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Kisaltmalar
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FIC: Fraksiyone Inibitér Konsantrasyon Iindeksi



Ozet

Ozellikle retikilloendotelial sistem hiicreleri icinde yerleserek siiregen
enfeksiyonlara neden olan brusellalar, insanlar i¢in 6nemli bir morbidite ve bazen de
mortalite nedenidir. Klinikte Brusellozis tedavisi i¢in genellikle ikili veya tgla
antibiyotik kombinasyonu uygulanmakla birlikte bu kombinasyonlarin in vitro
etkinlikleri hakkinda yeterince bilgi mevcut degildir.

Bu c¢alismada, Brucella spp. turlerine karst kullamlan antibiyotik
kombinasyonlarinin in vitro etkinliklerinin arastirilmasi amaglanmstir.

Calismamiza 2010-2012 yillan arasinda Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Turgut
Ozal Tip Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda kan
kultirlerinden izole edilen 40 Brucella spp. susu alindi. Bu suslara karsi doksisiklin,
rifampin, ko-trimoksazol, streptomisin ve siprofloksasin olmak tizere toplam 5 farkl
antibiyotigin etkinligi Etest ile ¢alisildi. Bu antibiyotiklerden klinik uygulamada en sik
kullanilmakta olan  doksisiklin-rifampin; rifampin-kotrimoksazol, doksisiklin-
streptomisin; siprofloksasin-kotrimoksazol ve siprofloksasin-streptomisin olmak tizere
toplam 5 farkli kombinasyonun in vitro aktivitesi Etest kombinasyon yontemi ile
arastirildi. Elde edilen sonuglar fraksiyone inibitor konsantrasyon Indeksi (FIC)
kullanilarak degerlendirildi ve sinerjik, aditif ve antagonist etkileri hesaplandi.

Caligmamiza alinan 40 izolata karst MIK dizeyi en disuk antibiyotik
kotrimoksazol (0.016 pg/ml) olarak bulunurken, MIK dizeyi en yiiksek antibiyotik
rifampin (1.5 pg/ml) olarak saptandi. MIKsy ve MIKg degerleri dikkate alindiinda
suslara karst ¢aligilan antibiyotiklerden en etkin bulunandan en az etkin olana dogru
siralama goyle bulundu: Ko-trimoksazol 0.032 pg/ml ve 0.064 pg/ml; doksisiklin 0.064
ug/ml ve 0.094ug/ml; siprofloksasin 0.094 ng/ml ve 0.75 pg/ml; streptomisin 0.25
ug/ml ve 0.50 ng/ml; ve rifampin 0.50 pg/ml ve 0.75 pg/ml. Doksisiklin-rifampin
kombinasyonu ¢alisilan tim suslarda (%100) sinerjik etki gosterirken, rifampin-
kotrimoksazol kombinasyonu iki susta antagonist (%5) etki gosterdi. Siprofloksasin-
streptomisin ve rifampin-kotrimoksazol kombinasyonlarinin suglara karst sinerjik etki
oranlart sirastyla %575 ve %52.5 olarak saptandi. Doksisiklin-streptomisin ve
siprofloksasin-kotrimoksazol kombinasyonlarinin sinerjik etki oranlari ise sirastyla
%32.5 ve %25 olarak saptandi.

Calismamizda in vitro en etkin antibiyotik olarak kotrimoksazol saptanmisken

en yitksek minimal inhibitor konsantrasyon (MIK) diizeyleri rifampinde goriillmiistiir.



Ancak, kotrimoksazoliin diger antibiyotiklerle olan kombinasyonlarinda sinerjik etkisi
dustuk olarak saptanmig, aksine, rifampinin doksisiklin kombinasyonu ise tiim suglara
karst sinerjik etki gostermistir. Bu baglamda Brucella tirlerine karsi antimikrobiyal
duyarlilik  testlerinde tekli antibiyotik duyarliliginin  yaninda kombinasyon

aktivitelerinin in vitro saptanmasi faydali olacag kanisindayiz.



Investigation of Synergistic, Additive and Antagonist Effect of
Antimicrobial Combinations Used for Brucella spp., with Etest
Combination Method

Abstract

The genus Brucella causing chronic infections via involving the
reticuloendothelial system cells is a significant morbidity and sometimes mortality
reason for human. In routine clinical practice, antimicrobial combinations consisting
two or three antibiotics are used, however, there is less data about the in vitro activity of
these combinations.

In this study, in vitro activity of antimicrobial combiantions those are used
against to Brucella spp. was aimed.

A total 40 Brucella spp. strains were included in this study, which were isolated
from blood cultures in Medical Microbiology Laboratory of Inonu University Tugut
Ozal Medical Center between 2010 and 2012. In vitro activities of five antibiotics such
as doxycycline, rifampin, cotrimoxazole, streptomycine and ciprofloxacin were studied
with Etest strips. From these drugs, in vitro activities of five commonly-used
combinations including doxycycline-rifampin, rifampin-cotrimoxazole, doxycycline-
streptomycine, ciprofloxacin-cotrimoxazole and ciprofloxacin-streptomycine were
investigated with Etest combination method. The obtained data was evaluated with FIC
index, and synergistic, additive and antagonsit effects of these drugs were calculated.

While the lowest MIK of the drug against to studied strains was detected as
cotrimoxazole (as, 0.016 pg/ml), the highest MIK of the drug was detected as rifampin
(as, 1.5 ug/ml). Regarding the MIKs, and MiKo, values, the most effective and less
effective rank of the antibiotics was listed as fellows: cotrimoxazole 0.032 ng/ml and
0.064 ng/ml; doxycycline 0.064 pg/ml and 0.094pg/ml; ciprofloxacin 0.094 png/ml and
0.75 pg/ml; streptomycine 0.25 pg/ml and 0.50 pg/ml; and rifampin 0.50 pg/ml and
0.75 ng/ml. The combination of doxycycline-rifampin showed synergistic activity to all
studied strains (%100), and the combination of rifampin-cotrimoxazole exhibited

antagonist activity for two strains (5%). The ratio of synergistic activities of



ciprofloxacin-streptomycine and rifampin-cotrimoxazole combinations were found as
57.5% and 52.5%, orderly.

In this study, cotrimoxazole was found as the most active antibiotic, but rifampin
was associated with the highest MIK levels. However, lower ratios of synergistic
activity was observed with the combiantions of cotrimoxazole. In contrast, rifampin
showed excellent synergistic activity to all studied strains, particularly in the
combination of doxycycline. In this contex, in addition the antimicrobial susceptibility
test performed for each antibiotic, it will be benefit to measure in vitro activity of the

combinations against to Brucella.



1. GENEL BILGILER
1.1. Tarihge

Brucella spp.’nin neden oldugu Bruselloz hastaligindan ilk olarak Hippocrates
M.O. Syy’da soz etmistir. Giiniimiize degin “Dalgali Humma” (Ondiilan atesi),
“Akdeniz Hummast”, “Malta Hummast” ve “Gibraltar Humas1” gibi degisik isimler
kullanililan Bruselloz, 1859°da Marston tarafindan ilk kez “Mediterranean gastric
remitten fever” adiyla tammlanmistir. Onsekizinci ve 19. yy’da Malta’daki Ingiliz
askerleri arasinda 6nemli bir mortalite ve morbidite nedeni olmasi ile hastaligin klinik
bulgulart ve seyri daha iyi taninir hale gelmistir (1). Binsekizytizseksenaltida Sir David
Bruce, ilk kez brusella etkenini izole etmis ve Micrococcus melitensis’i olarak
adlandirmistir (2). Binsekizyiizdoksanbeste sigirlarda abortus etkeni olarak Bacillus
abortus tammlanmis (3,4) ve Zammit tarafindan 1905°te Malta’da Bruselloz’un
kaynaginin kegiler oldugu ortaya konarak, pastorize edilmemis kegi sitini tiketilmesi
engellenmis ve hastaligin insidansinda dramatik azalmalar saglanmistir (5). Bin dokuz
yuz on sekiz yilinda bakteriyi ilk olarak tanimlayan kiginin ismine atfen etken “Brucella
melitensis” olarak adlandirilmigtir. Organizmanin tir ismi ise hastaligin ilk defa Malta
Adasi’nda gorilmesinden dolayr Romen dilinde malta anlamina gelen “melita”
kelimesinden alinmugtir (6).

Huddleston 1929°da, domuzlardan izole ettigi susu B. suis olarak tanimlamigtir
(7,8). Bin dokuz yiz elli tigte koyunlarda Brucella ovis, 1957’ de ratlardan B.neotomae
izole edilmistir. Brucella ovis ve Brucella neotomoe insanlar i¢in patojen kabel
edilmemigtir (6). Bindokuzytizaltmissekizde Carmichael ve Bruner képeklerde Brucella
canis 1 tantmlamiglardir (9,10).

Ulkemizde Dr.Hiisamettin Kural ve Mahmut Sabit Akalin tarafindan 1915
yilinda ilk Bruselloz olgusu bir askerde saptanmigtir. Koyunlarda B. melitensis ilk defa
Aktan ve Koylioglu tarafindan 1944 yilinda Bandirma Merinos ¢iftliginde saptanmustir.
Ulkemizde sigirlarda ilk izolasyon 1931-32 yillarinda Berke tarafindan bildirilmistir
(11). Yine Turkiye’de insan ve hayvanlarda Bruselloz’un serolojik yontemlerle

saptanmasi Golem tarafindan 1943 yilinda yapilmistir (12).

1.2. Morfolojik Ozellikleri
Brusella turlert 0.5-0.7 um eninde, 0.6-1.5 pum boyunda, Gram negatif kok,
kokobasil seklinde, sporsuz, aerop veya mikroaerofil bakterilerdir. Tekli, ikili, kisa

zincirler veya kugiik kiimeler halinde bulunurlar (13). Kendilerine 6zgiin Brownian



hareketi olarak isimlendirilen yerinde titresim hareketi yaparlar. S koloni ve mukoid
koloni olusturan suslarda gosterilebilen kapsul, pasajlarla ve R koloni sekillerinde
kaybolmaktadir (13). Zayif asitlerle dekolorizasyona direngli olduklarindan modifiye
Ziehl-Neelsen boyama teknigi ile agik kirmizi renkte boyanirlar. Kultirlerde tek tek

rastlanmasina kargin dokulardan yapilan boyamalarda kiimeler halinde gortlurler (15).

1.3. Bakterinin Tiirleri

B.melitensis (biovar 1,2,3); koyun ve kegilerde, B.abortus (biovarl,2,3,4,5 ve

Ll

9,

sigir ve mandalarda ve B.suis (biovarl,2,3,4,5); domuzlarda enfeksiyon
yapmaktadir. B.canis kopeklerde enfeksiyona neden olurken insanlarda nadiren hastalik

yapar. B.neotoma ratlarda; B.ovis ise koyunlardan enfeksiyon yapmaktadir. B. neotomae

ve B.ovis insanda patojen degildir ve her iki etkenin birer biyotipi mevcuttur (14,16).

Brusella tiirleri ve konaklari Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Bruselloz etkenleri, konaklar ve insanda hastalik yapma durumu. Enfeksiyon

kaynaklar1 (17).

Tir

Konak Hayvan

insanlarda Hastalik

Eski Tiirleri

B. melitensis

Keci, koyun,deve

(+) En yaygin

B. abortus Sigir, deve, buffalo, geyik (+) 2. yaygin

B. suis Domuz, yabani tavsan, ren geyigi, | (+)
kemirgen

B. canis Koépekgiller (+)

B.ovis Koyun (-)

B. neotomae Kemirgen (-)

Yeni Tiirler

B. ceti

Balina, yunus baligi, domuz baligl,

fok

NoroBruselloz, spondilit ve

laboratuvar kaynakh

B. pinnipedialis

Ayi balig

(+)

B. microti

Kirmizi tilki, tarla faresi

(-)

B. inopinata

Bilinmiyor

Prostetik meme implant enfeksiyonu




1.4. identifikasyon

Brusella turlerinin biyotip diizeyindeki identifikasyonlart baglica 6 temel test ile

yapilmaktadir. Bunlar;

A) CO; gereksinimi
B) Hidrojen silfiir (H,S) tretimi

C) Bazik fuksin ve tiyonin boyalari ile inhibisyona duyarlilik

D) Monospesifik A, M ve R anti-serumlar ile aglutinasyon

E) Ureaz aktivitesi

F) Bakteriofajlara duyarlilik

Brusella tirlerinin tanimlanmasinda kullanilan 6zellikler Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2. Brucella turlerinin identifikasyon ozellikleri (18, 20, 23).

Boyalarda Ureme Agliitinasyon Tb faji1 erime
Tiir Biovar Cco H,S Ureaz Thionin Fuksin Konak
2 b] ¢ b ¢ | Anti [ Anti | Anti | RTD 10%
A M R RTD
B. melitensis 1 D + + + Koyun
2 D + + + Kegi
3 D +| + + o + + Insan
B. abortus 1 +,- + 1-2h + + + + +
2 + + 1-2h + + + Sigir
3 +,- = 1-2h + + + = + + +
4 +,- A 1-2h + A + + +
5 1-2h +| + + + + + + Insan
6 Y 1-2h + + + + + + +
7 -+ 1-2h + + + + + + + +
8 + 1-2h + T+ + + + + +
9 -+ + 1-2h + + + + + + +
B. suis 1 + 0-30dk + + + + Domuz
2 0-30dk + + + Domuz
3 0-30dk + + + Dmz Insan
4 0-30dk + + + + R. geyikleri
5 0-30dk + + + Kemiricilr
B. neotomae 1 + 0-30dk + + + N. lepida
B. ovis 1 + 0 + + + + Kog
B. canis 1 0-30dk + + + + Kopek

1.5. Kiiltiir Ozellikleri

Brusella tiirleri, degisken beslenme gereksinimi olan intraselliller bakterilerdir.

Izolasyonda kompleks besiyerlerinin kullamlmasi gerekir (13). Brusella tiirlerinin

uretilmesi i¢in antibiyotikli-glikozlu-serumlu buyyon/ agar, brusella buyyonu ve agari,

cikolotamsit agar,

albuminli

buyyon ve agari,

kanli jeloz gibi

besiyerleri




kullanilabilmektedir (20). Besiyerlerindeki 2-3 giinlik kolonileri kugik, yuvarlak,
kabarik, saydam, sebnem tanesine benzeyen, kaygan ve S tipi koloni seklindedir. Alti-
yedi giin sonunda koloniler matlasir ve ayrigsmaya baslarlar. Eski kiiltiirlerde R koloniler
olusur. R koloni formundakiler yassi, daha bulyuk c¢apta, mat ve grantlli bir yizeye
sahiptirler. S, R koloni tipi diginda ayrica, intermedier (I) ve mukoid (M) ozellik
gosteren koloni tipleri vardir. Antibiyotik ve kimyasal madde ile karsilagsmasi

sonrasinda L formlart meydana gelebilir (20).

1.6. Biyokimyasal Ozellikler

Aerop ve mikroaerofil bakteriler olan Brusella’larin COj; ile Giremeleri hizlanir.
Ozellikle B.abortus ilk izolasyonda % 5-10 CO2’ li ortama ihtiyag duyar. Optimal
ireme 1s1st 37 °C olmakla birlikte, 10-40 °C arasinda da ureyebilirler. Koloniler
inkiibasyondan 2-3 giin sonra goriilebilir, 4-5 glin sonra 2-3 mm ¢apa ulasirlar. Zengin
besiyerlerinde duzgiin kenarli, konveks, nemli, parlak koloniler olustururlar (20).
Brusella tiirleri 60 °C de 10 dakika, %1 fenol eriginde ise 15 dakikada canliliklarini
yitirirler. Siitte 17 giin, tereyaginda 141 giin, dondurmalarda 1 ay, igme suyunda 8 °C de
57 giin 25°C de ise 10 giin, toprakta 10 hafta, keci peynirinde +4 ile +8°C de 180 giine
kadar canli kalabilir. Pastorizasyon ile yeterli korunma saglanabilmektedir (21).

Brusella tiirleri; B.ovis, B.neotomae ve B.abortus’un bazi suslart hari¢ oksidaz
pozitif olup tiim susglarinda katalazi olumludur (7). B.neotomae diginda, besiyerlerinde
karbonhidratlardan asit olusturmazlar. H,S ve ireaz aktiviteleri degiskendir. B.ovis
hari¢ nitratlar indirgerler (13). Bir¢ok brusella susu polimiksin, sefalosporin, basitrasin,
linkomisin ve nistatine direngli oldugu halde ¢ogu gentamisin, tetrasiklin ve rifampine
duyarlidir (5,13). Diger bir¢cok gram negatif bakterilerin aksine Brucella spp.’nin hiicre
duvarinda pilus, fimbria ve kapsiil gibi kompleks yapilar bulunmaz.

Brucella’larda plazmid saptanmamustir. Bakteride pilus bulunmadigindan
konjugasyon bildirilmemistir. Brucella’lanin faj enfeksiyonunu sonrast antibiyotiklere
diren¢ gelistirdiklerinden transdiksiyon yaptiklart kabul edilmektedir. Nadir de olsa

transformasyona ugradiklar bildirilmistir (22).

1.7. Antijenik Yapr
Brucella’larin - antijenik  yapilann  turlere gore farkliliklar gostermektedir.
Ultrasantrifugasyon ya da dondurma-¢ézme islemleri ile elde edilen karigim

immunelektroforeze tabi tutuldugunda 20°den fazla antijen-antikor reaksiyonunun



varligr gorilir. Farkli suslarla yapilan caligmalarida, bir¢ok Brucella antijeninin tim
suslarda ortak olarak bulundugunu bildirilmekle birlikte sadece somatik-LPS
(lipopolisakkarid) antijenlerinin S tipinden olan ve olmayan suslarda 6nemli farkliliklar
gosterdigi ve dis membran proteinlerinin ise farkli tirlerde degisik yapilarda olduklar
gosterilmistir. Major antijen olan LPS antijenleri hiicre yiizeyinde yer aldiklar halde,

protein antijenlerinin biiyiikk kismi hiicre i¢inde bulunur (25,26)

1.7.1. Yiizey Antijenleri
Brucella’larda hiicre zart; gram negatiflerde oldugu gibi sitoplazmik membran
periplazmik aralik ve dig membrandan olusur. Smooth brusella lipoplisakkaritleri; Lipid

A, core oligosakkariti ve O polisakkaritinden (OPS) olusur (22). OPS zinciri, A ve M

olarak tammlanan iki epitop igerir. Farkli epitoplar olusturan bu iki degisik
konfigiirasyon A ve M antijenlerini olusturur. A antijeni B. suis ve B. abortus’ta; M
antijeni ise B.melitensis’te fazla miktarda saptanmaktadir. A/M orant B.melitensis’te
1/20 iken, B.abortus’ta 20/1 olarak tespit edilmistir (27). Bu antijenler agliitinasyon
reaksiyonlarindan sorumludur. Bu epitoplar OPS’den yoksun R tipi suslarda yoktur.
Lipopolisakkaritin yapist S tipi suslar ve diger gram negatif bakteriler arasinda ¢apraz
reaksiyona yol agar (20). Brucella cinsi bakteri antijenleri £. coli 0:116 ve 0:157,

Francisella tularensis, Stenotrophomonas maltophilia, Vibrio cholerae ve Yersinia

enterocolitica 09 gibi bakteriler ile serolojik capraz reaksiyon verirler.

1.7.2. Dis Memebran Proteinleri

Brucella spp.’nin diger énemli virulans faktorleri olan dis membran proteinleri
(OMP) grup 1 (88-94 kDa), grup 2 (35-40 kDa) ve grup 3 (25-30 kDa) olmak tizere 3
gruba ayrilmigtir. Grup 2 proteinleri ayni zamanda porin proteinleri olarakta
bilinmektedir.  Brucella  spp’nin  dis membran1  fosfotidiletanolamin  yerine
fosfotidilkolinden zengindir. Bu 6zellik nedeni ile bakterinin LPS tabakasina polimiksin
gibi antibiyotiklerin baglanamadig ve dolayist ile s6z konusu antibiyotiklere karst bu
bakteride dogal diren¢ oldugu belirtilmektedir. OMP2 porin protein profillerinin

Brucella tirlerini simflandirmada kullanilabilecegi bildirilmektedir (23).

1.8. Epidemiyoloji
En stk goriilen zoonotik hastaliklardan biri olan Brusellozda dogrudan veya
dolaylt hayvan temast ile bulas s6z konusudur. Hastalik tiim dinyada goriilebilmekle

birlikte Akdeniz ulkeleri, Arap yarimadasi, Hindistan, Meksika, Orta ve Giiney
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Amerika’da daha yogundur. Gelismis ulkelerde (Kuzey ve Bati Avrupa tlkelerinin
buyiik ¢ogunlugu, Avustralya, Yeni Zelanda ve Kanada) Bruselloz eradike edilmis olsa
da gelismekte olan tlkelerde hala 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir.
Diinya Saglik Orgiiti (DSO) verilerine gore her yil diinyada 500.000 yeni vaka
belirlenmektedir (1).
Brusellozun dinya tizerindeki dagilimi Sekil 1°de goriilmektedir.
2 T

e )

e

Annual incidence of brucellosis
per 1000 000 population
- =500
50-500 cases
M 10-50
2-10
- <2
Possibily endemic, no data
Non-endemic/no data

Sekil 1.Diinyada Bruselloz insidansi (37).

Saglik Bakanligr verilerine gore Turkiye’de 1970 yilinda 37 olarak bildirilen
olgu sayist (0.1/100000), 2005 yilina gelindiginde 14644’e ulagsmistir (20.32/100000)
(38). Bu istatistiksel artigin, hastaligin prevelansindaki artistan ¢ok bildirim ve tam
koyma oranlarindaki artistan kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Ulkemizde hastalik
bildirimlerinin halen yeterli diizeyde olmadigi dikkate alimrsa, gercek Bruselloz
prevelansi samildigindan daha yiksek oldugu soylenebilir.

Saglik Bakanlig istatistik verilerine gore ilkemizde yilda 10810 yeni vaka
(morbidite hiz1 16,43/100000) bildirilirken, Bruselloz nedeniyle 6lim 0-3 (mortalite hiz
0-0,05/1000000) arasinda degismektedir (T.C. Saglik Bakanligt Temel Saglik Hiz-
metleri Genel Mudirligi, 2006). Toplam 147.391 Bruselloz olgusunun bolgelere gore
analizlerinin yapildigt bir ¢alismada, Tirkiye’nin gineydogusunda artis egilimi
gorilurken, 6zellikle 9 ilde (Diyarbakir, Mardin, Sirnak, Siirt, Batman, Bitlis, Mus, Van

ve Hakkari) Bruselloz olgularinda bir kiimelesme oldugu saptanmistir. Bu durumun
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bolgelerdeki c¢iftlik hayvanlarinin (sigir, koyun, ke¢i de dahil olmak tizere) sayisi ile
dogru orantili oldugu gosterilmistir (24)

Turkiye’de Bruselloz vaka-6liim sayilari Tablo 3°de gosterilmistir.
Tablo-3. Bruselloz Vaka ve Oliim Sayilar1, Morbidite ve Mortalite Hizlari, Tiirkiye
(1975-2006) (24, 29)

Yillar | Yil OrtasiNiGfus | Vaka Sayisi Morbidite Oliim Sayisi Mortalite
Hiz1(/100.000) Hizi
(/1.000.000)
1975 40.078.000 69 0,17 0 0
1980 44.438.000 186 0,42 0 0
1985 50.306.000 1.177 2,34 0 0
1990 57.582.446 5.003 8,69 2 0,03
1995 63.206.510 8.506 13,46 9 0,14
2000 67.844.903 10.742 15,83 6 0,09
2001 69.081.716 15.510 22,45 2 0,03
2002 70.415.064 17.765 25,23 1 0,01
2003 71.772.771 14.572 20,3 0 0
2004 71.152.000 18.264 25,67 2 0,03
2005 72.065.000 14.644 20,32 1 0,01
2006 65.789.167 10.810 16,43 3 0,05
2007 11649 0 0 0
2008 9896 0 0 0
2009 9324 0 0 0

Hastalik etkeni olarak tlkemizde en sik B.melitensis izole edilmektedir.
Ulagilabilen yayinlara gore Turkiye’de B. swis’e bagli Bruselloz bildirimine
rastlanmamigtir. Brusella bakterileri hayvanlarda yasam boyu kalmakta ve kronik
enfeksiyona yol agmaktadir. Brusella insanlara;, pastorize edilmemis sit ve siit
trinlerinin tilketimi, infekte aerosollerin inhalasyonu, konjunktivaya inokulasyon ve
enfekte hayvan sekresyonlarinin butiinligii bozulmug dokulara direkt temast ile bulagir.
Insandan insana bulas ¢ok nadir olsada litaratiirde cinsel yolla bulastig: ileri siiriilen
vakalar bildirilmis ve meni kiltiirinde bakteri uretilebilmigtir (30). Literatiirde

intrauterin gectigi tahmin edilen bir olgu bildirilmigtir. Ciftcilikle ugrasan 26 yaginda bir
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annenin intrauterin gelisme geriligi ile dogan bebeginde yapilan arastirmalar sonucu
akut Bruselloz saptanmigtir. Bu olgu ile Brusellozun intrauterin gecebilecegi sonucuna
varlmstir (28). Ulkemizde Bruselloz igin temel bulas kaynag: pastorize edilmemis siit
ve sut Urinlerinin tiketimidir (31, 32). Hayvancilikla ugrasanlar, veteriner hekimler,
saglik ¢alisanlari, mezbaha is¢ileri, et sanayisinde ¢alisanlar Bruselloz a¢isindan riskli
gruplardir. Yapilan seroepidemiyolojik caligsmalarda; Bruselloz agisindan riskli olan
kasaplar, besiciler, mezbaha ve mandira ¢alisanlart gibi meslek gruplarinda %8,6-25,
risk grubunda olmayanlarda %2,8 oraminda seropozitiflik bildirilmistir (33, 34).
Turkiye’de hastalik genelde, koyunlarin yavrulama doénemleri ile peynir yapiminin
arttig1 ilkbahar ve yaz aylarinda daha siktir (35, 36).

Hastalik daha ¢ok gen¢ ve orta yasli eriskinleri tutmaktadir (1). Ulkemizde
Bruselloz tamist alan vakalarin %50-60’1 20-50 yas arasinda, %10-15’1 ¢ocuklarda,
%10’u 65 yag tizerindedir(35, 36, 39).

Brusellozun tilkemizdeki olasi gegis yollari tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. Turkiyede Brusellozisin Bulas Yollari (40).

Bulas Yolu Hatipoglu® | Tasova®® Kosar™’ Tasbakan™ | Giir® Demirdag’™®

(%) Ankara Adana Isparta Izmir Diyarbakir | Elazig
(n=202) (n=238) (n=280) (n=109) (n=283) (n=146)

Cig siit ve siit

tiriinii 94.6 53 30 67.9 72 76.7

kullamnu

Hayvancilik, 47 -

mesleksel 70.3 31 90 294

temas

Laboratuvar 6 -

temast - - 1 33

Bilinmeyen 2.4 16 13 - 36 -
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1.9. Korunma

Insan Brusellozunun kontrolii igin evcil hayvanlarda hastaligin kontrolii ve
eliminasyonu gereklidir. Etkili canli bakteri asilart B.abortus (sus 19) ve B. melitensis
(sus Rev-1) turleri ile hazirlanmugtir. B. suis veya B. canis’e ile hazirlanan ag1 yoktur.

Insanlara Brusellozun bulaginin onlenmesi, siit ve siit triinlerinin pastorize
edilerek kullanilmasi veya siitlerin iyi kaynatildiktan sonra tiketilmesi gerekmektedir.
Toplumda ¢ig siit titketilmemelidir (41, 42).

Laboratuvar kaynakli bulagin Onlenmesinde enfekte materyalle temasin
onlenmesi i¢in eldiven, gozlik, maske ve onlik gibi kisisel koruyucu ekipmanlarin
kullanilmast onerilmekte ve ozellikle kultir plaklanmin yeterli biyogiivenlikli

oratmalarda (BSL-2 laminer akim kabinleri) agilmast dnerilmektedir (43, 44).

1.10. Patogenez

Brucella turleri ile gelisen enfeksiyonlar oldukga ciddi klinik tablolara neden
olabilmektedir. Konagin immiin ve beslenme durumu, enfeksiyoz inokulumun miktari
ve muhtemel bulas yolu hastaligin gidisatin1 belirleyici etkenlerdir. Ornegin; mide sivist
pH’stmin disik olmasit B.abortus ve B.melitensis ile geligebilecek enfeksiyonlarin
onlenmesinde etkili bulunmusgtur (45). Benzer olarak antiasit kullanimi besin kaynakli
enfeksiyon gelismesinde olumsuz etkide bulunabilmektedir (46)

Fakultatif hiicre i¢i patojenler olan Brucellalar, konak fagositer hiicreleri iginde
yasama ve ¢ogalma kapasitesine sahiptirler. Brucella’nin polimorf niiveli 16kositlerin
intraselliler oldirme mekanizmalarindan, lizozim igindeki primer ve sekonder
graniillerin  degraniilasyonlarimin  6nleyerek ve myeloperoxidase-H,O, sistemini
engelleyerek kagtigi disinilmektedir. Ayrica Cu-Zn superoxide dismutase enzimi ile
serbest oksijen radikallerini etkisiz hale getirdigi samlmaktadir (47). Bakteriler
lizozomal enzimlere direnglidir. Fagozom-lizozom birlegsmesi ve apopitozisin 6nlenmesi
ile mononukleer hiicreler i¢cinde yasamalart kolaylasir (48, 49). B.melitensis, PMNL
icindeki bakteri oldiriici mekanizmalara direng gosterir. Bu olayda, bakterinin igerdigi
adenin ve guanozin monofosfat etkinligi ile PMNL’nin degraniilasyonunun
onlenmesinin 6nem tasidig samilmaktadir. B.swis invaziv etkilidir fokal nekroz ve
sipurasyonlara sebep olur. B.abortus daha az invaziv olup hafif bir hastalik tablosuna
yol acar ve invaze oldugu organda nekroz ve siipiirasyon igermeyen grantilomlar

olusturur. B.canis insanda bakteriyemi, lenfadenopati, splenomegali ve hafif bir hastalik
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tablosu olusturur (50). Enfeksiyon sonrast Brucella; dalak, karaciger, lenf nodlart ve
kemik iligt gibi retikiiloendotelyal sistem organlarinda kalabilir.

Th; hicre tipi aracili immunite ve makrofajlarin aktivasyonu ile virillan Brucella
suslart elimine edilir. Makrofajlarda antibrucella aktivitesi gosteren ana sitokinler;
timor nekrozis faktor—o (TNF-a), TNF-Y, interlokin-1(IL-1) ve IL-12 dir (51).
Brusellanin baskin immiinojen antijeni ve ana virtilans belirteci S-LPS’dir. Nonsmooth
suslar normal serumda lizise daha duyarli olup diisiik virtlansa sahiptirler. B.canis ve
B.ovis gibi vahsi suslarin kisitli bir konak yelpazesi olup diger turleri infekte etme

kapasiteleri sinirlidir (52).

1.11. Konak Immiinitesi

Domuz ve sigirlarda Brucella enfeksiyonuna karst dogal direng rapor edilmistir.
Dogustan direngli sigirlardaki makrofajlar B.abortus’un intraselliler replikasyonunu
daha 1yi kontrol etmektedir (53). Bu veriler; sigir homolog Nramp 1(dogal direng ile
iligkili makrofaj proteini 1) murine geninin Bruselloz direncini belirlemek i¢in major
gen oldugu hipotezini desteklemektedir (54). Brusellozda kazanilmig immiin cevap IgM
antikorlarin enfeksiyonun birinci haftasinda goriilmesi ile karekterizedir. Bunu ikinci
hafta sonunda IgG sentezi izler (55). lyilesme ile IgM ve IgG antikorlar: diisiis gosterir.

IgG antikorlarinin yiiksek seyretmesi relaps veya kronik enfeksiyonu gosterir (56, 57).

1.12. Klinik Bulgular

Bruselloz ates, bas agrisi, bel agrisi, istahsizlik, huzursuzluk ve terleme gibi
ozgil olmayan semptomlara neden olmaktadir. Hastaligin baslangici sinsi ya da akut
olabilmekle birlikte, genellikle mikroorganizmanin aliminasindan sonra iki ila dort hafta
icinde gergeklesir. Uzun sure tedavi edilmemis hastalarda ondilan ates paterni gozlenir.
Bazi hastalar kotii kokulu terleme ve tuhatf agiz tadi sikayeti ile hastaneye bagvurur.
Depresyon yaygin bir semptom olup diger semptomlarin siddeti ile iligkisizdir. Somatik
sikayetlerin ¢okluguna oranla fiziksel sikayetler azdir. Hastalarin %10-20’sinden azinda
lenfadenopati  bildirilmis olup 9%20-30 hastada hepatomegali ve splenomegali
saptanmustir (58).

Bruselloz tim organ ve sistemlerin etkilendigi sistemik bir enfeksiyondur.
Hastaligin siresi ve siddetine gore Bruselloz akut, subakut ve kronik olarak
stmflandinlmigtir (23). Tedaviyi takiben, hastali§in relapst ile iliskili ya da iligkisiz

semptomlarin niksi gorilebilir (59). Bakteriyolojik relaps; tedavinin durdurulmasindan
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sonra ve antibiyotik direnci ile iligkisiz olarak 3 ile 6 ay arasinda gorilebilir (60).
Kronik Brusellozda genellikle kemik, dalak, karaciger gibi organlarda persistan
enfeksiyon odaklart gorilir (61). Kronik Brusellozda ates gibi objektif semptomlar
tekrarlayabilir. Onemli laboratuvar bulgularindan biri yiiksek titrede Ig G persistansidir
(57,62). Baz1 hastalarda gecikmis nekahat ile birlikte antikor titrelerinde yiikselme ve
objektif hastalik bulgulart olmaksizin persistan ve nonspesifik sikdyetler gorilmektedir.
Bu gecikmig nekahat siireci ¢ok az anlasilabilmekle birlikte baz1 otoriteler énceden var

olan Brusellozun siddetlenmesini temsil ettigine inanmaktadirlar (63,64).
1.13. Komplikasyonlar

1.13.1. Gastrointestinal Sistem

Bruselloz hastalarinin %70 inden fazlasinda anoreksi, kusma, karin agrisi, diyare
ya da kabizlik ve bulanti gibi sikdyetler ortaya c¢ikabilir. Peyer plaklarinin
inflamasyonuyla birlikte intestinal mukozada hiperemik patolojik lezyonlar izlenebilir.
B.melitensis ile enfeksiyon sonrasi kolit gelisen hastalarda histolojik ve radyolojik

olarak akut ileit tablosu gosterilebilir (65,66).

1.13.2. Hepatobiliyer Sistem

Hepatik tutulum Bruselloz hastalarinda sik goriilmesine ragmen transaminaz
degerlerinde yiukselme olmayabilir. Hepatik patoloji spektrumu etyolojik ajana gore
cesitlilik gosterir. Ornegin B.abortus enfeksiyonu sarkoidozdan ayrnilamayacak derecede
grantilomlarla karakterizedir (67). B.melitensis’te ise viral hepatite benzeyen kiigiik,
diffiiz, belirgin olmayan inflamasyon alanlarinda mononiikleer hiicrelerle ¢evrelenmig
nekrotik alanlar gorulir (68). Hepatit tablosu antibiyoterapi ile geriler. B.suis ve B.
melitensis te karaciger ve dalakta cerrahi girisim gerektirebilecek kronik siipiratif
abseler gorilebilir (69,70). Brusellozda nadiren de olsa pankreatit, spontan peritonit ve

akut kolesistit gorilebilir.

1.13.3. iskelet Sistemi

Osteoartikiiler komplikasyonlarin, hastanin yasi ve bakterinin tiirine bagli olarak
%10 ila %80 dolayinda oldugu gosterilmistir (58). Sakroileit (71) ve spondilit (72) en
sik gortlen gortlen komplikasyonlar olup bu bolgeler ayni zamanda tutulumun en stk
oldugu vyerlerdir. Radyolojik bulgularin ge¢ ortaya ¢ikmasina ragmen kemik
taramasinda erken zamanda inflamasyon gosterilebilir. Bilgisayarli tomografi; eklem

hasari1, vertebral osteomyelit ve paraspinal abselerin gosterilmesinde kullanilir (73).
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Fazla yuk tastyan eklemlerde (¢zellikle kalga, diz ve ayak bilegi) kugiik eklemlere
oranla daha fazla eflizyon gorilir. Bu efiizyon lenfositten zengin olup ancak yarisinda
brusella izole edilebilir (74). Enfeksiyon sonrasi spondiloartrit, bursit, tenosinovit ve

eklem protezi inflamasyonu da gosterilmistir (75).

1.13.4. Sinir Sistemi

Depresyon ve dikkatte azalma Bruselloz hastalarinda sik gortilmekle birlikte
santral sinir sistemi invazyonu %S5’ten az hastada gorilir. NoroBruselloz baslig
altinda; menenjit, ensefalit, miyelit, radikiilonéronit, beyin absesi, epidural abse,
granilom, demiyelinizasyon ve meningovaskiiler sendromlar gorilebilir. Akut ya da
kronik menenjit en sik gorillen sinir sistemi komplikasyonu olmakla birlikte klinik
olarak multiple skleroza benzer (76,77, 78). Serebrospinal sivi analizinde lenfositik
pleositoz, artmig protein ve disiikk ya da yiksek glikoz seviyeleri saptanabilir. Gram
boyama genellikle negatif olmakla birlikte etken, olgularin %25’inden azinda kiltirle
izole edilebilir. Bununla birlikte tam, serebrospinal sivida spesifik antikorlarin
saptanmast ile konur (79). Tedavi edilmis noéroBrusellozun prognozu iyi olmakla

birlikte nadir de olsa nérolojik sekel vakalar bildirilmistir (80).

1.13.5. Kardiyovaskiiler Sistem

Endokardit hastalarin %2’sinden azinda gorilir fakat Bruselloz iliskili éliimlerin
cogunun sebebi bu hastaliktir (81). Efektif tedavi ve kalp kapak replasmani cerrahisi
oncesinde brusella endokarditi 6liimciil seyredebilmektedir (82). Aortik kapak en fazla
tutulan kapak olup dogal ve prostetik kapaklarin her ikisinde de gosterilmisgtir.
Perikardit ve beyin, aorta ve diger damarlardaki mikotik anevrizmalar sekonder
komplikasyonlardir. Derin ven trombozu akut Brusellozda nairen goriillen bir
komplikasyondur (83). Yeni kan kultirt teknikleri ve ekokardiyografi erken tani sansini

arttirip cerrahi gereksinimini azaltmigtir (84).

1.13.6. Solunum Sistemi

Inhaler yolla bulas en stk mezbahalarda goriiliir. Solunum yollar1 tutulumu;
radyolojik bulgusu olmayan grip benzeri sendromdan brongit, bronkopnomoni, akciger
nodilleri, abse, yaygin lezyonlar, hiler adenopati ve plevral efizyon-ampiyeme kadar

uzanir (85). Nadiren de olsa etken, balgam kultiri ve gram boyamast ile saptanabilir.
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1.13.7. Genitoiiriner Sistem

Brusella etkeni idrardan elde edilebilmesine ragmen Brusellozda renal
komplikasyonlar nadirdir. Interstisyel nefrit, pyelonefrit, glomeriilonefrit ve IgA
nefropatisi bu hastalarda tanimlanmistir. Nadiren de olsa tiiberkilloza benzeyen
kalsiyum depozitli renal abse vakalart da tanimlanmistir (86). Erkek hastalarin
%20°sinden fazlasinda genellikle tek tarafli ve normal idrar sedimentli epididimorsit

gosterilmistir (87).

1.13.8. Gebelik

Hayvanlarda gebelik esnasinda olusan Bruselloz hastaligi genellikle abortusla
sonuglanir. Hayvanlarda eritritol bulunan dokularin varligi hayvanin brucella’ya karsi
duyarli hale gelmesinde rol oynar. Bruselloz insanlarda da abortus nedeni olabilmekle
birlikte diger bakteriyemik enfeksiyonlardan onemli bir farkliik gostermez.
B.melitensis’in endemik oldugu bolgelerde hamile kadinlar arasinda abortus oraninin
yiksek oldugu ve erken tani ve hizli tedavinin fotal hayat: koruduguna yoénelik bilgiler

vardir (88).

1.13.9. Hematolojik Komplikasyonlar

Brusellozda anemi, lokopeni, trombositopeni ve pihtilagma sorunlar gibi
hematolojik bulgular ortaya ¢ikabilir. Bu bulgular genellikle hafif seyretmekle birlikte
tedavi ile kisa siirede geriler (89). Yuzdeyetmigbesten fazla olguda kemik iliginde
graniilomlar saptanmigtir. Nadiren ciddi trombositopeniyle birlikte kutanéz purpura ve
mukozal kanamalar gorilebilir. Etyolojiye bagli olarak hipersplenizm, reaktif

hemofagositoz ya da trombositlerin immiin pargalanmasi izlenebilir (90).

1.13.10. Deri Lezyonlar:

Bruselloz hastalarinin yaklagik %5’inde deri lezyonlart gorilir. Kizariklik,
papul, Ulser, abse, eritema nodozum, petesi, purpura ve vaskiilit gibi siklikla nonspesifik
ve gecici lezyonlar gorilmektedir (91). Enfekte hayvanlarla temas halinde bulunan

veterinerlerde kontak dermatit sik rastlanan bir deri lezyonudur (92).

1.13.11. Goz Lezyonlar:
Bruselloz hastalarinda ¢ok cesitli goz lezyonlar1 raporlanmistir. Uveit siklikla
ge¢ bir komplikasyon olup kronik iridosiklit, nummuler keratit, multifokal koroidit ve

optik norite baglt gelisebilir (93). Brucella tveiti enfeksiyondan bagimsiz immin
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yamitla olusup sistemik kortikosteroidle tedavi edilir. Nadiren brusellanin vitréz sividan

izolasyonu ve endojen endoftalmitis vakalar1 saptanmistir (94).

1.14. Klinik Tam

Tamda hastamin hikayesi, fiziki muayenesi, radyolojik bulgular ve laboratuvar
verileri gereklidir. Kesin tan1 mikrobiyolojik yontemlerle elde edilen bulgular sonunda
belirlenmektedir. Brucella’nin hiicre igi yerlesen bakteri olmasi, insanlarda klasik
belirtileri disinda her tirli hastaligi taklit etmesi, bakteri izolasyonundaki bazi
gucliikler, alt tipleri, alisilmis serolojik ve fizyolojik yollarla birbirinden ayirmanin
zorlugu, hastaligin klinik ve serolojik tamisinda bazi gigliikleri beraberinde
getirmektedir. Rutin laboratuvar incelemelerinde siklikla anemi, lokopeni,
lenfomonositoz, nadiren trombositopeni, hemolitik anemi, yaygin intravaskiler
koagiilasyon, pansitopeni seklinde hematolojik  bozukluklar  gozlenmektedir.
Sedimentasyon hizi ortalama olarak 35-40 mm/h’dir. Karacigerde sik yerlesim
gosterdiklerinden, karaciger fonksiyon testlerinde yiikselmeler saptanabilir. Hastanin
yiiksek atesli oldugu donemde idrarda febril alblimintri, Grobilinojen artigt gortlebilir

(95).

1.14.1. Bruselloz Tamsmda incelenen Ornekler

Brusellozda kultir alinan 6rneklerin baginda kan ve kemik iligi, daha az olarak
da dalak ve karaciger biyopsileri, abse, BOS, eklem, periton ve perikard sivilart ve idrar
ornekleri bulunmaktadir (13). Kiltiir i¢in alinan bakteriyolojik érnekler en ge¢ 2 saat
icerisinde uygun besiyerlerine ekilmelidir. Eger bu siire i¢inde ekimlerin yapilmasi
mimkiin olamayacaksa 4-10 °C’de bekletilmesi gerekmektedir. Serolojik ¢alismalar
amaciyla en sik alinan ornek ise serumdur. Akut donemde serolojik caligmalar igin
serum Orneklerinin hastaligin baglangicinda; iyilesme doneminde ise akut dénemden 21

giin sonra alinmast uygundur (96).
1.15. Brusellozun Kesin Tanisinda Direkt ve indirekt Yontemler

1.15. 1. Direk Tam

1.15.1.1. Kiiltiir
Brusellozun tanisinda altin standart etkenin kan, kemik iligi veya diger doku
kualtirlerinde uretilmesidir. Hastanin  klinitk seyri ve komplikasyon gelisimi

dogrultusunda idrar, eklem mayi, beyin omurilik stvisi, lenf bezi ponksiyonu ile alinan
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stvi, apse materyali, diger viicut sivilani ve dokularindan kiltir yapilabilir. Ilk
izolasyonlarda bakteriler yavas urediklerinden 30 giin bekletilmeden kultirler iireme
olmadig nedeniyle atilmamalidir (4, 7, 14, 21, 53, 54).

Kullanilan metod ve inkibasyon siiresinin uzunluguna bagli olarak kan
kiiltiirlerinden izolasyon oram1 % 15-70 arasinda degismektedir. Intraseliiler bir patojen
olan brusellalarin, kemik iligi kilturleri, kan kiltirine gore daha yiiksek oranda
izolasyon imkam vermektedir. Gotuzzo ve arkadaslart (56) kemik iligi kultirlerinde
%92, kan kiltirlerinde %70 oraninda treme saptamistir. Ancak kemik iligi kultiri
invaziv bir yontem oldugundan tami zorlugu olan hastalarda kullanilir. Antibiyotik
kullanim1 etkenin izolasyon oramnt disirmektedir (4, 33).

Brusellalarin 30-35 giini bulan kiltir siiresi otomatize kan kultir sistemleri
(BACTEC, Dupont, Isolator vb.) ile ¢ok kisalmistir. Brucella izolasyon siiresi ayrica
lizis santrifigasyon yontemi ve diigik miktarda bakteri saptayabilen diger sistemlerle
kisaltilabilir. Lizis santrifigasyon yontemi ile iremenin arttirilmasi igin santrifiij
asamasinda organizmalarin konsantrasyonu saglanir, ardindan kan hiicrelerinin osmotik
lizisi yapilir. Ekim, agar besiyerine veya kan kiltir sisesine yapilir (57, 58). Bir ¢ok
caligmada otomatize sistemlerle inkiibasyon siiresini 21 giin olarak belirlendiginde,
orneklerde tespit oraninin %100’e yakin oldugu bildirilmistir (23, 59, 60).

Patojen brusella tirleri yavag irer otomatize kan kiltiir sistemi ile bakteri ilk
yedi giin igerisinde yaklagik %90 oraninda izole edilebilir, ancak negatif sonu¢ alinan
kaltirlerin 2-3 hafta sonra tekrar pasajlarinin yapilmasi Onerilmektedir (97, 98).
Laboratuvar ¢aliganlarina aerosol yolu ile bulasabilecegi i¢in tiim ¢aligmalar biyolojik

guvenlik kabininde yapilmalidir (99).

1.15.1.2. Molekiiler Tam

Brusellanin tir seviyesinde identifikasyonunda geleneksel yontemler, karmagik,
yogun emek istemekte ve yavas uUremesinden dolayr da sonuglar birkag glinde
alinmaktadir. Molekuler yontemler, canli organizmalarla ¢ok az temasa olanak
saglamast ve hizli bir sekilde sonuca ulagiimasi ile identifikasyonunun konvansiyonel
yontemlerine alternatif bir yontem olarak kabul edilebilir. Brusellozun tanisinda PZR
hizli, kolay, spesifik ve disik maliyetli bir yontemdir. PZR yontemi Bruselloz tanisinda
buyiik ilerlemeler kaydedilmesine yol agmistir. PZR ile Brucella’nin bitin tirlerde
korunan genetik bir lokusu (BCSP13 veya 16S rRNA genleri) aracilifiyla cins
seviseyinde saptanabilmektedir. Aynt zamanda PCR ile omp43, omp31, 16SrRNA geni
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23S ile 16S bolgesi, 1s1 sok protein genleri ve perosamine sentetaz genleri hedef
alinarak brusella tirleri ayirt edilebilmektedir. Kultiirde uretilen bakterilere PZR ile
identifikasyon yapilabilmekte fakat doku, kan, semen gibi ¢rneklerden PZR ile niikleik
asit saptamasi oldukg¢a gli¢ olmaktadir (100-101).

1.15.2. indirek Tam Yéntemleri
1.15.2.1. Hizh Agliitinasyon Testleri

1.15.2.1.1. Rose-Bengal

Bruselloz tamisinin kisa sirede konulmasimi saglayan B.abortus 99 susunun
boyall antijen olarak kullamldig1 bir lam aglutinasyon testidir. Lam tizerine 0.003 ml
antijen ve ayni miktarda hasta serumu damlatilir. Dort dakika siire ile karistirilip
aglutinasyon olup olmadigt degerlendirilir. Pozitif bulundugunda standart tip
aglutinasyon testi (SAT) ile dogrulanmalidir (13).

1.15.2.1.2. Tam Kan Lam Aglutinasyonu

Hayvan  Bruselloz7unun  epidemiyolojik  olarak  taranmasit  amaciyla
kullanilmaktadir. Lam aglutinasyon deneyi (SPOT testi) yogun Brucella bakteri
siispansiyonundan hazirlanmig antijenin bir damlasi tizerine, parmak ucundan alinan bir
damla kan damlatildiginda, agliitinasyonun gorilmesi prensibine dayanir. Bu testin
ozgillik ve duyarliligi tiip diliisyon metoduna benzer olsa da, ¢evresel kosullardan

etkilenmesi nedeniyle tercih edilmez (20).

1.15.2.1.3. Mikroaglutinasyon
Safranin O gibi ¢esitli boyalarla boyanan Brucella antijenlerinin kullanildigi,

daha kisa inkiibasyon zamani ve daha az antijen gerektiren bir testtir (1).

1.15.2.1.4. Kart Test
Hayvan serumunu degerlendirmek i¢in hazirlanmig, tamponlanmig, boyanmig

bakteri siispansiyonunun kullanildigr makroskobik bir agltutinasyon testidir (103).
1.15.2.2. Tiip Aglutinasyon

1.15.2.2. 1. SAT (Wright Aglutinasyon)
Standart Tiup Aglutinasyon testi (STA) Bruselloz tanisinda kullanilan standart
serolojik testtir. Ilk kez Wright tarafindan 1897 yilinda uygulanan test, B. aborfus S99

veya B. abortus 1119 kokenleriden alinan bakterilerin, 1s1 ile oldiuralmus fenolli
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sispansiyonundan elde edilen antijenin, hasta serumunun ardigik dilisyonlan ile
kargilagtirilmast esasina dayanir. Bu antijen B. abortus, B. suis ve B. melitensis’e karst
olusmug antikorlar tarafindan agliitine edilir. Tani i¢in titrenin 1:100 ve tizerinde olmasi
ve 10-14 giin sonra titrenin yiiksek bulunmasi anlam tagir. Uygun antibiyotik tedavisine
ragmen vakalarin %5-72’sinde STA test titrasyonlari iki yila kadar yiksek
kalabilmektedir (104).

1.15.2.2.2. Rivanol veya 2 Merkapto-etonol

STA testinde tim immunoglobulinlerin titresi belirlenir. Hastaligin ilk
haftasinda ortaya ¢ikan IgM, 3. ayda en yuksek diizeye ulasir. Hastaligin baglangicinda
yikselmeye baglayan IgG ise 6-8 haftada en yiiksek dizeye ulasir. IgG antikorlarimin
titresini bilirleyebilmek i¢in, IgM’in 2-merkapto-etanol’e duyarliligindan faydalanilir.
Agliitinasyon testi, serum fizyolojik yerine rivanol veya 0.05 M 2-merkapto-etanol
konuldugunda IgM’deki bisilfit koprillerini kirarak antikorlart depolimerize eder ve
bunlarin aglitinasyon etkinliklerini yok ederler. Sonucta, elde edilen sonu¢ sadece IgG
antikorlarina ait olacaktir.

Rivanol veya 2-merkapto-etanol ile islem gormiis serumlarla yapilan
aglutinasyon deneylerinde miispetligin devam etmesi IgG antikorlarina baglt olup
hastaligin siiregenlestigi anlamini tagir. Once olumlu iken bu islemlerden sonra olumsuz
sonug alinmast ilk agliitinasyonun IgM antikorlarina bagli oldugu anlamim tagir.
Bruselloz tedavisinden sonra IgG antikorlarimin yiikselen titrelere ¢ikmasi olgunun

kroniklestigi ve tedavinin siirdiriilmesi gerektigi anlamini tagir (95).

1.15.2.2.3. Coombs’lu Aglutinasyon Testi

Klinik olarak Bruselloz belirtileri oldugu halde yapilan agliutinasyon
deneylerinin olumsuz olmasi, Brusellozda sik rastlanan bir durumdur. Bu durumun en
olast nedeni antikorlarin antijenlere baglandiklari halde agliitinasyon reaksiyonu
olusturmasim engelleyen mekanizmanin bulunmasidir (20). Bloke edici ya da blokan
antikorlar olarak tanimlanan bu tip immunoglobulinlerin varliginda, antijen-antikor
birlesmesi gerceklesmekte, fakat aglitinasyon meydana gelmemektedir. Bu antikorlar
Coombs serumu (antthuman immiinglobulin) kullanilmak suretiyle ortaya ¢ikarilir.
Ortama ilave edilen coombs reaktifi, gercek seropozitifligin ortaya ¢ikmasini saglar
(20).

Ozellikle kronik Brusellozda bazen antikorlar blokan tiptedir. Blokan antikorlar

IgG ya da IgA yapisindadir. 1k kez Griffiths tarafindan 1947’ de tammlanmistir. Smooth
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LPS’e karst olusan antikorlardir ve IgG1 ve IgG2 izotipleridir (105). Coombs testinde,
STA testinde aglitinasyon gorilmeyen tipler, serum fizyolojik ile ¢ defa yikanip
yeniden siispansiyon yapildiktan sonra, her tiipe bir damla Coombs serumu damlatilir.
Otuz yedi santigrat derecede 24 saat bekletildikten sonra test degerlendirilir. Boylece
blokan antikorlarin etkisi ortadan kaldirilmis olur. Bu testin 6zellikle diisiik titrede
antikor igeren veya negatif sonug¢ alinan kronik olgularin belirlenmesinde énemi vardir
(95, 20, 106).

Hastaligin erken ve ge¢ donemlerinde, yitksek miktarda antikor bulunan
serumlarda daha sik olmak tizere prezon postzon sorunu ve diger bloke edici
fenomenler nedeniyle yanlis negatif sonuglar elde edilebilir. Prezon (antikor),
postzon(antijen) sorunu ve blokan antikorlara bagli geligebilecegi gibi, ortamda esit
miktarlarda antijen ve antikor bulunmamasina bagli olarak da ortaya cikabilir. Ozellikle
serum yiiksek titrede antikor igerdigi zaman aglitinasyon diigitk serum dilusyonlarinda
maskelenebilir. Bu duruma “antikor fazlaligi zonu” veya “prezon”, antijen fazlalig
durumunda ise “postzon” adi verilir. Ancak serum o6rnekleri sulandirimlarinin oldukga

ileri oranlarda tutulmasi ile prezon ve postzon olay: énlenebilir (20).

1.15.2.2. 4. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Akut ve kronik Bruselloz tanisinda immiunglobulin siniflarinin profilini veren
hizli, yuksek duyarlilikli, 6zgil ve givenilir bir yontemdir (107). NoéroBruselloz
vakalarinda, BOS’da antikor aramak i¢in ELISA testi uygun bir yéntemdir (96). Son
zamanlarda gelistirilen ‘Competitive Enzyme Immunoassay (CELISA) testinin
ozgilligi  %96,5-100; duyarliligt ise %94,8-100 arasinda bulunmustur. Insan
Brusellozunun tanisinda uygun bir test oldugu ve bir dogrulama testi olarak

kullanilabilecegi bildirilmektedir (108).

1.15.2.2.5. Kompleman Fiksasyon Testi (KFT)

KFT en duyarli ve en 6zgul konvansiyonel serolojik yontem olmast nedeniyle
Bruselloz tanisinda dogrulama testi olarak kabul edilmektedid. STA testi sonuglarinin
yetersiz kaldigl veya negatif oldugu durumlarda inkiibasyon donemi, ge¢ kronik satha

veya astlanmalarda KFT 6nemli bir tam yontemidir (1).

1.15.2.2.6. Brucellacapt ®
Bir hemaglutinasyon yontemidir. Kuyucuklar insan kaynakli IgG, IgM ve IgA

antikorlarina karst antikorlarla (Coombs’ antikorlar1) kaplidir. Kuyucuklarda
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sulandirilan hasta serumu uzerine boyali B.abortus antijeni damlatilir ve 24 saat
37°C’de inkiibasyon sonrasinda reaksiyon degerlendirilir. Brucella’ya karst olugan her
u¢ tip antikoru ve blokan antikorlari da tespit ettigi i¢in saptadigi titreler STA ve
Coombs’ yontemine gore daha yiiksek, duyarlilik ve 6zgilligi de bu yontemlere gore

daha fazladir (109).

1.15.2.2.7. Brucella Dipsitick Test
Brusella spesifik IgM antikorlarinin aragtirtlmast i¢in yararlidir. Uygun
laboratuvar sartlari olmayan vyerlerde ve kirsal bolgede hizli tam testi olarak

kullanilabilir (106).

1.15.2.2.8. indirekt Fluoresan Antikor Testi (IFA)

Ozel bir lam iizerine tespit edilen brusella antijeni iizerine, hasta serumu eklenip
inkiibasyon ve yikama islemleri uygulanmaktadir. Antijen —antikor birlesmesini
gostermek i¢in, fluoresan madde ile isaretlenmis insan anti-globulin serumu

kullanilmaktadir. Duyarl1 ve 6zgul bir testtir (20).

1.15.2.2.9. Radioimmunoassay (RIA)
Duyarlihig yiiksek bir testtir. Immunglobulin gruplarim ayr ayri tespit

edebilmesi nedeniyle akut ve kronik olgularin ayirt edilmesine olanak saglar (110).

1.15.2.2.10. Deri Testleri

Brusellozda allerjik deri testleri, tamamlayici test olarak yararli olmaktadir. En
stk kullamlant ise “Brucellergen” deri testidir. Brucellergen bir nukleoprotein
kompleksi olup deri i¢ine siringa edildikten sonra 24 saat igerisinde enjeksiyon yerinde
kizarklik, 6dem ve endurasyon olusmasi, kisinin brusellaya karst asir1 duyarli oldugunu
gosterir. Hastalarin bir¢ogunda bu test pozitif ise de, negatif olmasi Bruselloz tanisindan

uzaklastirmaz (13).

1.15.2.2.11. Hayvan Deneyleri

Kobaylar brusellaya karst duyarlidir. Incelenecek materyal periton ici, kas igi
veya konjunktivanin da dahil oldugu herhangi bir yol ile inokiile edilir. Deneyde iki
kobay kullanilir. Bunlardan birisi inokiilasyondan 3 hafta, digeri 6 hafta sonra oldurtlir.
Otopside; dalak, karaciger ve lenf bezlerinde miliyer nekrotik odaklar gorilir. Periton
ici-inokilasyondan sonra erkek kobaylarda orsit gelisir, gebe disi kobaylar ise diisiik

yaparlar (13).
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1.15.2.2.12. Radyolojik Tetkikler

Iskelet sistemi tutulumu olan olgularda radyolojik tetkikler yararlidir. Radyolojik
degisiklikler en ¢ok vertebra korpuslarinin kenarlarinda dikkat gekicidir. Intervertebral
araliklarda daralma %90 vakada saptanabilir. Vertebral osteomyelit, sakroileit veya
artritten siiphelenilen olgularda ilgili bolge bilgisayarli tomografi (BT) veya magnetik
rezonans (MR) ile goruntillenmelidir. Organ ve eklem tutulumlarimin belirlenmesinde
radyoizotop maddeler ile yapilan sintigrafik tetkikler tam koydurucudur. T¢c99m MDP
(metilen  difosfonat) kemik  sintigrafisi  Bruselloza  bagli  osteoartikiiler

komplikasyonlarin teshisinde olduk¢a kullaniglidir (111).

1.16. Tedavi

1.16.1. Antimikrobiyallerin Kombine Kullanim Tlkeleri

Enfeksiyon hastaliklarinin ¢ok buytk bolumi tek bir antimikrobiyal ile tedavi
edilebilir. Bazt durumlarda birden fazla antimikrobiyalin birlikte kullanilmast
gerekebilir. Bunun sonucunda da direngli bakteri kokenlerinin gelisimi, istenmeyen
etkilerin ortaya c¢ikmasi, ekonomik kayip gibi onemli olumsuz etkiler ortaya
¢ikmaktadir. Bu nedenle kombinasyon tedavisi uygulanacag zaman buna neden gerek
gorildugu iyice belirlenmeli ve o amaca yonelik en uygun kombinasyon i¢in seg¢im
yapilmalidir.

Kombinasyon tedavi endikasyonlart (112, 113):
1) Etkin bir antimikrobik etki alan1 saglamak
2) Bakterilerde antimikrobiklere karst direng gelisimini yavaglatmak.
3) Antimikrobiklerin toksik etkilerini azaltmak.
4) Polimikrobiyal enfeksiyonlarin tedavisi.
5) Sinerjizm elde etmek

Sinerjizm: Antibiyotikler tek baslarina kullamldiklarinda elde edilen etkilerin
toplamindan daha fazla etki.
Aditif etki: Antibiyotikler tek baslarina kullanildiklarinda elde edilen etkilerin
toplamina es etki.
Antagonist etki: Antibiyotikler tek baglarina kullamldiklarinda elde edilen etkilerin
toplamindan daha distik etkiyi ifade eder.

1.16.2. Antibiyotik Kombinasyonlarinin In Vitro Etkinligini Olcen Testler
1. Disk diftizyon yontemi (Kirby Bauer disk difiizyon yontemi)
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2. Checkerboard (Dama tahtast) yontemi
3. Zamana bagli o6ldirme (time-kill) yontemleri

4. Etest yontemi

1.16.2. 1. Kirby Bauer disk difuzyon yontemi

Cift disk sinerji yontemi; diskler aras1 mesafe, diskler tek tek caligildiginda elde
edilen zon ¢aplarinin toplamina esit ya da daha fazla olmasina dikkat edilmelidir.
Inkubasyon sonrast degerlendirmede iki zon ¢apinin birbirine bakan tarafinda genisleme

ya da kopri olusumu sinerji olarak tammlanmaktadir.
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Sekil 2.Kirby Bauer disk difiizyon yontemi(114).

1.16.2.2. Checkerboard (dama tahtasi) Yontemi

Her ilag onceden calisilarak MIK degerleri saptamir, saptanmis olan MIK
degerlerinin en az iki kat yiksek konsantrasyonun baslanarak en az % konsantrasyona
kadar diliisyona devam edilmelidir. 1ki kat artan diliisyonlarla galismak
degerlendirmede kolaylik saglayacaktir. Mikro diliisyon yontemi ile bakterisidal etki de
caligilabilir.

Eger mikroplak kullaniliyorsa birinci ilag dilisyonlari plagin enine, ikinci ilag
dilisyonlart plagin boyuna yerlestirilir. Boylece birinci ilacin her bir sutun igin
konsantrasyonu sabit kalirken, ikinci ilacin her bir satir igin sabit kalacaktir. Dama

tahtast calismasinin degerlendirilmesi Sekil 3.’te gosterilmektedir.
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Sekil 3. Checkerboard (dama tahtast) yontemi (114).

1.16.2. 3. Zamana Bagh Oldiirme (time-kill) Yontemleri (kinetik 6ldiirme egrisi)
Vakit alan, zahmetli bir testdir. Ilaglarin tek tek ve kombine oldugu tiiplere ekim

yapilir. Yirmi dort saatlik inktbasyon sirasinda belli araliklarla kati besiyerine

pasajlanir. Sonuglar semilogaritmik kagita isaretlenir. Degerlendirme;

-24 saatte en yiiksek etkiden 100 kat daha fazla bakteri 6limii gergeklesmig ise sinerjik

etki
-100 kat daha az bakterisidal etki gorulliir ise antagonist etkiden bahsedilir
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Sekil 4. Kinetik oldiirme egrisi grafikleri (114).
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1.16.2.4. Etest yontemi

E test metodu ile ¢aligmak ¢ok pratik ve zaman kazandirict olmast nedeniyle
tercih edilen bir yontemdir. Plaga ekim yaptiktan sonra iki ilaca ait stripler yerlestirilir.
Daha sonra aymi plagin diger bir bolgesine ilaglardan birine ait ikinci bir strip daha
yerlestirilir. Oda 1sisinda 1 saat bekledikten sonra birinci ilaca ait, ikinci yerlestirilen
strip kaldirilir ve bu yere antimikrobiyal konsantrasyon degeri esit olacak sekilde ikinci
ilaca ait ikinci strip yerlestirilir ve bu plak inkibasyona birakilir.
Strip degistirirken su hususlara dikkat edilmesi testin dogrulugu agisindan 6nem tagir:
I. 1k stribin baslangig ve bitis yerleri plagin arkasindan isaretlenmelidir. Burada dikkat
edilmesi gereken nokta iki stribin MIK degerlerinin ortiisecek sekilde yerlestirilmesidir.
Ornegin her iki strip de 256 pg degerinden basliyorsa, ilk stribin kaldirildig yerin aym
izinin Ustine koymak yeterlidir. Ancak, ikinci stribin ilag konsantrasyon digeri
32 png’den baslhiyorsa ilk konulan stribin 32 g degerinin geldigi yer isaretlenerek, ikinci
stribin de 32 pg degerinin ayni yere gelmesi saglanmalidir. Bunun i¢in énce yiksek
konsantrasyondan baglayan strip yerlestirilmeli, daha sonra diisiik konsantrasyondan
baslayan strip, bir onceki stribin baglama noktasindan igeriye dogru kaydirilarak aym

konsantrasyon degerleri aym hizaya gelecek sekilde ayarlanmalidir.

« MIC/ MIC Ratio
MIC of single drugs Combination testing
MICs of A & B known/ Ratio A: B = MICa: MICs

A B ]
S S B - =A
S —— =B
= +«— MICs
\ Superimpose the
et gradients at the
M ICA g MIC/MIC positions

Sekil 5. E test Kombinasyon yontemi(114)

IT. Her bir ilacin Etest stripleri tek bagina olacak sekilde aym plaga yerlestirilmelidir.
Hazirlanan plak bir gecelik inkubasyona birakilir. Her bir antimikrobiyalin hem tek
basina verdikleri MIK degeri ve aym iki strip olacak sekilde yerlestirildiklerinde elde
edilen MIK degerleri belirlenir. Elde edilen sonuglar, Fraksiyonel Inhibitor
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Konsantrasyon (FIK) Indeksi kullamlarak degerlendirilir. Fraksiyonel Inhibitor
Konsantrasyon su sekilde hesaplanir;

« FIC (A+B)=(MiK AB/MIK A) + (MiK AB/MIK B)

* <0.5 sinerji

*>0.5<1.0 aditif etki

*>1.0 -<2.0 degisiklik yok

* >4 ise antagonizm olarak raporlanir (115,116,117,118,119,120, 121)

In vitro testlerin sonuglarina bakildiginda Bruselloz tedavisinde kullamlan
ilaglarin ¢ogunda direng gorilmemektedir. Hatta niiks sonrast izole edilen bakterilerde
dahi in vitro direng bildiren c¢alisma sayist ¢ok disiiktir. Relapsin ya da tedavide
basarisizligin sorumlusu olarak bakterilerin hiicre i¢i patojen olmalari diigiiniilmektedir.
Bakteriler fagosite edildikleri makrofaj vb. hiicrelerde canliliklarim siirdiirmekte, tedavi
amaciyla kullanilan ilaglar bu bolgeye ulasamamakta veya ulagabilseler de bakterileri
inhibe edememektedir. Boylece fagosite edildikleri hiicrelerde gizlenen patojenler daha
sonra serbest kalip relaps ya da tedaviye yanitsizliga neden olabilmektedir.

Brusellalarin fakultatif hiicre i¢i parazit olmalar1 nedeniyle tedavilerinde hiicre
i¢i etkili antibiyotik kullanmak gerekir. Ancak bu antibiyotiklere ragmen hastalik uzun
bir stire¢ alir ve belli oranlarda relapslara yol acar. Gunimiizde en etkili tedavi
protokolleri igerisinde doksisiklinin, rifampin ya da streptomisin ile kombinasyonu yer
almaktadir. Bu ilaglarin toksik olmalart ve yan etkileri gebelerde ve c¢ocuklarda
kullanim simirlamasina neden olur. Uzun sireli oral doksisiklin ve intramuskiiler
streptomisin kullanimi hasta uyumunda sorunlara neden olmaktadir.

Yeni fluorokinolonlar agizdan alindiginda iyi biyoyararlamm gosteren, yiiksek
doku konsantrasyonlarina ulasan, hiicre igine ¢ok iyi ve fazla miktarda penetre olabilen
ilaglardir. Bu ilaglar brusellanin neden oldugu enfeksiyon tedavisinde yeni tedavi
protokolleri igerisinde yer almaktadir (126, 127, 128, 129,130).

Gunimiizde dinyanin birgok yerinde uygulanmakta olan rutin antibiyotik
duyarlilik testleri ile ilgili yontemler hizli iireyen, besin gereksinimi karmagik olmayan
bakterilere gore standardize edilmistir. Bugin bir¢ok ulkede kabul goérmis olan
“Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI) standartlart igerisinde
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae ve Neisseria gonorrhoeae gibi glic
treyen bakterilerin duyarlilik testleri standardize edilmis, ancak diger gii¢ iireyen
Helicobacter spp., Campylobacter spp. ve Brucella spp. gibi bakteriler i¢in heniiz tam

anlamiyla kabul goérmiis standart yontemler bulunmamaktadir. Yeni ilaglarin
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kesfedilmesi ve bulunan bu ilaglarin Bruselloz tedavisinde kullanilabilecek olmast,
mevcut ilaglarin durumlarini aragtirmak amaciyla brusella i¢in duyarlilik testlerinin
yapilmasini gerektirmektedir. Ancak yapilan testlerin sonuglarinin nasil yorumlanacagi
kesin olarak aydinlatilmamustir (122).

Brucella’da antibiyotik direng gelisiminin mekanizmast heniiz tam olarak
aydinlatilmamistir. Bunun en temel nedenlerinden biri bakterinin plazmidinin
olmayisidir (123). Diger bir neden ise bu etken i¢in rutin olarak in vitro duyarlilik
testlerinin yapilmamast ve genel bir ila¢ duyarlilik standardinin olusturulmamasidir.
Dolayisiyla brusellanin in vitro duyarlilik profilinin saptanmasi ve direng gozlenen
etkenlerde molekiler mekanizmalarin detaylandirilmasina gereksinim
bulunmaktadir(124).

Bruselloz tedavisinde tetrasiklinler (doksisiklin), aminoglikozidler (streptomisin,

gentamisin, netilmisin), rifampin, trimetoprim-sulfametoksazol (TMP-SMZ), kinolonlar
(ofloksasin, siprofloksasin) ve seftriakson kullanilmaktadir (125). Dinya Saglik orgiiti,
doksisiklin (200 mg/gtin)-rifampin (600-900mg/giin, oral) kombine 6 haftalik tedaviyi
onermektedir (126). Doksisiklin ve streptomisinin kombinasyonu da kullanilan etkili bir
rejimdir. Sekiz yasindan kiigik ¢ocuklarda trimetoprim-sulfametoksazol ile
aminoglikozid kombinasyonu basarili bulunmustur (1).
Tetrasiklinden ~ doksisikline  gegilmesi, kombinasyonlarin doksisiklin 6
haftatstreptomisin 2 veya 3 hafta seklinde, veya doksisiklintrifampin 6 hafta olarak
dizenlenmesine yol agmistir. Bu arada streptomisin yerine alternatif aminoglikozidler
aranmaya baglamistir (127, 128). Yapilan ¢aligmalarla doksisiklin 45gtin+streptomisin
14 giin tedavisinin etkinligine es deger, doksisiklin 45 gintgentamisin 7 giin veya
doksisiklin 45 gunt+netilmisin 7 giin kombinasyonlari, aminoglikozidlerin kullanim
suresini kisaltmakta ve yan etkilerin azaltmasina neden olmakatdir. Ayrica giinde tek
doz aminoglikozid uygulamalart poliklinik hastalarinda uyumunun saglanmasina
katkida bulunmaktadir (129, 130).

NoroBruselloz tedavisinde kullamlan ilaglar beyin omurilik sivisina (BOS) iyi
gegebilme ozelligi olan ve tercihen bakterisid etki gosteren ajanlar olmalidir.
NoroBruselloz tedavisinde en uygun tedavi rejimi ve siiresi konusunda kesin bir fikir
birligi yoktur. Yine de doksisiklinle beraber rifampin, TMP-SMZ, seftriakson,
streptomisin, gentamisin, siprofloksasinin ikili veya tugli olarak 3-9 ay sireyle

kullanilmasi 6nerilmektedir (131, 132).
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Bruselloz olgularimin  %10’nunda antimikrobiyal tedavi sonrasi relaps
gorilebilir. Brusellozda relapslar ¢ogunlukla antibiyotik direncine degil, yetersiz ve
yanlis antibiyotik kullanimina baglidir. Relaps Bruselloz, tedavi tamamlandiktan
sonraki bir yil iginde benzer semptom ve bulgularin yinelenmesi olarak tanimlanmustir.
Relaps Bruselloz tedavisinde daha 6nce uygulanan tedavi kombinasyonu tekrarlanabilir,
t¢li antibiyotik kombinasyonu verilebilir veya tedavi siiresi 6 haftadan uzun olarak
planlanabilir. Fakat bunlarin hig birisi Gizerinde tam bir fikir birligi yoktur (133, 134).
Son donemlerde kinolon kullanimi onerilmekte olup, relaps oranlarinin yiiksekligi

nedeniyle ancak kombine tedavi seklinde onerilmektedir (135, 136).
1.17. Bruselloz Tedavisinde Kullamlan Antibiyotikler

1.17.1. Tetrasiklinler

Bakterilerin 30S ribozomlant ile birleserek protein sentezini inhibe ederler.
Etkileri bakteriostatiktir. En yeni tetrasiklinler doksisiklin ve minosiklin’dir (137).

Tetrasiklinler MIK degerinin diisitk olmasi, aktivitelerinin klinikte kullanilan
diger tim antibiyotiklerden daha yiiksek olmasi ve intraselliler penetrasyonlarinin ¢ok
iyi olmast sebebiyle tedavide ilk basamakta sec¢ilecek antibiyotiklerdir (138, 139).
Doksisiklin, tetrasiklinler igerisinde yagda en fazla eriyen yapida olmasi, tok olarak 12
saat arayla kullanilabilmesi, kan-beyin bariyerini en iyi gegebilen tetrasiklin grubu
olmasi ve lokositler igine daha fazla penetrasyonu nedeniyle tercih edilmektedir (138,
1). Tetrasiklinler, plesentay1 gecer, fetal dis ve kemiklerde renk degisikliklerine ilaveten
gelisme bozuklugu ve kemik deformiteleri yapabilir. Bebekler ve 8 yasin altindaki
cocuklarda dislerde gelisme bozukluguna yol acgabilirler. Gebelerde ve dislerde kalict
sart lekelenmelere yol a¢masi nedeniyle 8 yas altindaki ¢ocuklarda kullaniimalari
onerilmez (140).

Tetrasiklinlere karst direncin potansiyel mekanizmasi kromozal ya da plazmid
kaynakli olabilir. Diren¢ gelisiminde ilacin disa atim, ribozomal korunma ve ilacin
enzimlerle modifikasyonu olmak tizere ti¢ mekanizma rol oynar. Baglica rol oynayan
diren¢ mekanizmasi ilacin disar1 efluks pompalariyla atimi ya da ilacin hiicre iginde
birtkmesinin 6nlenmesidir. Ribozomal korunmada sentezlenen bir takim proteinler
tetrasiklinlerin hedef bolgeye baglanmasina engel olurlar. Ancak brusellada terasiklin

direnci konusunda kapsamli ¢aligmalar azdir (141).
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1.17.2. Rifampin

Baktesid etkili bir antibiyotiktir. DNA ya bagimlt RNA polimerazi inhibe ederek
DNA transkripsiyonunu baslatan zinciri engellerler (137). Rifampin hiicre igine ¢ok iyi
penetre olup, yiitksek anti-brusella aktivite gosterir. Rifampinin monoterapisi direng
gelisimi nedeniyle onerilmemektedir. Tek basina kullanildiginda %2-10 oraninda
basarisizlik saptanmigtir. Rifampin intraselliler oldiirme yetenegi sayesinde brusella
enfeksiyonunlarinda kombine tedavide kullanilir. Bu nedenle doksisiklin veya TMP-
SMZ ile kombine edilerek kullanilir. Gebelerde ve ¢ocuklarda da kullanilabilecek bir
ajandir (140).

Rifampinler o6zellikle de rifampin sitokrom p450 mikrozomal enzimlerini
indikler ve beraber uygulanildiginda bu yolla metabolize olan ilaglarin diizeylerinin
terapotik seviyelerinin altina inmesine neden olurlar. Bu durumda yakin klinik takip,
ilag seviyesi takibi ve alternatif bir ajan se¢imi yapilabilir (142).

Rifampin direnci, RNA polimerazin beta alt birimini kodlayan rpoB geninde tek
basamaklt mutasyonlardan birinin ger¢eklesmesi ile olur. Bu mutasyonlarin g¢ogu
polimerazin rifampin baglayan bolgesindeki aminoasitlerde olur. MIK diizeyi, ¢apraz
diren¢ orani gibi sonuctaki direng ozellikleri, mutasyonun oldugu yer ve tipe bagl
olarak degiskenlik gosterir. Direng sadece rpoB genindeki mutasyonlara bagli degildir.
Bazi bakterilerde rifampin permeabilitesinde azalma vardir ve bu azalma derecesinde

direng gorulir (143).

1.17.3. Aminoglikozitler

Aminogilikozidlerin bakterisidal etkileri tic asamada gerceklesir (144):
1.Bakteri hiicre memranina iyonik baglanma
2 Enerjiye bagimli fazda hiicre i¢ine girig
3 Ribozoma baglanma

Bakteriyel 30S ribozomal subiinite geri doniisiimsiiz olarak baglanarak protein
sentezini inhibe eden bakterisidal ajanlardir. Aminoglikozidlere baglanmis ribozomda
protein sentezi sirasinda mRNA translasyonu olamayacagindan hiicre élimii meydana
gelir (145).

Ribozoma baglanma, enerji ve oksijen bagimlt bir olaydir. Aminoglikozid grubu
ilaglarin serum konsantrasyonu MIK degerinin altina diisse de bakterisidal etki devam

etmektedir. Bu olay postantibiyotik etki olarak adlandirilir (141). Aminoglikozitler
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brusellaya karst orta derecede aktiviteye sahiptirler. Tetrasiklinlerle kombinasyonlari
sinerjik etki yapar (138).

Tum aminoglikozidler insanda sekizinci kranial siniri hasart yapabilme
poatansiyeline sahiptir. Siklikla geri doniigsiiz olan bu yan etki, ilag¢ kesildikten sonra
bile gorillebilir ve tekrarlanan kullammlarda birikime neden olabilir (146). Ilacin
dezavantajlarindan biri terapotik indeksinin dar olmasidir. Katyonik yapida olmasi
nedeniyle oral formu bulunmamaktadir (141).

Aminoglikozitlere karst direng gelisiminde ii¢ mekanizma rol alir. Bunlardan
birincisi ve en 6nemlisi ilacin enzimatik modifikasyonudur. Burada rol alan enzimler,
asetiltransferaz, nikleotidiltransferaz ve fosfotransferazdir. Bu enzimleri kolayan genler
genellikle plazmid kokenli olup bir bakteriden digerine aktarilabilir. Ikincisi ribozomal
hedefte meydana gelen degisiklikler sonucunda direng gelisebilir. Ugiincii mekanizma
ise membranda bulunan transport sistemlerinde meydana gelen degisiklikler sonucunda
antibiyotik penetrasyonunda azalma ya da disa atim pompalartyla ilacin atilmast

yoludur (141).

1.17.4. Kinolonlar

Kinolonlar duyarli bakteride bakterisidal etki gosterirler. Bu etkileri
konsantrasyona bagimlidir. Bakterisidal etkilerini DNA sentezini hizli bir sekilde inhibe
ederek ve olasilikla ilave bazi diger mekanizmalarla yaparlar. Cok yiksek
konsantrasyonlarda RNA ve protein sentezini inhibe ettikleri ve bakteriyostatik
olduklart da saptanmistir

Kinolonlarin bakteri hiicresinde iki hedefi vardir. Bu her iki hedef de DNA
girazdir (topomeraz Il ve topomeraz IV) (147, 148).

Etkilerini DNA girazz inhibe ederek gosterir. Etkileri bakterisidaldir.
Kinolonlarin ve 6zellikle ofloksasilinin Brusellaya kargt in vitro etkinligi mikemmel
olup makrofaj ve lokositler i¢ine rahatlikla gecebilirler (149). Brusellaya karst in vitro
yiiksek aktiviteye sahip ilaglardir. Intraselliiler penetrasyonlarimn iyi olmasi avantaj
olmakla beraber, tek baslarina kullanimlarinda ytksek relaps oranlar1 nedeniyle ancak
kombine tedavi rejimlerinde yer verilmelidir (139, 140).

Kinolonlara karst diren¢ kromozomal mutasyon sonucunda gelisir. Baglica
diren¢ mekanizmalar1 enzim yapisinda degisiklik meydana gelmesi ve ilacin hiicre igine
girisinin azalmasidir. DNA giraz enzimi A ve B olmak tzere iki kistma ayrilir. A’y1

kodlayan gen gyrA, B’yi kodlayan gen ise gryB’dir. Degisim A bolgesinde goriliirse
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yiiksek dizeyde kinolon direnci gorilir ve tim kinolonlara karst direng gelisir. Eger
mutasyon B bolgesinde olursa kinolonlarin hepsine karsi direng gelismeyebilir.
Kromozomal mutasyon sonucu gelisen bir diger diren¢ mekanizmasi gram-negatif
bakterilerin dis membraninda yer alan porinlerde meydana gelen degisiklikler sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. Porinlerde meydana gelen degisim nedeniyle ilacin bakteri
hiicresine girisinde azalma meydana gelir (141).

Gunimuzde kinolonlart pargalayan ya da inaktive eden bir enzim
saptanmamistir. Bunun yaninda son zamanlarda plazmid aracili kinolon direnci
gindeme gelmektedir. Plazmid tarafindan kodlanan gmr geni DNA giraz ve

topoizomeraz I'V’1 kinolonlarin etkisinden koruyucu etki gostermektedir (148).

1.17.5. Trimetoprim/Sulfametoksazol (TMP-SMZ, Kotrimoksazol)

Sulfonamidler, bakterilerde dihidrofolat enzimini, TMP ise dihidrofolat
rediktazi inhibe eder. Folat metabolizmasindaki bu ardigik inhibisyon sonucunda
bakteriyel DNA sentezi engellenir (150).

Sulfonamidler bakteriyel folik asit sentezi i¢in gerekli olan ve yapi olarak
paraamino benzoik asite (PABA) benzeyen sulfanilamidden turetilmektedir. Eklenen bir
cok bilesik sayesinde kimyasal bir ¢esitlilige sahiptir. Bu kimyasal ¢esitlilige ragmen
etki mekanizmalar aynidir. Tetrahidropiteroik asit sentetaz enzimini kompetetif olarak
inhibe ederek, folik asit sentezini birinci basamakta engellerler. Bakteriyostatik etkiye
sahiptirler (151).

Sulfonamidlere mutasyonlar sonucu direng gelistirebilirler. PABA asirt tiretimi
veya dihidropteroatin yapisal degisikligi ile sulfonamidlere azalmig afinite geligebilir.
Plazmid yoluyla ilaca direngli enzimlerin kodlanmasi veya bakteriyel hiicre
gecirgenligin azalmasi ile de direng gelisebilir. Gebeligin son t¢ ayinda bebekte
kernikterusa neden olmasi nedeniyle bu yas grubunda kullamilmast sinirlidir (152).

Trimetoprim bakteriyel folik asit sentezi sirasinda sulfanamidlerin etkiledigi
basamaktan bir sonraki basamak olan, dihidrofolat rediktaz sentetaz enzimini inhibe
ederek bakteriyostatik etki gosterir. Folik asit ve sonug¢ olarak da bakteriyel DNA
sentezinin ardigtk basamaklarda inhibisyonu ile genis spektruma sahip giigli bir
antimikrobiyal etki saglanmis olur. Sulfametoksazol ile kombinasyonlart sinerjik etki
gosterir. Direng, gelismekte olan ulkelerde daha fazladir. TMP-SMZ brucelloza
etkilidir, ancak diren¢ giderek artmaktadir (151,152). Brusellozlu gebe ve sekiz yas
altindaki c¢ocuklarda tercih edilmesi yaninda tek bagina kullanildiginda %40-50’ye
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varan nuks orani bildirilmesi nedeniyle kombinasyon seklinde kullanilmast 6nerilen bir
antibiyotiktir (140).
Trimetoprimin insanlarda teratojenitesi bildirilmemistir, ancak hamilelerde

kullanim1 énerilmez (151).

1.17.6. Sefalosporinler

Sefalosporinler, duyarlt mikroorganizmalarin PBP’lerine baglanarak bakteri
hiicre duvarindaki peptidoglikan sentezini bozarlar. Ayrica, hiicre zarindaki otolitik
enzimleri tetikleyerek bakterisidal etki yaparlar (153). Ugiincii kusak sefalosporinlerden
sefotaksim, seftriakson ve seftizoksim brusellaya karst in vitro etkili ajanlardir.
Bunlardan en etkili sefalosporin ise seftriaksondur. Seftriakson, 6zellikle Norobruselloz
vakalarinda ve gebelerde kombine tedavide tercih edilir (1). Tetrasiklinin kontrendike
veya kotrimoksazol tedavisinin basarisiz  oldugu durumlarda da kullamimi
onerilmektedir (41).

Sefalosporinlere karst direng mekanizmalart;
1 Beta-laktamaz uretimi: Bu enzimleri kodlayan gen plazmid ya da kromozomal
kaynakl1 olabilir.
2 Duvar gegirgenliginde azalma: Dig membran proteinlerinde olan degisiklikler
sonucunda antibiyotigin hiicre igine alimi azalabilir.
3. Periplazmik araliktan efluks ile ilacin disariya pompalanmasi.
4. PBP lerdeki degisikler: Kromozomal mutasyon sonucunda bakterinin PBP’lerinin
molekuler yapisinda degisiklik meydana gelebilir. Buna bagli afinite azalmasi gorulur

(141).

1.18. Immiinoterapi

Bir immunomodilatéor olan levamizolin kronik Bruselloz tedavisinde
antibiyotiklerle kombinasyonu umit verici bulunmustur. Levamizoliin bu etkisi
muhtemelen hem T hiicre fonksiyonunu hem de monosit fagositozunu artirmasiyla

iliskilidir (139, 140).

1.19. Brusellozda Kullanilan Antibiyotiklerin Farmakokinetik ve

Farmakodinamigi
Antibiyotikleri diger hemen tim ilaglardan ayiran temel ozelligi; diger tiim

ilaglarin organizmaya organizma i¢in verilmeleri s6z konusu iken, antibiyotiklerin

organizmaya bagka bir organizma (mikroorganizmalar) i¢in verilmeleridir. Bu farklilik
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antibiyotiklerin farmakokinettk (FK) ve de ozellikle farmakodinamik (FD)
kavramlarinda ciddi farklilik olugsmasina neden olur. Farmakokinetik 6zellikler bir
ilacin organizmaya alimi, organizma dokularinda dagilimi ve atilimi gibi kavramlarn
incelerken, FD ise miktari ile etkinligi arasindaki iligkiyi inceler (154, 155).

Dogal olarak herhangi bir ilacin organizmaya verilisinden sonra ozellikle
istenilen organ ve dokularda, hatta istenilen hiicre i¢i gibi nokta hedeflerde ve yine
istenilen konsantrasyonlarda bulunmast beklenir. Diger ilaglarda bu beklenti beklenen
farmakolojik etkinin gorilmesi bigimindedir ve baska faktorlerden bagimsizdir.
Antibiyotiklerde ise bu etki genel FK/FD kavramlannmn disinda hedef
mikroorganizmanin s6z konusu antibiyotige duyarlili§ina da bagimlidir. S6z konusu
antibiyotik mikroorganizma ile karsilagtiginda onu “dldirecek, ya da en azindan
tremesini durduracak” sire ve konsantrasyonda bulunmalidir. Bu deger in vitro
kosullarda tarifi yapilan MiK ve minimal bakterisidal konsantrasyondur (MBK). Bagka
bir deyisle antibiyotiklerin FK/FD degerlerinde mikroorganizmamn MIK/MBC degeri
bir bagimsiz degisken olarak rol alir (154).

Bu degiskenin klasik doz egrisi i¢indeki yert Sekil 6’da 6zetlenmistir.

KONSANTRASYON
&

AUC:MIK
Konsantrasyon Egrisi

Zaman (Saat)

AUC = Egri alth alan: Zaman-Konsantrasyon egrisi
Cuax = Maksimum Plazma Konsantrasyony

Sekil 6. Antibiyotiklerin Plazma Konsantrasyon Egrileri (155)
Yukandaki sekilden de anlasilacag: gibi konsantrasyon egrisi/MIK iliskisinde tig

onemli parametre vardir: Antibiyotik diizeyinin MIK iizerinde kaldig: siire, Cmax’in
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MIK diizeyine oram ve AUC’nin MiK’e orani. Bu agidan bakildigindan da baz
antibiyotiklerin antibakteriyel etkilerinin antibiyotigin Cmax diizeyi ile; bazilarinin
MIK’in tizerinde kaldig1 siire ile bazilarinin ise her ikisine de bagl oldugu anlasilmustir.
Her kosulda degismez gibi duran temel kavram antibiyotigin plazma (daha da dogrusu
infekte doku) konsantrasyonunun MIK degerinin istiinde olmasidir. Bu temel
farmakodinamik kavramlar antibiyotik kullanim stratejilerini yakindan etkilemislerdir
(156). Antibiyotiklerin FD 6zelliklerini etkileyen bir diger énemli faktoér de antibiyotik
sonrast etkidir (postantibiyotik etki: PAE). PAE, mikroorganizmalarin in vitro
kosullarda ortamdan antibiyotigin uzaklagmasindan sonra bile antibakteriyel etkinin
devam etmesidir (157).

Antibiyotiklerin FK o6zellikleri FD ozelliklere kiyasla diger ilaglardan buyuk
farkliliklar gostermez. Burada onemli olan antibiyotigin istenen FD degerlerde
enfeksiyonun séz konusu oldugu dokuya ulagsabilmesidir. Kapiller damarlara ulagan bir
antibiyotik plazmada mevcut proteinlere, 6nemli ve belirli bir olgide de serum
albuminlerine baglanir. Bu baglanma antibiyotigi kapiller yatakta tutar. Kapillerleri terk

eden antibiyotik bu proteinlere baglanmamig serbest antibiyotiktir (158).
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2. GEREC VE YONTEM
Bu calismada Turgut Ozal Tip Merkezi’nde izole edilen Brucella spp. suslarina

karst klinik olarak uygulanan kombinasyon tedavilerinin in vitro sinerji, aditif ya da
antagonist etkilerinin Etest kombinasyon yontemi ile arastirilmast amaglanmistir.

Calismamiza 2010-2012 yillan arasinda Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Turgut
Ozal Tip Merkezi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda kan
kaltirlerinden izole edilen Brucella spp. suglart alinmigtir. Bir hastada birden fazla
yapilan izolasyonlardan sadece bir tanesi c¢aligmaya alinmustir. Her sus izolasyon ve
identifikasyon sonrasinda Skim Milk (Oxoid, UK) sivi besiyerinde ¢alisma zamanina
kadar bekletilmek iizere -80°C’de saklandi. Calismanin yapilacagi zaman stoklanan
suslar kanlt agar (Oxoid, UK) ve ¢ikolotamsi agara pasajlanarak tekrar tretildi.

Bu c¢alismada Brusellozis tedavisinde kullanmilan doksisiklin, rifampin, ko-
trimoksazol, streptomisin ve siprofloksasin olmak tizere toplam 5 farkli antibiyotik test
edildi. Bu antibiyotiklerden klinik uygulamada en stk kullamlmakta olan doksisiklin-
rifampin;  rifampin-ko-trimoksazol,  doksisiklin-streptomisin;  siprofloksasin-ko-
trimoksazol ve siprofloksasin-streptomisin olmak tzere toplam 5 farkli kombinasyonun

in vitro aktivitesi arastirildi.
2.1. Kullanilan Besiyerleri

2.1. 1. Kanh agar besiyeri

Tripticase veya peptone 15gr

Soya enzimatik hidrolizati Sgr

NaCl Sgr

Agar 15gr

Distile su 1000 ml, pH:7.3

Kullanima hazir toz halindeki besiyeri iretici firma onerileri dogrultusunda tartilarak
distile su i¢ine birakildi ve daha sonra sicak suda kaynatilarak eritildi. Otoklavda
121°C’de 15 dakika steril hale getirildi ve 50°C’ye sogutuldu. Defibrine koyun
kanmindan her 1 litre besiyeri i¢cin 70 ml eklendi. Sivi halde bulunan besiyeri

karistirilarak homojen hale getirildi ve steril petri kaplarina kalinliklart 4 mm olacak

sekilde dokildi (20),
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2.1. 2. Cikolatamsi agar

Proteose peptone 7,5 gr

Polypeptone 7,5 gr

Nisasta (bugday) 1 gr

NaCl 5 gr

K2HPO4 4 gr

KH2PO4 1 gr

Agar 10 gr

Distile su 1000 ml, pH. 7.3

Kullanima hazir toz halindeki besiyeri uretici firma onerileri dogrultusunda tartilarak
distile su i¢ine birakildi ve daha sonra sicak suda kaynatilarak eritildi. Otoklavda
121°C°de 15 dakika steril hale getirildi ve 70°C’ye sogutulup igine 50-100 ml defibrine
koyun kan1 eklendi. Karigtirilarak steril petri kaplarina kalinliklar1 4 mm olacak sekilde

dokuldii (20).

2.1.3. Crystensen iire agar

Ure baz eriyigi

Peptone 1 gr

KH,PO,4 2 gr

NaCl 5 gr

D-Glucose 1 gr

Ure 20 gr

Fenol kirmizis1 12 mg

Saf su 100 ml

pH: 6.8

Agar eriyigi

Agar 15 gr

Distile su 900 ml

Once iire baz eriyigi hazirlandi. Agar eriyigi sicak suda kaynatilarak eritildi. Otoklavda
121°C’de 15 dakika steril hale getirildi. Besiyeri 50 °C’ye sogutulduktan sonra iizerine

ure baz eriyigi ilave edildi. Karistirilip steril cam tiplere 4-5 ml hacimde dokulda (20).

2.2. Kiiltiir, Izolasyon ve Identifikasyon

Kan kultirleri: Hastalarin atesli olduklar dénemde yarim saat arayla, en az 2

adet alinarak otomatize BACT/ALERT 3D (BioMerieux, Fransa) cihazinda 7 gin
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sireyle inktbe edildi. Sistemin pozitif sinyal verdigi kan kualtiiri siselerinden kanli agar
ve cikolatamsi agar besiyerine pasaj yapildi. Pasajlardan birisi aerob, digeri %5-10
CO2’li ortamda inktbasyona birakildi. Besiyerinde 48 veya 72 saatlik inktbasyon
sonucunda ureyen 2-3 mm ¢apinda kugik, yuvarlak, saydam, dizgin kenarls,
hemolizsiz, pigmentsiz, sebnem tanesine benzeyen kolonilerden gram boyama yapildi.
Gram negatif kok veya kokobasil seklinde gorillen, katalaz ve oksidaz pouzitif,
McConkey agarda uremeyen, ti¢ sekerli demirli (TSI) besiyerinde H,S olusumu ile
siyah pigment olusturan ve Christensen tire agarda iireaz aktivitesi gosteren bakteriler

Brucella spp. olarak tanimlandi (20).

2.2.1. Gram Boyama Yontemi

Kat1 besiyerinde tiremis kolonilerden 6ze ile alinarak lam tzerinde bir damla
serum fizyolojik igerisinde siispanse edildi. Hazirlanan preparatlar havada kurumaya
birakildi ve kuruduktan sonra alevde tespit edildi.
-llk asamada lamin her tarafim kaplayacak sekilde Kristal violet damlatilip 1 dakika
bekletilen preparat daha sonra ¢esme suyunda yikandi.
-Ikinci asamada preparat tizerine lugol damlatilarak yine 1 dakika
bekletildi ve yine gesme suyunda yikandi.
-Uglincii asamada preperat iizerine %9611k etil alkol damlatilarak 30 saniye bekletilip
yikandi.
-Son asamada ise preperat iizerine zit boya olarak sulu fuchsin damlatilip yine 1 dakika
bekletildi ve yikandi. Preperatlar havada kurutulup immersiyon objektifi ile incelendi

(20).

2.2.2. Katalaz ve Oksidaz Reaksiyonlari

Cikolatamst agarda Uremis olan kolonilerden 6ze ile alinip bir lam tzerine
birakildi. Uzerine bir iki damla %3’liikk H,O, damlatilip, ekiivyon cubukla karistirldi.
Gaz kabarciklarinin olusumu katalaz reaksiyonu pozitif olarak degerlendirildi.

Oksidaz deneyi i¢in hazir oksidaz test stripleri (Oxoid, UK) kullamldi. Test stribi
yuzeyine kanli agarda tremis olan koloniler temas ettirilip, 5-30 saniye bekledikten

sonra mor-siyah renk olusumu pozitif olarak degerlendirildi (20).
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2.2.3. Ureaz Deneyi

Ure agara brusella kolonilerinden igne oze ile tek koloni alinarak ¢izgi ekim
yapildi. Besiyerleri 37°C’de inkiibe edildi, birer saat araliklarla besiyerindeki renk
degisimi kizariklik olup olmadig yoniinde kontrol edildi (20).

2.3. Antimikrobiyal Duyarhhlik Testi ve Etest Kombinasyon Ydntemi

Izolatlann MIK degerleri; streptomisin (SM), rifampin (RIF), doksasiklin
(DOX), trimetoprin-sulfametoksazol (SXT) siprofloksasin (CIP) i¢in Etest stripleri
(BioMerieux, Fransa) kullanilarak arastirildi. Antibiyotik stripleri ¢aligma anina kadar -
20 °C’de saklandi. Etestler kullanilmadan 6nce 30 dakika oda 1sisinda bekletildi. Her
brusella izolati i¢in, kati besiyerinde iireyen kolonilerden 0.5 McFarland bulanikliginda
sispansiyon hazirlandi. Stispansiyondan 10 pl alinarak 120 mm’lik plaklarda bulunan
%35 koyun kani eklenmis Mueller Hinton Agar (Merck, Germany) yilizeyine yayildi
(159).

Inokiilasyon yapilmis olan plaklara test edilecek ilaglara ait Etest striplerinden
aplikatorii yardimiyla vyerlestirildi. Ilk asamada, bir plaga kombine edilecek
antibiyotiklere ait ikiser E test stribi (antibiyotik A ve antibiyotik B) yapistirildi ve
plaklar 1 saat oda 1sisinda bakletildi. Sonrasinda, A antibiyotigine ait ikinci E test stribi
kaldirilip yerine antimikrobiyal gradiyenti esit olan degerler ortisecek sekilde B
antibiyotigine ait Etest stribi; B antibiyotigine ait ikinci strip kaldirilarak ve yine aym
ozellige dikkat edilerek tizerine A antibiyotigine ait ikinci Etest stribi yapistirildi.
Plaklar 35 °C’de, aerobik ortamda 24 ve 48 saat siireyle inkiibasyona birakildi. ilk 24
saatlik degerlendirmede, calisilan izolatin test edilen A ve B antibiyotigine karst olan
MIK degerleri saptandi. Kirk sekiz saatlik toplam inkiibasyon sonunda ise kombinasyon
yapilmis olan alandaki MIK diizeyleri okundu. Sonucta, ¢alisilan her bir sus i¢in A ve B
antibiyotiklerine karst MIK degerleri ve hem AB ve hem de BA kombinasyonu
sonucunda elde edilen MIK degerleri saptanmis oldu. Bu islemler yapilirken oézellikle
ilk stribin baslangi¢ ve bitis yerleri plagin arkasindan isaretlendi ve iki stribin MIK
degerlerinin ortisecek sekilde yerlestirilmesi saglandi. Calistlan her bir susa ait
kombine edilen antimikrobiyallerin sinerjik, aditif veya antagonist etki gosterip-
gostermedigi FIC (Fraksiyone Inibitor Konsantrasyon Indeksi) indeksi kullanilarak
saptandi. FIC indeksinin saptanmasinda asagidaki formul kullanildi.

FIC (A+B)=(MIK AB/MIK A) + (MiK AB/MIK B)

Elde edilen sonuglar asagidaki degerlendirme kriteri uyarinca yorumland:
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<0.5 sinerji

>0.5-<1.0 aditif etki

> 1.0 -<2.0 degisiklik yok
>4 antagonist (114-121).

Tetrasiklin ve streptomisin MIK degerleri CLSI’nin Brucella spp. igin énerdigi
breakpoint degerlerine gore rifampin, trimetoprin-sufametoksazol ve siprofloksasin
MIK degerleri CLSI’nin, gii¢ iireyenler i¢in onerdigi breakpoint degerlerine gore
yorumlandi (122).

Calismada kontrol susu olarak CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute)’ min onerileri dogrultusunda B.abortus 03036, Staphylococcus aureus ATCC
25922 ve Escherichia coli ATCC 25922 standart suslari kullanildi (122).
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3. BULGULAR
Tugut Ozal Tip Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji

Laboratuvari’nda Haziran 2010 ve Aralik 2012 tarihleri arasinda kan kiiltirlerinden
izole edilen toplam 40 Brucella spp. susu galismaya alindi. Etest yontemi ile suslarin
doksisiklin, rifampin, ko-trimoksazol, streptomisin, ve siprofloksasine kargi olan
duyarliliklan MIK diizeyinde saptandi. Calisilan antibiyotiklerin elde edilen MIK
degerleri, MIKs, ve MIKo, diizeyleri Tablo 5’te gosterilmistir.

Tablo 5. Antibiyotiklerin MIK degerleri, MiKs, ve MIKo, ve diizeyleri.

Micsg Micoy Deger Arahigi
Antibiyotik (ug/ml) (ng/ml) (pg/ml) CLSI Breakpoint
Doksisiklin 0,064 0,094 0,023-0,19 <1
Rifampin 0,50 0,75 0,25-1,5 ND
SXT 0,032 0,064 0,016-0,094 <2
Streptomisin 0,25 0,5 0,064-0,75 <8
Siprofloksasin 0,094 0,125 0,047-0,25 ND

Calistlan 40 brusella izolati i¢inde 5 susun doksisiklin igin MIK degeri 0.023
ng/ml olarak bulundu. Bu deger galismamizda saptanan en diisiik doksisiklin MIK
degeri idi. Iki susta da aym antibiyotik icin en yiiksek MIK degeri 0.19 pg/ml olarak
olguldu.

Suslarin doksisiklin igin elde edilen MIK degerlerinin suslara gore dagilim

Sekil 7°de gosterilmistir.
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Doksisiklin MiK Dagilimi
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Sekil 7. Suslarin doksisiklin MIK dagilimi

Calisilan izolatlar i¢inde 1 susun rifampin igin MIK degeri 0.25 pg/ml olarak
saptandi. Bu deger calismamizda rifampin icin saptanan en disik MIK degeri idi. Iki
susta da aymi antibiyotik icin en yitksek MIK degeri 1.5 ng/ml olarak 6l¢tldi.

Suslarin rifampin icin elde edilen MIK degerlerinin suslara gore dagilimi Sekil

8’de gosterilmisgtir.
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Sekil 8. Suslarin rifampin MIK dagilim

Calisilan 40 brusella izolat: i¢inde bir susun streptomisin igin MIK degeri 0.064
ng/ml olarak bulundu. Bu deger saptadigimiz en diisiik streptomisin MIK degeri idi. Bir
susta da ayni antibiyotik i¢in en yitksek MIK degeri 0.75 pg/ml olarak saptandi.

Suslarin streptomisin igin elde edilen MIK degerlerinin suslara gore dagilim

Sekil 9’da gosterilmistir.
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Streptomisin MiK Dagilimi
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Sekil 9. Suslarin streptomisin MIK dagilim

Calistlan izolatlar i¢inde 5 susun SXT igin MIK degeri 0.016 pg/ml olarak
bulundu. bu deger ¢alismamizda saptadigimiz en diisitk SXT MIK degeri idi. Dort susta
da ayni antibiyotik igin en yitksek MIK degeri 0.094 pg/ml olarak olgiildii.

Suslarin SXT igin elde edilen MIK degerlerinin suslara gore dagilimi Sekil
10°de gosterilmistir.
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Sekil 10. Suslarin SXT MIK dagilimi

Calisilan 40 brusella izolat1 iginde 3 susun siprofloksasin igin MIK degeri 0.047
ug/ml olarak bulundu. bu deger calismamizda saptadigimiz en diusik siprofloksasin
MIK degeri idi. Bir susta da aym antibiyotik igin en yiiksek MIK degeri 0.25 pg/ml
olarak bulundu.

Suslarin siprofloksasin igin elde edilen MIK degerlerinin suslara gore dagilimi

Sekil 11°de gosterilmistir.
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Siprofloksasin MiK Dagilimi
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Sekil 11. Suslarin siprofloksasin MIK dagilimi.

Yaptigimiz ¢aligmada doksisiklin-rifampin kombinasyonu ¢aligilan tim susglarda
(%100) sinerjik etki gosterirken, rifampin-kotrimoksazol kombinasyonu iki susta
antagonist (%5) etki gosterdi. Siprofloksasin-streptomisin ve rifampin-ko-trimoksazol
kombinasyonlarimin susglara kargi sinerjik etki oranlart sirasiyla %57.5 ve %52.5 olarak
saptandi. Diger taraftan, doksisiklin-streptomisin ve siprofloksasin-ko-trimoksazol
kombinasyonlarinin sinerjik etki oranlart %32.5 ve %25 olarak saptandi. Caligilan

suslara karst kullanilan kombinasyonlarin in vitro etkinlikleri Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Kombinasyonlarin in vitro etkinlik sonuglari.

Antibiyotik Sinerji Test Sonuclari (n%)
Kombinasyolar1  Antagonizma Indiferens Aditif Etki Sinerji Toplam Sus
DOX-RIF - - 40 (%100) 40
RIF-SXT 2 (%5) 5 (%12.5) 12 (%30) 21 (%52.5) 40
DOX-STP - 11 (%27.5) 16 (%40) 13 (%32.,5) 40
CiP-SXT 1 (%2.,5) 9 (%22.5) 20 (%50) 10 (%25) 40

CiP- STP - 3(%7,5)  14(%35) 23 (%57.5) 40
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4. TARTISMA

Bruselloz, evcil ve yabani hayvanlarda Brucella cinsine ait mikroorganizmalar
tarafindan olusturulan zoonotik bir hastaliktir. Hayvanlarda 6zellikle uterus, meme ve
testis gibi genital organlara yerleserek diisiik, infertilite ve siit veriminde azalmaya
neden olan genellikle kronik seyirli bir enfeksiyon olusturdugu ve boylelikle ekonomik
kayiplara neden oldugu gosterilmistir (215).

Uluslararast ~ Sistemik  Bakteriyoloji Komitesi, Brucella  Taksonomisi
Altkomitesi, Brucella cinsi igerisinde; B.melitensis, B. abortus, B. suis, B. ovis, B. canis,
B. neotomae, B. ceti, B. pinnipedialis, B. microti ve B. inopinata sp. nov. adl1 10 farkl
tur bildirmistir (216). Fenotipik karakterler, faj tipleri, boyalara karst olan duyarlilik,
CO; gereksinimi, H,S tretimi gibi metabolik 6zelliklere gore ise tiirler ve biovarlar
belirlenmistir (10,11). B.melitensis (biovar 1,2,3): koyun ve kegilerde; B.abortus (biovar
1,2,3,4,5 ve 9): sigir ve mandalarda ve B.suis (biovar 1,2,3,4,5): domuzlarda enfeksiyon
yapmaktadir. Insanlarda hastalik etkeni olan tiirler B. melitensis, B. abortus, B. suis ve
B. canis’tir. Insanlarda en sik hastaliga neden olan tiir B. melitensis olarak bulunmus ve
baslica koyun ve kecilerde hastalik yaptiktan sonra bunlara ait Urlinlerle insanlara
gectigi gosterilmistir. Ikinci siklikta insanlarda hastaliga neden olan tiir B. abortus ise
baslica sigirlardan insanlara bulagmakta, hayvancilikla ugrasilan bolgelerde daha sik
gorilmektedir. B. suis ve B. canis sirastyla domuz ve kopekten insanlara bulagsmakta ve
enfeksiyonlarina o6zellikle bu hayvanlarla ¢alisanlarda sporadik olarak rastlanmaktadir
(1).

Zoonototik hastalik etkeni olan Brucella, hasta hayvanlarin digki, siit ve atik
yavru zarlan ile g¢evreye bulasip, insanlarda ve diger hayvanlarda hastalik olustururlar.
Ahir veya agil  i¢inde  hayvanlar arasinda bulagsma; agiz, deri, goz yolu,
ciftlesme veya sagim sirasindaki hatalar sonucu meme yoluyla olur. Brucella etkenini
tastyan gebe hayvanlar dogum sirasinda atitk fetiis zarlari ve sulari ile ¢evreye
bulastirirlar. Brucella bu atiklardan sonra en ¢ok fetusa ait doku ve organlarda yogun bir
sekilde bulundugu saptanmistir. Brucella tastyan hasta hayvanlarin ¢ogunun ilk
haftalarda bazen aylarca siit ve vajinal akint1 gibi sekretlerle etkeni yogun bir sekilde
cikardiklan bildirilmistir (217).

Aerop veya mikroaerofil olan Brucella tirleri gram-negatif kok-kokobasil
gorinimiinde kapsilsiiz, sporsuz, 10-40 °C arasinda iireyebilen bakterilerdir (13).

Brusella turleri genellikle kiltirlerden yapilan boyamalarda tek tek goriilmelerine
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karsin dokulardan yapilan boyamalarda kiimeler halinde goruldigi saptanmistir (15).
Kultiirde koloniler ancak inkiibasyondan 2-3 giin sonra goriinir buyiklige ulasir; 4-5
giin sonra 2—3 mm c¢apinda koloniler haline gelirler. Zengin besiyerlerinde genellikle
dizgiin kenarli, konveks, nemli, parlak koloniler olusturduklarn saptanmistir (20).

Brusella tiirleri, konak fagositer hiicreleri iginde yasama ve ¢ogalma yetenegine
sahip, fakiltatif hicre i¢i patojenlerdir. Brusellanin polimorf nuveli lokositlerin
intraselliler oldirme mekanizmalarindan, lizozim igindeki primer ve sekonder
grantllerin  degraniilasyonlarint ~ 6nleyerek ve myeloperoksidaz-H,O, sistemini
engelleyerek kagtigi diistiniilmektedir. Ayrica Cu-Zn siiperoksid dismutaz enzimi ile
serbest oksijen radikallerini etkisiz hale getirdigi ongorilmektedir (47). Fagozom-
lizozom birlesmesi ve apoptozun 6nlenmesi ile monontikleer hiicreler i¢inde yasamalari
kolaylastig1 saptanmustir (48, 49). B.melitensis, igerdigi adenin ve guanozin monofosfat
etkinligi ile PMNL’ nin degraniilasyonunu o6nleyerek olduriici mekanizmalara direng
gosterdigi bildirilmistir (50).

Brusella insanlara; pastorize edilmemig siit ve sit Grinlerinin tiketimi, enfekte
aerosollerin  inhalasyonu, konjunktivaya inokulasyon ve enfekte hayvan
sekresyonlarinin biitiinliigii bozulmus dokulara direkt temast ile bulagir. Insandan insana
bulas ¢ok nadir olsada litaratiirde cinsel yolla bulastig ileri siiriillen vakalar bildirilmig
ve meni kultirinde bakteri iiretilebilmistir (39).

Ulkemizde Bruselloz igin temel bulas kaynag: pastorize edilmemis sit ve siit
trinlerinin tiketimidir (31, 32). Hayvancilikla ugrasanlar, veteriner hekimler, saglik
calisanlari, mezbaha iscileri, et sanayisinde calisanlar Bruselloz agisindan riskli
gruplardir. Yapilan seroepidemiyolojik caligmalarda; Bruselloz agisindan riskli olan
kasaplar, besiciler, mezbaha ve mandira ¢aligsanlari gibi meslek gruplarinda %9-25, risk
grubunda olmayanlarda %2-3 oraninda seropozitiflik bildirilmistir (33, 34). Turkiye’de
hastalik genelde, koyunlarin yavrulama dénemleri ile peynir yapiminin arttigt ilkbahar
ve yaz aylarinda daha siktir (35, 36). Hastalik daha ¢ok geng¢ ve orta yagli eriskinleri
tutmaktadir (159). Ulkemizde Bruselloz tams: alan vakalarin %50-60’1 20-50 yas
arasinda, %10-15’i ¢ocuklarda, %10’u 65 yas tizerindedir (35, 39). Insan Brusellozu,
enfekte hayvanlarla dogrudan ya da dolayli temas ile bulasir. Bu nedenle insanlarda
enfeksiyonun onlenmesi ve kontroli, bu temas zincirinin kirilmast ve hayvan
rezervuarlarinda enfeksiyonun kontrolt ve eliminasyonuna baglidir (29). Ayrica ¢ig sit
tiketiminden kag¢imlarak, siit ve siit Urtinlerinin pastorize edilerek kullanilmast veya

sitlerin iyl kaynatildiktan sonra tiiketilmesi gerekmektedir (41, 42).
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Onemli bulas yollarindan biri olan laboratuvar bulast siklikla yayinlarda yer
almaktadir. Laboratuvar kaynakli bulagin 6nlenmesinde enfekte materyalle temas
ihtimali durumunda eldiven, gozlik, maske ve onlik kullanilmali, kiltir plaklar
koklanmamalidir (43, 44).

Bruselloz ile miicadelenin en kolay ve ekonomik yolu hayvanlarin agilanmasidir.
Asilama programini basariyla uygulayan; Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika tlkeleri ve
Yeni Zelanda’da, Bruselloz eradikasyonu basarili olmustur (37). Yunanistan’da yapilan
arastirmada kaynatmadan yapilan taze peynirlerin tiketimiyle Bruselloz arasinda
anlamli iligki bulunmustur. Ayrica Bruselloz olgularinin azaltilmast i¢in birincil hedefin
hastaligin hayvanlardan eradike edilmesi oldugu ve hayvan asilamalarimin gerekliligi
vurgulanmigtir (219).

Bruselloz 6zellikle Portekiz, Ispanya, Giiney Fransa, Italya, Yunanistan, Tiirkiye
ve Kuzey Afrika ulkelerinin yer aldigi Akdeniz ilkeleri, Arap yarimadasi, Hindistan,
Meksika, Orta ve Giiney Amerika’da hiperendemiktir (161, 162). Diinya Saglik Orgiitii
verilerine gore her yil diinyada 500.000 yeni vaka belirlenmektedir (11). Ingiltere,
Kuzey ve Batt Avrupa tlkelerinin biiyitk ¢ogunlugu, Avustralya, Yeni Zelanda ve
Kanada’da Bruselloz eradike edilmistir (161, 162).

Bruselloz, Saglik Bakanlig Bulasicit Hastaliklarin Thban ve Bildirimi Sisteminde
A Grubu Bildirimi Zorunlu Hastaliklar Listesinde yer almaktadir. Hastalik, agirlikli
olarak Dogu Anadolu, Giineydogu Anadolu ve I¢ Anadolu Bolgelerimizde goriilmekle
birlikte tilkemizin hemen her bolgesinden vaka bildirimleri yapilmaktadir (25). Saglik
Bakanlig1 verilerine gore tlkemizde 1970 yilinda 37 olarak bildirilen olgu sayist
(0.1/100000), 2005 yilina gelindiginde 14644’e ulasmistir (20.32/100000) (38). Bu
istatistiksel artigin nedeni hastaligin prevelansindaki artigtan ¢ok bildirim ve tan1 koyma
oranlarindaki artistan kaynaklandig tahmin edilmektedir. Ulkemizde hastalik
bildirimlerinin halen yeterli dizeyde olmadigi dikkate alinirsa, olasilikla gercek
Bruselloz prevelanst sanildigindan daha yuksektir. Hastalik, tilkemizde hemen her
bolgeden bildirilmektedir. Bruselloz Turkiye’de endemik olarak goriilmekte olup 2002
de bildirilen vaka sayist 17744 iken 2009 yilinda 9324 vaka bildirimi yapilmustir.
2002’den 2009 gelindiginde Bruselloz vakalarinda yaklasik %50 civarinda bir azalma
s0z konusudur (24,29).

Ulkemizde Bruselloz ozellikle, hayvanciligin yogun olarak yapildigi Dogu ve
Guneydogu Anadolu bolgelerinde yaygindir. Dogu Anadolu bolgemizde yiksek riskli
hastalarda yapilan bir ¢alismada; seropozitiflik oraninin %27-30 oldugu belirtilmektedir
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(220). Saglik Bakanligi 2005 yili verilerine gore Siirt, Van, Igdir, Batman, Ardahan ve
Aksaray Bruselloza bagli morbiditenin en fazla oldugu illerdir (166). Ulkemizin cografi
konumu ozellikle Bruselloz’un endemik oldugu dogu ve glneydogu komsularindan
bulas i¢in bir risk faktoridir. Dunyada endemik bolgelerde bildirilen Bruselloz
insidansi (yeni olgu hiz1) yiz binde <0.01 ile >200 arasinda degismektedir (10).
Ulkemizde Bruselloz insidanst yiiz binde 26, Iran'da 24, Irak'ta 28 ve diinyamn en
yiksek insidansina sahip olan Suriye’de yiuz binde 161 ile ciddi bir halk saglig
sorunudur. Ancak gercek insidansin yanlig tani ve eksik bildirime bagli olarak
bildirilenden 25 kat daha fazla oldugu tahmin edilmektedir (10, 14).

Klasik olarak Bruselloz, etkenin agiz yoluyla viicuda alinmasi sonrast gelisir.
Bakteri, mideden gecerek bagirsaklara ulasir ve penetre olarak Peyer plaklarinda
cogalmaya baslar. Buradan itibaren venoz ve lenfatik akim yoluyla yayilarak portal ven
aracilign ile karacigere ulagir. Burada g¢ogalmaya devam eden etken, bakteriyemi
yaparak tim viciida dagilir. Daha sonra lenf bezleri, dalak ve diger retikiiloendoteliyal
organ ve dokularda ¢ogalmaya devam eder.

Bruselloz’da bulgular sinsi veya akut olabilmekte, genellikle mikroorganizmanin
alimindan sonra 2 ila 4 hafta ig¢inde ortaya ¢ikmaktadir. Hastalik subklinik bulgulardan,
ates, terleme, lenfadenopati, istahsizlik, yorgunluk, artrit, hepato-splenomegali ve
norolojik bulgular gibi ¢esitli non-spesifik bulgulara kadar degisebilen klinik
gosterebilir. Hastaligin en sik lokalize komplikasyonu; periferik, sakroiliak veya spinal
eklemlerin inflamasyonlanidir. Kardiyovaskiiler, gastrointestinal ve norolojik sistem
etkilenebilir (33, 58).

Young’in ¢aligmasinda; Bruselloz, tiim organ ve sistemlerin etkilendigi sistemik
bir enfeksiyon olarak tammlanmigtir. Brusellozun, hastaligin siiresi ve siddetine gore,
akut, subakut ve kronik olarak siniflandirildigi ifade edilmistir (23). Kronik Brusellozda
genellikle kemik, dalak, karaciger gibi organlarda persistan enfeksiyon odaklar1 goriiliir
(61). Hepatik tutulum Bruselloz hastalarinda sik goriilmesine ragmen transaminaz
derecelerinde yitkselme olmayabilir. Hepatik patoloji spektrumu etyolojik ajana gore
cesitlilik gosterir (67). Osteoartikiiler komplikasyonlarin, hastanin yagt ve bakterinin
tiriine baglt olarak %10 ila %80 dolayinda oldugu gosterilmistir (58).

Brusellozda radyolojik bulgular ge¢ ortaya ¢ikmasina ragmen kemik
taramasinda erken donemde inflamasyon gosterilebilir. Bilgisayarlt tomografi eklem
hasar1, vertebral osteomyelit ve paraspinal abselerin gosterilmesinde faydali oldugu

bildirilmistir (73). Depresyon ve dikkatte azalma Bruselloz hastalarinda sik goriilmekle



50

birlikte santral sinir sistemi invazyonu %5’ten az hastada gorilur. NoroBrusellozda;
menenjit, ensefalit, miyelit, radikiilonéronit, beyin absesi, epidural abse, graniilom,
demiyelinizasyon ve meningovaskiler sendromlar gorilebilir (76, 77). Hastalarin
%?2’sinden azinda goriilen endokardit, Bruselloza bagli 6limlerin en sik sebebidir (81).
En sik aortik kapak tutulur (83).

Brusellozda anemi, lokopeni, trombositopeni ve pihtilagma sorunlan gibi
hematolojik bulgular ortaya ¢ikabilir. Bu bulgular genellikle hafif seyretmekle birlikte
tedavi ile kisa siirede gerileyebilir (86). Bruselloz hastalarinin yaklagik %5-10"unda deri
lezyonlar1 gozlenebilir, enfekte hayvanlarla temas eden veterinerlerde kontak dermatit’e
sik rastlanabilir (91, 92). Bruselloz hastalarinda, tveit siklikla ge¢ bir komplikasyon
olabilir ve kronik iridosiklit, multifokal koroidit ve optik norite bagl gelisebilir (93).

Bruselloz tamist genellikle oyki, klinik ve serolojik bulgular ile konulmakta,
ancak kesin tant igin etkenin kan veya diger viicut sivilar kultirlerinde uretilmesi
gerekmektedir (241). Bakterinin ¢ok yavas tiremesi, 6zel kultir kogullarini gerektirmesi
nedeniyle, hizli tant igin serolojik yontemler kullanilmaktadir. Serolojik testler, tanida
onemli rol oynamaktadir (165). Intraseliler bir patojen olan brusellamn, kan
kaltirlerinden izolasyon orant %15-70 arasinda degismektedir, kemik iligi kilttrleri,
kan kultirine gore daha yiiksek oranda izolasyon imkam saglamaktadir (56). Ancak
kemik iligi aspirasyon materyalinin eldesi kan kiiltir(i materyaline gore daha zor oldugu
icin, kemik iligi kultira klinikte tercih edilmemektedir.

STA testinde tim immiinoglobulinlerin titresi belirlenir. 1gG antikorlarinin
titresini belirleyebilmek i¢in 2-merkapto-etanol testinden faydalamilir. Tedavi sonrasi
IgG antikorlarinin titrelerinin  yikselmesi Bruselloz’un kroniklestigi  anlamin
tagimaktadir (95).

Klinik olarak Bruselloz belirtileri oldugu halde yapilan agliitinasyon testlerinin
negatif olmasma sik rastlamlmaktadir. Coomb’s serumu (antihuman immiinglobulin)
kullanilarak aglitinasyon ortaya cikarilabilmektedir (20). Son gelistirilen ‘Competitive
Enzyme Immunoassay (CELISA) testinin 6zgulligi %96.5-100; duyarlilig1 ise %94 .8—
100 arasinda bulunmustur. Insan Brusellozunun tamsinda uygun bir test oldugu ve bir
dogrulama testi olarak kullamlabilecegi bildirilmektedir (108).

Brucella serolojik tamsinda kullamlan testlerden STA, Coomb’s ve
Brucellacapt’in sirasi ile duyarliliklari; %73, %100, %96 ve 6zgillikleri; %100, %100,

%97,5’tir. Brucellacapt maliyet etkin olmamasina ragmen, STA ile Bruselloz tanisi
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konulamamig hastalarda, hizli tan1 olanag: saglar. Brucellacapt ve Coomb’s testlerinin
duyarliliklar ve 6zgillikleri birbirine yakin bulunmustur (166).

Brusellanin fakiiltatif hiicre igi parazit olmas: nedeniyle DSO tedavide hiicre
icine etkili antibiyotik kullanimini 6nermektedir. Giinimuizde en etkili tedavi protokolu;
doksisiklinin, rifampin veya streptomisin kombinasyonudur (5, 167). Ancak ilaglarin
yan etkileri nedeniyle gebe ve ¢ocuklarda kullamm sinirlamast bulunmaktadir. Yeni
tedavi protokolleri igerisinde; agizdan alindiginda iy1 biyoyararlamm gosteren, yitksek
doku konsantrasyonlarina ulasan, hiicre i¢ine ¢ok iyi penetre olabilen fluorokinolonlar
yer almaktadir (192, 196, 197).

Bruselloz olgularimin  %10-15’inde antimikrobiyal tedavi sonrast relaps
gorulebilir. Brusellozda relapslar ¢gogunlukla antibiyotik direncine bagli degil, yetersiz
ve yanlig antibiyotik kullanimi sonucu gelisebilir. Relaps sonrasi Bruselloz tedavisinde
daha once uygulanan tedavi kombinasyonu tekrarlanabilir, tg¢li antibiyotik
kombinasyonu verilebilir veya tedavi suresi 6 haftadan uzun sire olarak onerilebilir.
Ancak bunlarin hig birisi tizerinde tam bir fikir birligi yoktur (133, 134).

Diinya Saglik orguti, doksisiklin (200 mg/gtin)-rifampin (600-900mg/giin, oral)
kombinasyonunu 6 haftalik tedavi seklinde onermektedir. Sekiz yagindan kigik
cocuklarda trimetoprin-sulfametoksazol ile aminogilikozid kombinasyonu bagarili
bulunmustur (1). Akut Bruselloz teshisi alan 8 yas tizeri ¢ocuklar ve yetigkinlerde: 45
gunlik tedavi siiresince; ginde 2 defa 100 mg doksisiklin’e ek olarak 14-21 gin 15
mg/kg streptomisin veya 7—14 giin 3—5 mg/kg gentamisin ya da 45 giin giinde 600-900
mg rifampin tedavi protokolu tavsiye edilmektedir. Bu tedavi protokoliine alternatif
olarak 42 giin boyunca giinlik 600 mg rifampin’e ek olarak 42 giin (ginde 2 defa 400
mg ofloksasin ya da giinde 2 defa 750 mg siprofloksasin) kinolon ya da 2 ay sureyle
giinde 2 defa 100 mg doksisiklin’e ek olarak giinde 2 defa trimetoprim sulfometoksazol
ya da 6-8 hafta siireyle giinlitk doksisiklin ya da minosiklin monoterapist Onerilebilir.
Akut Bruselloz teshisi alan 8 yas alt1 ¢ocuklar: 45 giin boyunca giinde 2 defa 5 mg/kg
trimetoprim sulfometoksazol’e ek olarak 7 gin 5—6 mg/kg/glin gentamisin veya 45 giin
boyunca 15mg/kg/giin rifampin’e ek olarak 7 gin 5-6 mg/kg gentamisin tedavi
protokolu tavsiye edilmektedir. Gebelikte gelisen Bruselloz olgulari: 45 gin sureyle
600-900 mg/giin rifampin tedavi protokolu tavsiye edilmektedir. Buna alternatif olarak
ise 45 giin 600 mg/giin rifampin’e ek 45 giin giinde 2 defa trimetoprim sulfametoksazol
kullanilabilmektedir. Fokal enfeksiyonlarda (endokardit, spondilit, menenjit, paraspinal

abse):6—52 hafta sturesince giinde 2 defa 100 mg doksisiklin ve 600 mg rifampin’e ek
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olarak 14-21 giin siresince ginlik 1 gr streptomisin ya da 3—-5 mg/kg gentamisin
tavsiye edilmektedir. Alternatif tedavi protokolu olarak trimetoprim sulfametoksazol’e
ek ginde 2 defa 750 mg siprofloksasin ya da ginde 2 defa 400 mg ofloksasin
kullanilabilmektedir (167).

Bruselloz tedavisinde kullanilan ilaglarin  ¢oguna, in-vitro  direng
gozlenmemektedir. Hatta relaps sonrasinda izole edilen bakterilerde bile direng
gozlenmemistir. Relapsin ve tedavide basarisizligin nedeni olarak bakterinin hiicre igi
patojen olmasi One siriillmektedir (122). Brusellozda temel sorun tedavinin yetersiz
kalmast ve relapstir. Tedavinin yetersiz kalmast direngten ¢ok kullanilan
antibiyotiklerin farmakokinetik ve farmakodinamik etkileri ile iligkilidir (167, 190).

Cogu olguda tedavinin yetersiz kalmasi; yetersiz doz antibiyotik kullanimi,
tedavinin kisa kesilmesi ve hasta uyumsuzlugundan kaynaklanmaktadir. Relaps, siklikla
enfeksiyonun baslangicindan bir yil sonra meydana gelmektedir, ve genellikle hastanin
hiicresel immiin yanitinin relaps olusumunda 6nemli oldugu disinilmektedir (168,
169). Ayrica aminoglikozidlerin parenteral uygulanma zorluklari, tiberkiilozun problem
oldugu ulkelerde rifampin direng tehlikesi, tedavinin baglamasindan birka¢ giin sonra
semptomlarin kaybolmasi ile baslayan tedavi uyumu sorunu, kirsal kesimlerde hasta
takibinde gozlenen zorluklara bagli olarak relapslar gozlenmektedir (169, 170).
Brusellaya karsi baglangi¢ tedavisinin kombine antimikrobiyaller kullanilarak
yapilmasi, monoterapi ve alternatif tedavilerin nadiren uygulanmast ve denenmesine
neden olmustur. Ayrica Bruselloz, endokardit, néroBruselloz veya spondilit gibi
osteoartikiiler enfeksiyonlarla komplike olabilmektedir. Boyle vakalarda tedavinin daha
agresif ve daha uzun siireli olmasi gerekmektedir (170).

Brusella tedavisi sonrasinda %10-15 relaps gorilmektedir. Bu relapsin
nedeninin, ilag direncine mi bagli oldugu yoksa tedaviye uyumsuzluktan mi
kaynaklandigini belirlemek i¢in in vitro testlere bagvurulabilir (133, 134).

Birgok sinerji ¢aligmasinda Checkerboard, time-kill yontemleri kullamilmaisgtir.
Ancak bu testler rutin klinik kullanim i¢in zor ve zaman alict yontemlerdir. Bu nedenle
basit ve klinik laboruvarlarda uygun olan Etest metodu genelde rutin kullanimda
uygulanmaktadir (173, 174).

Etest yontemi sadece kantitatif antimikrobiyal duyarliligi ortaya koymakla
kalmaz ayrica mikroorganizmalara karsi kombine antimikrobiyal sinerjik aktiviteyi de

ortaya koymaktadir (173, 175-177).
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Yaptigim literatiir arastirmalarinda, yeni ve konvansiyonel antibiyotikler ile
brusella izolatlar1 uzerinden bir¢cok c¢alisma yapilmasina ragmen, geleneksel ve
konvansiyonel olarak kullanilan antibiyotiklerin kombinasyon rejimleri igin in vitro
sinerjik aktivitelerini 6l¢en ve karsilagtiran caligmalarin yok denecek kadar az. Bu
durumun en o6nemli nedeni etkenin cografi dagiliminin goreceli olarak dar olmasi,
izolasyonunun zor olmast ve halen standardizasyon sorunlarinin bulunmasidir. Sinerjik
akivite test yontemleri tekrarlanabilirlik ve yorumlanma agisindan standardize
edilmemis oldugu i¢in, farkli ¢alismalar ile bu yontemin sonuglarint karsilagtirmak son
derece zordur.

Caligmamizda, Etest yontemini kullanarak geleneksel ve yeni antimikrobiyal
kombinasyonlarin etkinligini degerlendirmek amaclanmistir. 40 Brucella izolat
tzerinde Etest predifizyon teknigi kullanilarak, bes farkli antibiyotik ve
kombinasyonlarimn (DOX-RIF, RIF-SXT, DOX-STR, CIP-SXT ve CIP-STR), iiretici
firma tavsiyesi dogrultusunda minimum inhibitér konsantrasyon, MIKso, MiKg ve
fraksiyonel inhibitor konsantrasyon indeksi (FIC) belirlenmistir.

MiKy degerine gore en duyarli antibiyotik SXT(MIiKoe 0,032 pug/ml) iken DOX
MiKg, 0,064 ug/ml, CIP MiKo 0,125 pg/ml, STR MiKog 0,5 pg/ml ve RIF MiKgg 0,75
ng/ml olarak saptanmustir. Rifampin en yiisek MiKsy ve MIKog degererine sahipti.

Turkiye’ de farkli yillarda yapilan galismalarda MIKsy ve MIKy, degerleri
dikkate alindiginda genel baglamda en duyarli antimikrobiyal ajan SXT’ dir. Kili¢ ve
arkadaslarinin 16 B. melitensis izolatinda yapti@i calismada SXT, MIKs, degeri
0,064ug/ml; MIKey degeri 0,094 ug/ml olarak belirlemistir (179). Baysan ve
arkadaslarinin 37 Brucella spp. izolattinda yaptig1 ¢alismada SXT, MiKs, degeri 0,047
ng/ml; MiKgg degeri 0,094 pg/ml olarak bildirmistir (180). Aliskan ve arkadaslarinin 65
B.melitensis izolattinda yaptig1 calismada SXT, MIiKs, degeri 0,012 pg/ml; MiKog
degeri 0,023 pg/ml olarak belirtmistir (178). Turkiye de SXT direnci %2 den az oranda
belirlenmesine ragmen (181) dinya genelinde belirgin oranda SXT direncine
rastlanilmigtir (182). Montejon ve arkadaslarinin yaptigr SXT nin tek bagina kullanildig
klinik ¢alismada 64 hastaya 6 ay stresince SXT verilmis ve tedavi oram %81 olarak
saptanmustir. Yaklasik olarak %18 hastada ise yan etki, tedavi basarisizligi, nitks veya
tedavinin tamamlanmamasi sebeplerinden dolay1 degisikligine gidilmistir (183). Lubani
ve arkadaglarinin 161 ¢ocuk tizerinde yaptigi baska bir calismada SXT ile tedavi

sonrasinda relaps oranimt %30 olarak bildirmiglerdir (184).
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Calismamizda MiKs0(0.5), MiKoo(0.75) olarak buludugumuz rifampin MIK
degeri en yiiksek antimikrobiyal ajan olarak belirlenmistir. Yapilan farkli ¢aligsmalarda
rifampin MIKsy ve MIKo, degerleri <1 olarak tesbit edilmistir. Bu veriler ¢alismamizda
buldugumuz sonuglan desteklemektedir. Sengo6z ve arkadaslarinin 43 Brucella izolat
ile yaptig1 galismada rifampin, MIKs, degeri 0,75 pg/ml; MiKgo degeri 1 ug/ml olarak
belirlenmistir (160). Esel ve arkadaglarinin 74 B. melitensis izolat ile yaptig1 ¢aligsmada
rifampin, MiKs, degeri 0,50 ug/ml; MiKoy degeri 1 pg/ml olarak belirlenmistir (185).
Altay G.’nin 70 Brucella spp. izolati ile yaptign calismada rifampin, MiKs, degeri 0,75
ng/ml; MiKyy degeri 1 pg/ml olarak belirlenmistir (159). Baykam ve arkadaslarinin 42
Brucella spp. izolati ile yaptigi calismada rifampin, MiKso degeri 0,75 pg/ml; MiKo
degeri 1 pg/ml olarak belirlenmistir (181). Lubani ve arkadaslarinin yaptigt birkag
caligmada Rifampin tek bagina kullanilmis. Tek bagina rifampin tedavisinin tiiberkiiloz
rezistansina sebep olma riski nedeni ile bu tir ¢alismalarin yapilmasi durdurulmustur
(184). Rifampin’in MIKs, ve MIKy, degerleri yiiksek saptanmasina ragmen
caligmamizda kombinasyon tedavilerinde ciddi sinerjik etkinlik gosterdigi saptanmistir.

Turkiye’de ve yurt disinda degisik yillarda Etest ve mikrodiliisyon yontemi ile
yapilan galismalarda doksisiklin MIKs, ve MIKgg degerleri diisiik bulunmustur. Altay’in
70 Brucella spp. izolati ile yapti@1 calismada doksisiklin MIKs, degeri 0,023 pg/ml;
MiKyy degeri 0,064 pg/ml olarak belirlenmistir (159). Sengdz ve arkadaslarinin 43
Brucella spp. izolat1 ile yapti@1 ¢alismada doksisiklin MiKs, degeri 0,023 pg/ml; MiKgo
degeri 0,090 pg/ml olarak belirlenmigtir (160). Aliskan ve arkadaglarinin 65 Brucella
spp. izolati ile yaptig1 ¢alismada doksisiklin MIKs, degeri 0,016 pg/ml; MIKo, degeri
0,032 pg/ml olarak belirlenmistir (178). Kili¢ ve arkadaslarimin 16 Brucella spp. izolatt
ile yaptig1 calismada doksisiklin MIKsy degeri 0,094 pg/ml; MiKog degerini 0,25 pg/ml
olarak bildirmistir (179).

Baysan ve arkadaglarinin 37 Brucella spp. izolatt ile yaptigi caligmada
doksisiklin MIKsq degerini 0,047 pg/ml; MiKoo degerini 0,125 pg/ml olarak bildirmistir
(180). Baykam ve arkadaslarinin 42 Brucella spp. izolati ile yaptigr caligmada
doksisiklin MIKs, degeri 0,032 pg/ml; MIKo, degeri 0,064 pg/ml olarak belirlenmistir
(181). Esel ve arkadaslarimin 74 B.melitensis izolat1 ile yaptig1 ¢alismada doksisiklin
MIKs, degeri 0,03 pg/ml; MiKgy degeri 0,06 pg/ml olarak belirlenmistir (185). Rolain
ve arkadaslarimin Brucella spp. izolatlarinda yapti1 ¢alismada doksisiklin MiKs, degeri
0,06 pg/ml; MiKy, degeri 025 ug/ml olarak belirlenmistir (187). Rubinstain ve

arkadaslarinin 86 Brucella melitensis izolati ile yaptign calismada doksisiklin MIKs
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degeri 0,25 ug/ml; MiKgy degeri 0,4 pg/ml olarak belirlenmistir (188). Hoe’nin 85
Brucella abortus izolati ile yaptig calismada doksisiklin MiKso degeri 0,125 ug/ml;
MIiKg degeri 0,125 ug/ml olarak belirlenmistir (189).

Klinik olarak yapilan c¢alismadalardan biri olan, Lubani ve arkadaslarinin
oksitetrasiklin ile doksisiklin seklinde iki tedavi yontemini denedikleri ¢aligsmada; niitks
oranminin tedavi siiresiyle ters orantili oldugu gosterilmig ve c¢alismada belirgin oranda
relaps gozlenmigtir. Tedavi siiresini sekiz haftaya uzattiklarinda relaps gelisimi
gozlenmemistir (184). 1993 yilinda Montejo ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
caligmada hastalara alt1 haftalik tedavi stresince diizenli olarak 200 mg parenteral oral
(p.0.) doksisiklin uygulanmistir. 71 hasta tizerinde yapilan ¢alismada niiks orani %14
olarak bulunmustur (183). Bruselloz tedavisinde tek bagina doksisiklin kullantmi son
bilgilere gore dikkate alinmali ve bu tedavinin oldugu yeni ¢aligmalara yer verilmelidir
(190).

Calismamizda siprofloksasin’in MIK degerlerine bakildiginda Brucella suslarina
karst etkinligi SXT ve DOX ile kiyaslanacak derecede dusik olarak belirlenmistir.
Turkiyede ve yurt disinda yapilan calismalarda siprofloksasin’in MIK50 ve MIK90
degerleri genelde diisitk bulunmustur. Aliskan ve arkadaslarinin 65 Brucella spp. izolatt
ile yaptign c¢alismada, siprofloksasin MIKs, degeri 0,094 ug/ml; MIKoy degeri
0,125pg/ml olarak belirlenmistir (178). Turan ve arkadaslarinin 82 Brucella melitensis
izolatinda yaptig1 calismada, siprofloksasin MiKsy degeri 0,094 ug/ml; MiKoy degeri
0,19 ng/ml olarak belirlenmistir (191). Baykam ve arkadaslarinin 42 Brucella spp.
izolati ile yaptig1 ¢alismada, siprofloksasin MiKsy degeri 0,094 ug/ml; MiKoy degeri
0,19 pg/ml olarak belirlenmistir (181). Rubinstain ve arkadaglarinin 86 Brucella
melitensis izolat1 ile yaptig1 ¢alismada, siprofloksasin MiKsy degeri 0, 4 pg/ml; MiKo,
degeri 0,8 pg/ml olarak belirlenmisgtir (188).

Yeni kugak florokinolonlar, oral biyoyararlammlarinin iyi olmasi, yiksek doku
konsantrasyonlarina ulagsmalari, hiicre i¢ine penetrasyonlart ve Brucella tirlerine in
vitro etkinlikleri nedeniyle Bruselloz tedavisinde ilgi ¢eken antimikrobiyallerdir (192).
Doganay ve Aygen’in 14 hasta tizerinde yaptiklart ¢alismada; 3—6 hafta boyunca 12
saatte bir 500mg siprofloksasin tedavisi uygulamiglar, tedavi sonrasinda hastalarin
37unde (%21) relaps bildirmislerdir (193). 1992’de Al Sibai ve arkadaglarinin 6-12
hafta siprofloksasin ile tedavi goren 16 hasta tizerinde yaptiklart randomize olmayan
prospektif caligmada %27 oraminda nitks gozlenmistir (194). Yapilan c¢aligmalarda;

tedavide florokinolonlarin tek bagsina kullanildiklar1 vakalarda yiiksek oranda relaps
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gorilmekte oldugu, Bruselloz tedavisinde tek basina kullanilmalarinin uygun olmadig,
ancak Brucella izolatlarina karst invitro etkinliklerinin ¢ok 1yi oldugu varsayimi
nedeniyle kombine tedavi rejimlerinde kullanilabilecegini seklinde yorumlanmaktadir
(195). Calismamizda streptomisin igin MIKso (0.25) ve MiKo, (0,5) degerleri belirlenen
duyarlilik araliginda bulundu. Diger ¢aligmalara bakildiginda STR, duyarlilik araliginda
bulunmasina ragmen baz calismalarda onemli derecede diisik MIiKsy ve MiKgg
degerleri bildirilmistir. Altay’in 70 Brucella spp. izolat1 ile yaptig1 ¢aligmada,
streptomisin MiKs, degeri 0,50 pg/ml; MiKgy degeri 0,75 pg/ml olarak belirlenmistir
(159). Esel D. ve arkadaslarinin 74 B. melitensis izolat1 ile yaptig1 caligmada,
streptomisin MiKsq degeri 0,50 pg/ml; MiKgy degeri 0,50 pg/ml olarak belirlenmistir
(185). Rolain ve arkadaslarinin Brucella spp. izolatlan ile yapti§t caligmada,
streptomisin MIKso degeri 1 pg/ml; MiKoo degeri 2 ug/ml olarak belirlenmistir (187).
Sengo6z ve arkadaslarinin 43 Brucella spp. izolati ile yaptig1 ¢aligmada, Streptomisin
MiKs, degeri 0,5 ug/ml; MiKoo degeri 0,75 ug/ml olarak belirlenmistir (160). Garcia
Rodriquez ve arkadaslarinin 62 Brucella spp. izolat1 ile yaptig ¢aligmada, Streptomisin
MIKs, degeri 2 pg/ml; MiKog degeri 4 ug/ml olarak belirlenmistir (213).

1940’larin  sonundan bugiine kadar kombine antibiyotiklerin Bruselloz
tedavisinde kullanilmast ile birlikte monoterapi birgok yayinda énerilmemektedir (199).

Brusella tedavisinde DSO’niin onerdigi kombine antibiyotiklere, izolatlar
genellikle klinik olarak duyarli bulunmakla birlikte, invitro sinerji testleri her zaman
klinikle uyumlu olmayabilir. Time-Kill, checkerboard ve Etest ¢ok yaygin kullanilan
invitro sinerji yontemleridir (180). Brucella izolatlari igin invitro antimikrobiyal
kombinasyonun etkinligini belirleyen ¢ok az sayida ¢aligsma mevcuttur (173, 188, 200).
Brucella izolatlarina karst  antimikrobiyallerin = sinerjik  etkilerini  ve invitro
duyarliliklarim belirlemek i¢in kullanilan Etest metodu, laboratuvara az is yuki ve daha
az zaman gerektirdigi i¢in uygun bir yontemdir. Ancak hala standart bir sinerji test
metodu olusturulmamistir (173, 201).

Kilig ve arkadaglanimin yaptigt 16 Brucella melitensis izolatinda Etest
kombinasyon yontemi ile yaptigi calismada oldugu gibi g¢alismamizda da in vitro
sinerjik etkinin arastinildig1 kombinasyonlar iginde en yiiksek etkinlik DOX-RIF (%100)
olarak saptanmistir (179). Orhan ve arkadaslarinin 16 Brucella melitensis izolatinda
Etest ve checkerboard yontemi ile yapmis oldugu c¢alismadan edinilen bulgulari
degerlendirdigimizde de FEtest metodu ile DOX-RIF sinerjik etkinligi (%94),
checkerboard method ile DOX-RIF sinerjik etki (%63) saptanmistir (173). Akova ve
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arkadaglarinin checkerboard method ile calistiklart 20 Brucella spp. izolatinin 17’sinde
DOX-RIF kombinasyonunda sinerjik etki, iki izolatta aditif etki, bir izolatta indiferans
etkinlik tesbit etmislerdir (202).

Calismamizda RIF-SXT kombinasyonunun sinerjik etkisi %52.5, aditif etkisi
%30, indiferans etkisi %12.5, antagonistik etkisi %35 oraninda bulunmustur. Kili¢ ve
arkadaslar ise sinerjik etkinligi %88 oraninda, aditif etkinligi %13 olarak saptamiglardir
(179). Orhan ve arkadagslarinin ¢aligmasinda ise sinerjik etkinlik %38, aditif etkinlik
%19, indiferans etkinlik %44 olarak belirlenmistir. Checkerboard metodu ile sinerjik
etki %13, aditif etki %31, indiferans etki %56, antagonistik etki ise %6 oraninda
saptanmustir (214).

DOX-STP kombinasyonunun c¢aligmamizdaki sinerjik etkinligi %32.5, aditif
etkinligi %40, indiferans etkinligi %27.5 olarak belirlendi. Benzer ¢aligmalardan biri
olan Kili¢ ve arkadaglarimin calismasinda ise sinerjik etkinlik goriillmezken aditif
etkinlik %12.5, indiferans etkinlik %68.75, antagonistik etkinlik ise %18.75 oraninda
bulunmustur (179).

Al-Dahouk D. ve arkadaslarinin time-kill metodu ile DOX-RIF ve DOX-STP
arasinda yaptiklart kombinasyon c¢aligmasinda ise DOX ile STP kombinasyonunda
sinerjik etki izlenmemistir (203). Dizbay ve arkadaglarimin yaptiklart ¢aligmada DOX-
STP arasinda sinerjik etki bulunmamis, %19 oraninda antagonizma bildirmiglerdir
(176). Ancak Orhan G. ve arkadaglarimin Checkerboard metodu ile %44, Etest metodu
ile %69 sinerjik etki belirlemiglerdir. Checkerboard metodu ile %31, Etest metodu ile
%6 antagonizma belirlenmigtir (173). Akova MD ve arkadaslari Checkerboard metodu
ile %90 sinerjik etki belirlemiglerdir (204).

CIP-SXT kombinasyonunun c¢alismamizdaki sinerjik etkinligi %25, aditif
etkinligi %50, indiferans etkinligi %22.5 antagonistik etkinligi ise %2.5 olarak
bulundu. Kilig S. ve arkadaglarinin yaptigi calismada ise sinerjik etkinlik %44, aditif
etkinlik %56 oraninda bulunmus olup indiferans ve antagonistik etkinlik
bulunamamstir (179). CIP ile SXT nin MIKs, ve MiKg, degerleri yapilan c¢alismalarda
cok dusiik bulunmustur. CIP-SXT Brusellozun tedavisinde birinci basamak olarak
kullanilmasa da klasik tedavide niiks ve yan etki olustugu zaman alternatif tedavi ya da
birinci basamak tedavi ile kombine edilebilir (179). Kronik osteomiyelit olgularinda
DOX ve RIF’e ek olarak CIP kullaninu ile tedavide basarili sonuglar alinan birgok vaka
bildirilmigtir (205).
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CIP-STP kombinasyonunun c¢alismamizdaki sinerjik etkinligi %57.5 aditif
etkinligi %35, indiferans etkinligi %7.5 olarak bulundu. Yine Kili¢ ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada sinerjik ve antagonistik etkinlik saptanamamig olup aditif etkinlik %7,
indiferans etkinlik %94 oraninda bulunmustur (179).

Yaptigimiz ¢aligmada in vitro sonuglan ile klinik iliski kurulmamasina ragmen
klinik olarak yapilan diger ¢aligsmalarda doksisiklin ve streptomisin kombinasyonunun,
doksisiklin ve rifampin kombinasyon tedavisine gore hem relaps hem de tedavi
basarisizlign agisindan daha tstiin oldugunu bildirilmektedir (DOX-RIF relaps oram
yaklagtk 22%, DOX-STP relaps orani ise yaklagitk 8%). Yan etki agisindan ise bu
kombinasyonlarin  birbirlerine  karst avantajlarn bildirilmemistir ~ (190).
Aminoglikozidlerin parenteral kullanilmast gerekliliginden dolay1 ozellikle saglik
personelinin sinirli oldugu tlkelerde bu tedavi sekli sorun yaratabilir (206). Yapilan
cesitli caligmalarda, hastalarda en sik kullanilan tedavi kombinasyonunun doksisiklin ve
rifampin  oldugu bildirilmektedir (207, 208). Ko-trimokzasol ve rifampin
kombinasyonun tedavisi ¢ocuklarda iyi sonuglar vermis fakat bu tedavinin rifampine
direng gelistirme riski nedeniyle erigskinlerde yeterli sonuglar elde edilememistir (184,
209, 210).

Brucella’larda in-vitro duyarlilik testlerine yonelik standart bir yontem
olmamast; test sonuglarinin pH, inokulum miktar1 ve besiyeri gibi pek ¢ok faktdrden
etkilenmesi ve relaps ile direng arasinda bir baglantt bulunmamasi nedeniyle rutinde
duyarlilik testi uygulanmamaktadir (60, 211). Guniimtizde ¢ok sayida antibiyotik duyar-
lilik yontemi mevcuttur. Kantitatif sonug veren yontemler farmakodinamik yorumlama
bakimindan daha giivenilirdir (212). Antimikrobiyalleri diger ilaglardan ayiran énemli
ozelliklerden biri, etkilerinin verildikleri konaga degil, patojen mikroorganizmalara
yonelik olmasidir. Konak, mikroorganizma ve ilag arasindaki iliski diger ilaglara gore
daha karmagik ve farklidir. Antibiyotiklerin konaktaki metabolizmast (farmakokinetik
ozellikleri) ve dagilimi (farmakodinamik o6zellikleri) tedavi basarist i¢in Snemlidir.
Brusella tedavisinde hem monoterapi hem de kombine tedavide kullanilan
antibiyotiklerin in vitro olarak etkinligini 6lgen standart bir metod olmamasi nedeniyle
ucuz olmast ve kullanim kolaylig1 agisindan genellikle Etest yontemi kullanilmaktadir.

Calismamizda Etest yontemi ile in vitro olarak Brucella izolatlarinin en dusiik
MIKso MiKgo degeri SXT, DOX, CIP ve STP i¢in belirlenmistir. Monoterapide hastanin
yast, klinigi, hamilelik, fokal bir odak olup olmadigi, ilaglarin kullanim kolayligi, yan
etkilerini dikkate alarak yetiskinlerde relaps riski olmayan hastalara DOX veya SXT
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akut Brusellozda veya profilaktik olarak ¢nerilebilir. Alternatif olarak florokinolonlarin,
oral biyoyararlammlarimin iyi olmasi, yiksek doku konsantrasyonlarina ulagmalari,
hiicre i¢ine penetrasyonlar1 ve Brucella tirlerine in vitro etkileri nedeniyle Bruselloz
tedavisinde kullanabilirligini desteklemek amaciyla, ek in vitro ve klinik ¢alismalara
ihtiyag vardir.

Brusella izolatlarinda rifampinin MiKsy ve MIKo degerlerinin yiiksek
bulunmasina ragmen ikinci en etkili sinerjik ve aditif etki rifampin ile trimetoprim-
sulfametoksazol kombinasyonunda belirlenmistir. Klinik olarak yapilan ¢aligmalarda
sekiz yas alt1 g¢ocuklarda uygun doz ve 3-5 hafta siire ile verilen RIF-SXT
kombinasyonlarin relaps orani %4-8 olarak tesbit edilmis ancak tedavi siiresi 8 haftaya
uzatildiginda relaps gorilmemistir (184).

Calismamizda CIP-SXT ve RIF-SXT nin antagonistik etkileri sirayla %2.5 ve
%S5 olarak saptanmistir. Kili¢ ve arkadaslarimin yaptigi ¢alisgmada DOX-STP
kombinasyonunun antagonistik etkisi %19 olarak bildirilmistir (179). Orhan ve
arkadaslarinin yaptiklan ¢alismada ise Etest metodu ile DOX-STP kombinasyonunun
antagonistik etkinligi %6, checkerboard metodu ile %13 oraninda bulunmus olup, RIF-
SXT kombinasyonunun antagonistik etkisi %7 olarak belirlenmistir (173).

Bununla birlikte Brucella igin invitro olarak yapilmis kombine ¢aligmalar sinirli
oldugundan elimizde yeterince veri yoktur. Ancak klinik olarak yapilan ¢aligmalarda;
tedavide kullanilan antibiyotiklere karsi, relaps gelisen vakalarda direng
bildirilmemistir.

Bruselloz tedavisi; yiiksek tedavi basarisizligr ve relapslar nedeniyle hala buyiik
bir problemdir. Mikroorganizmanin fagositik hiicreler i¢inde canliligini strdiirebilmesi
nedeniyle tedavinin kombine, aym zamanda hiicre i¢ine penetre olabilen ve asidik
ortamda etkinlik gosterebilen antibiyotiklerin kullamilmast gereklidir.

Bu c¢alismada arastirmaya alinan suglar i¢inde kotrimoksazol en etkin; ve
rifampin en yiiksek MIK diizeyine sahip ajan olarak bulunmasina ragmen, doksisiklin-
rifampinin  kombinasyonunun in vitro ortamda en iyl sinerjik etki gosterdigi

saptanmigtir.  Klinik tedavi planlanirken, etken izole edilmig ise, kullamlacak

2

antimikrobiyal kombinasyonunun etkinliginin test edilmesi tedavinin basarili olarak

yonlendirilebilmesi i¢in faydali olacaktir.
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