerinin karsilastirilmasi

Diinya genelinde bir halk sagligi problemi olmay: siirdiiren brusellozun

etkeni, intraselliiler patojenler grubunda yer alan ve yiiksek siklikla relaps yapabilen
bir bakteridir.

Bu ¢aligmada, bruselloz tedavisinde etkinligi kanitlanmis olan doksisiklin ile
heniiz etkinligi konusunda yeterli arastirma yapilmamis olan levofloksasinin in vivo
olarak Brucella spp. laboratuvar susuna etkinlikleri karsilastirildi. Her birinin
agirhgi 20-45 gram arasinda degisen toplam 59 adet BALB/c beyaz deney faresine
Brucella spp. laboratuvar susu intraperitoneal yolla verildi ve kronik bruselloz
olugmasit i¢in 30 giin kafeslerinde ortamda bekletildi. Uygulanan antibiyotiklerin
etkinliginin belirlenmesi i¢in deney hayvanlar1 dort gruba ayrildi. Onalt1 fareden
olusan birinci gruba (A grubu) 50 mg/kg/giin levofloksasin 20 giin i.p, 17 fareden
olusan ikinci gruba (B grubu) 50 mg/kg/giin levofloksasin 30 giin i.p, 13 fareden
olusan ti¢lincii gruba (C grubu) 50 mg/kg/giin doksisiklin 30 giin oral gavaj yolu ile
verildi. On fareden olusan kontrol grubuna (D grubu) ise herhangi bir tedavi
verilmedi. Tedavi siiresi sonunda, levofloksasin uygulanan A ve B gruplarinda
lyilesmeyen fare sayisi sirasiyla 16 ve 15 iken, doksisiklin uygulanan D grubunda 2
idi. Tedavi sonrasi farelerin dalak kiiltiirlerinde iireyen koloni sayilarinin ortalamast;
kontrol grubunun diginda en yiiksek A grubunda oldugu belirlendi. Tedavi etkinligi
yoniinden levofloksasin ve doksisiklin uygulanan gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.001). Doksisiklin ile tedavi edilen farelerin dalak

agrrhiklarinin azaldig1 gozlendi.

Sonug olarak; levofloksasin deneysel fare modeli brusellozun tedavisinde

yetersiz iken, bu modelde doksisiklinin etkin bulundu.

Anahtar kelimeler: fare brusellozu, tedavi, doksisiklin, levofloksasin.
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SUMMARY

Comparision of the efficacy of doxycycline and levofloxacin in the experimental
murine brucellosis model

Brucellosis, which continues to be a worldwide public health problem, is a
bacterium in the group of intracellular patogenes which can relapse with a high

incidence.

In this study, the efficacy of doxycyline the effect of which against
brucellosis is well known, and that of levofloxacin, the efficacy of which against
brucellosis has not been studied thoroughly in the treatment of brucellosis were
compared. A total of 59 Balb/c mice with body weigth of 20-45 g were used.
Brucella spp. laboratory strain was given to the mice intraperitoneally, and they
were kept in their cage asepticaly, in order to form chronic brucellosis for 30 days.
In order to detect the efficacy of applied antibiotics mice were divided into four
grups. The first group (Group A), consisting of 16, were treated with levofloxacin
(50 mg/kg/day) for 20 days intraperitoneally, the second group (Group B) consisting
of 17 mice were treated with levofloxacin (50 mg/kg/day) for 30 days, the thirth
group (Group C) consisting of 13 mice were treated with doxycyline (50
mg/kg/day) for 30 days orally. And no therapy was applied to group D, the 10 mice
consisting control group. At the end of the treatment period, the number of the mice
which did not recover, in the levofloxacin-treated group A and B were 16 and 15
respectively, and in the doxycyline-treated group were 2. The mean value of the
colonies produced in the spleen of the mice after treatment was determined to be the
highest in group A, except for control group. The difference of treatment between
the groups receiving levofloxacin and doxycyline was found statistically significant
(p<0.001). It was observed that the spleen weight of the mice in the doxycyline

group was reduced after the treatment.

In conclusion, levofloxacin was inefficent in the treatment of the

experimental murine brucellosis model, whereas doxycyline was effective.

Key words: murine brucellosis, therapy, doxycyline, levofloxacin.
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