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GIRIS VE AMAC

Bruselloz, diinyanin hemen her yerinde 6zellikle de Tiirkiye’nin de i¢inde bulundugu
Akdeniz iilkelerinde yaygin olarak goriilen, Brucella cinsi bakterilerin neden oldugu, hem
hayvanlarda hem de insanlarda infeksiyon olusturan bir zoonozdur (1).

Hastalik infekte hayvanlarin etleri, siit, idrar gibi viicut sivilari, infekte siit ile hazirlanan
stit tirlinleri ve infekte hayvanlarin gebelik materyali ile insanlara bulasir (2,3). Ayrica kaza
sonucu laboratuvar kaynakli bulag, inhalasyon yoluyla bulas, nadiren de cinsel temas ile ya da
inkiibasyon doneminde alinmig kan ile transfiizyon sonucu bulas s6z konusu olabilir (1,4).
Baslangicta genel infeksiyon belirtileri ve septisemiyle seyreden hastalik, daha sonra etkenin
siklikla karaciger, hematolojik sistem, kemikler, eklemler, genitoliriner sistem, santral sinir
sistemi ve kalbe yerlesmesi sonucu organ tutulumlari ve komplikasyonlarla seyreder (1,5).
Klinik bulgular, seroloji ve etkenin izolasyonu ile tant konur (1, 4). Bruselloz tedavisinde
Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO) en son onerdigi tedavi rejimi en az 6 hafta siireyle
doksisiklin (200 mg/giin) ve rifampisin (600-900mg/giin) kombinasyonudur. Alternatif olarak
streptomisin (1g/giin, intramiiskiiler, 14 giin siireyle) ve doksisiklin (200mg/giin, 6 hafta
stireyle) veya tetrasiklin (2g/giin, 4 esit dozda, 6 hafta siireyle) kombinasyonu dnerilmektedir
(3,6).

Brucella spp. izolatlarinin antibiyotik duyarliliklar ile ilgili caligmalar olmakla birlikte
(7-14), heniiz standardize edilmis bir test yontemi veya sonuclarin yorumlanmasina yonelik
bir kilavuz yoktur.

Bu ¢alismada, bruselloz tedavisinde kullanilan doksisiklin, rifampisin, streptomisin ve
siprofloksasin  antibiyotiklerinin =~ B. melitensis izolatlar1 i¢in minimum inhibit6r

konsantrasyonunun (MIiK) agar diliisyon yontemi ile belirlenmesi ve E Test yonteminin B.

1



melitensis suslarmin duyarhiliklarinin belirlenmesinde alternatif bir test yontemi olarak

kullanilip kullanilmayacaginin degerlendirilmesi amacglanmustir.



GENEL BILGILER
TANIM

Bruselloz, Brucella cinsi bakterilerle olusan temelde koyun, keci, sigir, manda ve domuz
gibi hayvanlarda genital organ, meme bezleri ve plasenta infeksiyonlarina yolagan ve ayni
zamanda bunlarin etleri, siit, idrar gibi viicut sivilari, infekte siitle hazirlanan siit {riinleri,
infekte hayvanin gebelik mataryeli araciligryla insanlara bulagabilen bir meslek hastaligi olup;
ozellikle biiyiik bas hayvanlarda yavru atimina, siit ve et verim kaybina, insanlarda ise titreme
ile yiikselen ates, kas ve eklem agrilar ile seyreden klinik tabloya neden olan bir zoonozdur

(15-17).

TARIHCE

Hastalik ilk olarak Hippocrates tarafindan ‘humma’ olarak tanimlanmig, giiniimiize degin
‘Ondiilan atesi’, ‘Akdeniz atesi’, ‘Malta hummas1’ ve ‘Bang’s hastalig1’ gibi degisik isimlerle
amlmistir (15,16). insan brusellozunun ilk dogru tanimlanmasi, Kirim savas1 sirasinda Ingiliz
ordusunda gorev yapan cerrah hekim J.A. Marston tarafindan yapildi (3,18). Hastalik etkenini;
1886’da Malta adasinda, Malta hummasindan Olen askerlerin dalak pulpasindan ilk
izolasyonunu basaran ve Micrococcus (daha sonra Brucella ) melitensis olarak adlandiran Sir
David Bruce’tur (3,6,18). Danimarka’li hekim Bernard Bang 1895 yilinda sigirlarin uterus
duvan salgisindan bulasict diisiik etkeni olarak Bacillus (daha sonra Brucella) abortus’u izole
etti (3,6,16,18). Wright 1897 yilinda, hastaligin tanisinda giinlimiizde de kullanilmakta olan,
Serum Agliitinasyon Testini (SAT) ilk kez kullanan kisi olmustur (18). Akdeniz atesi hastalig
ile ilgili caligmalarda 1905 yilinda gorevlendirilen Maltali hekim Zammit, B. melitensis’in
rezervuarinin kegiler oldugunu ortaya koymus ve o donemde askeri personelin, pastorize

3



edilmemis keci siitlinlii tiiketmesi engellenerek hastalik insidansinda dramatik azalma
saglanmistir (2). Amerikali bakteriyolog Alice Evans, 1918 yilinda Malta atesi ve Bang
hastaliginin ajanlar1 arasindaki yiiksek orandaki benzerligi gosterdi ve genus, Bruce’a atfen
tekrar adlandirild1 (3). Genusun iiglincii iiyesi B. suis, 1914’de Traum tarafindan ABD’nin
Indiana eyaletinde prematiire dogan domuz yavrularnin karaciger, mide ve bdbreklerinden
(3,16,18), dordiincii tliyesi B. canis, 1966’da Carmichael tarafindan ‘“kennel-bred” cinsi
kopeklerin diisiik mataryelinden izole edildi. Diger tiirler; B. ovis 1953’de koyunlardan, B.
neonatame 1957°de Utah’daki “desert wood rat”lardan izole edilmistir (2,3,18). Bu iki tiiriin
giinlimiize kadar insan infeksiyonlarina neden olduklar1 gosterilememistir (19). Bunlar1 Rusya
ve Alaska’da Ren geyiginden B. rangiferi tarandi’ nin izole edilmesi takip etmistir (16). Ingiliz
ve Amerikali bilim adamlar1 1994 yilinda birbirlerinden habersiz olarak, Iskogya kiyisindaki
Olen deniz memelilerinden ve Kaliforniya’daki yunuslardan daha onceden bilinmeyen bir
Brucella kokenini izole ettiler. Ayirt edici metabolik profilleri, boya ve faj duyarliliklar ile
nispeten homojen bir grup olusturan bu izolatlar Brucella maris olarak adlandirildi (3).
Ulkemizde Birinci Diinya Savasi sirasinda Abdiilkadir Noyan ilk bruselloz vakasini
askerlerde tanimlamistir (2,15). Diger kaynaklara gore ise; Tiirkiye’de insanlarda ilk bruselloz
olgusu 1915 yilinda Hiisamettin Kural ve Mahmut S. Akalin tarafindan Kuleli Askeri
Hastanesi’nde bir erde saptanmistir. Ziihtii Berke tarafindan 1931°de sigirlarda, 1943’de Golem
ve 1944’de Koyliioglu ve Aktan tarafindan koyun ve kegilerde de saptanmistir (16,20).
Ulkemizde hastalik, ilk kez Malta Adasi’'nda saptandigindan >’Malta Hummasr’® veya
“’Akdeniz Atesi’’, tipik ates trasesi nedeni ile ‘’Dalgali Humma (Undulant Fever=Ondiilan
Ates)’’, koyunlardan insanlara bulagmasi nedeni ile de halk arasinda “’Koyun Hastalig1’’ veya

“’Mal Hastalig1’’ gibi isimlerle de anilir (2,15).

MORFOLOJi ve BOYANMA OZELLIKLERI

Brucella tiirleri; 0.5-0,7mm eninde, 0,6-1.5mm boyunda, gram negatif boyanan, fakiiltatif
anaerob, hareketsiz, sporsuz, kirpiksiz, kapsiilsiiz, aerop, tek tek ve bazen de u¢ uca zincirler
olusturabilen kokobasillerdir (2,6,16,17,19). Plazmitleri yoktur. Etkenler pilusa sahip
olmadiklarindan konjugasyon da bildirilmemistir. Faj infeksiyonunu takiben bazi antibiyotiklere
direng gelistirdiklerinden transdiiksiyon yaptiklar1 kabul edilmektedir. Dogal kosullar altinda,
nadir de goriilse, etkenlerin transformasyona ugradiklart bildirilmistir (20). Siv1 besiyerlerinden

hazirlanan preparatlarda 4-6’l1 zincirler yapabilirler (15). Intraselliiler iirerler ve bu nedenle
4



makrofaj hiicrelerinde olusan fagositoza ugramadan organizmanin koruyucu etkinliklerinden
kacinabilirler (21).

Brucella’lar kiigiik olduklarindan molekiiler hareket nedeni ile yerlerinde titresirler
(Braunien hareket). Organizmadan yeni ayrildiklar1 zaman smooth (S) tipi ve mukoid (M)
kolonilerde ince bir kapsiillerinin bulundugu saptanir. Pasajlarla ve rough (R) koloni
sekillerinde bu kapsiiller kaybolur (16,17). Gram boyamada, gram negatif boyanirlar. Gram
boyama prosediiriinde zit boya ile preparat 30 saniye boyanir. Ancak Brucella bakterileri zit
boya ile zayif olarak boyandiklar1 i¢in boya 1-3 dakika uygulanir (19). Comakcik seklinde
olanlar bazen diizensiz boyanma oOzelligi gosterirler (17). Gergek asit-fast olmadiklari halde
zay1f asitlerle dekolarizasyona direngli olduklarindan modifiye Ziehl- Neelsen boyama teknigi

ile kirmiz1 renkte boyanirlar. Bipolar boyama ile genelde goriilemezler (22).

UREME ve BIYOKIMYASAL OZELLIKLERI

Brucella cinsi bakteriler organizmadan yeni ayrildiklarinda genel kullanim besiyerlerinde
tiremeleri giiglik gosterdiginden yavas iirerler (23). Ozellikle serum, gliserin ve glikozlu
besiyerlerinde iiremeyi yeg tutarlar (23,24). Bilhassa ilk izolasyonda kompleks besiyerleri
kulanilmast gerekir. Et 6zeti, triptoz gibi kompleks peptonlu, glikoz ve tuz igeren besiyerlerinde
1yi Urerler (24). Brucella cinsi bakteriler kemo-organotrofturlar ve ¢ogu suslar bir¢ok aminoasit
iceren kompleks besiyerlerine ihtiyag gosterirler. Tiyamin, niyasin, nikotinik asit, vitaminler ve
biyotin, magnezyum iyonlar iiremeleri igin esastir (19,24-26). Kan ve serum tliremeleri iizerine
olumlu etki yapar. Oksidatif metabolizma Brucella tiirleri i¢in temel enerji tiretim kaynagidir
(25). Kalsiyum pentenat ve mezoeritritol iiremelerini arttirir (19,24). Ancak {liremeleri i¢in
hemin (X faktor) ve NAD (V faktor) gerekli degildir (25,26). Cikolata agar, Brucella agar,
serum dekstroz agar gibi kan veya serumla zenginlestirilmis besiyerleri (23), trypticase soy (%5
ilaveli ve ilavesiz koyun kanli), beyin-kalp infiizyon agar yaygin olarak {iretildikleri
besiyerleridir (24,26). Ik izolasyondan sonra buyyon ve jeloz gibi basit besiyerlerinde de
tiremeye alisirlar (17). B. abortus ve B. suis’in birgcok biyotipi iireyebilmek i¢in 6zellikle primer
izolasyonlarinda CO,’e gereksinme duyarlar (6). Ozellikle B. abortus ilk izolasyonda %5-10
CO;’li ortama gereksinim duyar ve yavas iirer (24). Birka¢ pasajdan sonra CO,’siz normal
aerop kosullarda tiremeye alisir. B. melitensis ve B. suis CO;’li ortama gerek gostermezler (17).
Zorunlu anaerop sartlarda tiremezler (24). Optimal iireme 1si1s1 37°C olmakla birlikte 20-

40°C’de iireyebilirler. Optimal pH’lar1 6,6-7,4’tiir (25,26). Inkiibasyondan 48 saat sonra seffaf,
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ylizeyden kabarik, konveks, parlak yiizeyli S koloniler olustururlar (25). Diger tiirlerin aksine B.
canis ve B. ovis ise R koloni olustururlar. inkiibasyondan 2-3 giin sonra koloniler gériilebilir,
ancak 4-5 giin sonra 2-3 mm biiyilikliigline ulasabilirler (19,24). Koloniler hemolizsiz ve
pigmentsizdir (19). B. melitensis ve B. abortus’un bazi tiirlerinin kolonileri eski kiiltiirlerde
esmer-kahverengi renkte goriilebilir (24). Brucella bakterilerinin tiim tiirleri katalaz pozitif ve
biiyiik ¢ogunlugu oksidaz pozitiftir (B. ovis ve B. neonatame harincindekiler) (17,25). Ureaz
olusturmalar1 degiskendir (19). Karbonhidratlardan asit ya da gaz yapmamakla birlikte glukozu
az miktarda kullanirlar (17). Nitratlar1 nitritlere ¢evirirler (17,19). Siitte hafif alkali reaksiyon
yaparlar. Jelatini eritmezler ve indol olusturmazlar (17). Metil red ve Vages-Proscauer testleri
negatiftir (19,25). Sitrati kullanmazlar. O-nitrophenol-f-p-galactosidoz’dan o-nitrophenol
olusturmazlar (19). H,S olusturma miktar1 ve siiresi arasinda farklar vardir. B. suis en uzun siire
(19,20) giin ve en fazla miktarda, B. abortus orta siire (2 gilin) ve miktarda, B. melitensis ise en
az siire (1 giin) ve miktarda H,S4 yaparlar (17,24). Brucella bakterilerinin ortak biyosimik
Ozellikleri Tablo 1’de gosterilmektedir (24).

Tablo 1: Brucella cinsi bakterilerinin ortak biyosimik 6zellikleri

Katalaz | Oksidaz | Ureaz Nitratlarl Sitrat | Metil V.Poskauer | Jelatinaz | ONPG
Indirgeme kirmizisi

+ + Deg. + - - - - -
Brucella (gogu tiir ")

Not: Tabloda B. melitensis biyotip 1, B. abortus biyotip 1 ve B. suis biyotip 1’m &zellikleri goriiliiyor.
*B. ovis ve B. neonatame harig.

Brucela cinsi bakterilerin bazi boyalar ile olan iligkilerinde de ayriliklar goriiliir.
Besiyerlerine belli konsantrasyonlarda konulan tiyonin, bazik fuksin, kristal viyole ve pironin
gibi boyalar karsisinda B. melitensis inhibisyona ugramadan lirer. B. abortus yalniz tiyonin
tarafindan inhibe olur. B. suis ise tiyonin digindaki bazik fuksin, metil viyole ve pironin
tarafindan inhibe edildigi halde, tiyoninden etkilenmeyerek tiremesini stirdiiriir (17). Brucella

cinsi bakterilerin boyalarda tireme 6zellikleri Tablo 2°de gosterilmektedir (17).



Tablo 2: Brucella tiirlerinin boyalarda iireme ozellikleri, CO;’e ihtiyaclar1 ve H,S

olusumu.
Tur H,S %10 CO, | Thionin Bazik Kristal Pironin
olusumu 1/50 000 | fuksin viyole 1/100 000
1/25 000 1/50 000
1 giin Gerekmez | Urer Urer Urer Urer
B. melitensis
2 giin Gerekir Uremez Urer Urer Urer
B. abortus
3-5 giin Gerekmez | Urer Uremez Uremez | Uremez
B. suis

Brucella’lan 6zgiin olarak eriten bakteriyofajlarla da hem cins hem de tiir diizeyinde
identifikasyon yapilmaktadir. Bugiine kadar calisilan tiim Brucella fajlar1 DNA fajlar1 olup
Pedoviridae ailesine dahildirler ve konakgi affinitesine gore alt1 gruba ayrilmigslardir. Grup 1:
Thilisi (Tb), Grup 2: Firenze (Fi), Grup 3: Weybridge (Wb), Grup 4: Berkley (BKy, BK;, BK3),
Grup 5: R/O, Grup 6: R/C. Grup 1 fajlarinin prototipi olan Tbilisi faji rutin test diliisyonu
(RTD)’nda sadece smooth B. abortus kiiltiirlerini lize ederken, 10.000xRTD’nda B. suis ve B.
neotomae ’y1 “lysis from without” denilen bir fenomenle lize etmektedir. Bu fenomende yiiksek
sayidaki fajlardan salinan enzimlerle bakteri hiicresi lize edilir ancak fajin hiicrede replikasyonu
dolayist ile infektivitesi sozkonusu degildir. Grup 2 fajlarinin temsicisi Firenze fajidir ve B.
abortus, B. neotomae ve B. suis biyotip 4’e kars1 aktiftir. Grup 3 fajlar1 Weybridge faj1 ile
temsil edilir. Bu faj B. abortus, B. neotomae ve B. suis’i lize eder, ancak B. melitensis’in ¢ogu
suglarini lize etmez. Grup 4 fajlarinin prototipi olan Berkeley faj1 ilk olarak 1976 yilinda
Douglas ve Elberg tarafindan izole edilmistir. Bu faj tiim S Brucella suslarini lize etmektedir.
Grup 5 fajlar1 rough suslart ve rough Brucella tiirlerini lize ederler. R ve bunun derivati olan
R/O fajlar stabil degildirler. Ancak B. canis Mex 51 iizerinde pasajla elde edilen faj R/C son
derece stabildir ve rough tiir ve suslar i¢in referens bir faj olarak kabul edilmektedir. Grup 6 faj1
sadece Hindistan’dan izole edilen Izatnagar fajini icerir. Bu faj Brucella spp.’in tim S suslarim
ve ayni zamanda B. melitensis ve B. suis’in R suslarini lize etmektedir (20). Test i¢in genellikle,
RTD yontemi uygulanmaktadir (26). Bu gruplarin Brucella’lar lizerindeki litik etkileri Tablo

3’de, tiir diizeyinde tanisina iliskin 6zellikleri Tablo 4’de ayrica gosterilmektedir.



Tablo 3: Brucella genus iiyelerinin fajlara kars1 duyarhhiklarindaki farklar.

RTD de B. B. B. B. B. B. suis
F ajlam} . Abortus canis Melitensis | neotomae | Ovis bigolipr | biyoip 2 biyotin3 bigotp 4
Lizisi
Tb L NL NL PL NL NL NL NL NL
Wb L NL NL NL L L L
Fi L NL NL NL PL PL PL
Bk, L NL L NL L L L
R/O PL NL NL NL NL NL NL NL
R/C NL L NL NL NL NL NL NL
~ e = + & =] N N g N -
5 |& |23 |28 |5 |E |Ef |E& 5%
p % M M M ol p a 2 = a 2 &
Semboller: NL;lizis yapmaz, L;lizis, PL;kismi lizis yapar . RTD; rutin test diliisyon.
Tablo 4: Brucella tiirlerinin ayirici 6zellikleri
Koloni | Serum Fajlarla lizis
Tiir morf. | ihtiyact | Tb R/C Oksidaz | Ureaz
RTD  10°xRTD RTD
B. melitensis | smooth | - - - - + +
B. abortus smooth | -* + + - + +
B. suis smooth | - - + - + +
B. neotomae | smooth | - - + - - +
B. ovis rough + - - + - -
B. canis rough |- - - + + +

birbirlerinden ayrilirlar (24 ). A ve M antijenleri tiirlere ve biyotiplere gore farkli orandadirlar.
B. abortus’un biyotip 1, 2, 3 ve 6; B. suis’in biyotip 1, 2 ve 3; B. melitensis’in biyotip 2 ve B.
neotomae’nin A antijeni dominant iken B. abortus’un biyotip 4, 5 ve 9; B. suis’in biyotip 5 ve
B. melitensis’in biyotip 1’inde M antijeni dominanttir. B. melitensis biyotip 3 ve B. suis biyotip

4, A ve M antijenlerini esit miktarlarda tasirlar. Dogal olarak R koloni morfolojisine sahip ve

Brucella cinsi bakterileri (monospesifik antiserumlarla) agliitinasyon deneyi ile de
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rough lipopolisakkaritleri (R-LPS) tasiyan B. canis ve B. ovis, R antijenini tasimaktadirlar (20).
Ayrica Salmonella’larin Vi antijenlerine benzer L antijenleri de gosterilmistir (24). L-alanin,
asparagin, glutamik asit, arginin, sitrulin, lizin, ornitin gibi aminoasitlere, arabinoz, galaktoz,
riboz, ksiloz, glukoz, eritritol gibi karbonhidratlara etkileri Brucella cinsi bakterilerde farklilik

gosterir (15). Brucella cinsi iyelerinin tiir ve biyotiplerin ayirict Ozellikleri Tablo 5’de

gosterilmektedir.

Tablo 5: Brucella genus iiyelerinin tiir ve biyotiplerin ayiric1 6zellikleri (24)

Boya varhiginda Agliitinasyon
Ureme
cOo2 H2S )
gerek- olustur- Ureaz Bazik fuksin _Tiyonin
Biyotip  sinimi masi aktivitesi 20 g/ml 20 g/ml 40gml A M R

B. melitensis 1 - - Degisken + + + - + -

2 - - Degisken + + + + - -

3 - - Degisken + + + + + -

B. abortus 1 (@) + 1-2 saat + - - + - -
2 ) + 1-2 saat - - - + - -

3 ) + 1-2 saat + + + + - -

4 () + 1-2 saat ) - . 4 )

5 - - 1-2 saat + + - - + -

6 - ) 1-2 saat + + - + - -

9 - + 1-2 saat + + - -+ -

B. suis 1 - + 0-30 dak. -) + + + - -
2 - - 0-30 dak. - + - + - -

3 - - 0-30 dak. + + + + - -

4 - - 0-30 dak. ) + + + o+ -
5 - - 0-30 dak. - + + - + -
B. canis - - 0-30 dak. - + + - - +
B. neonatame - + 0-30 dak. - - - + - -
B. ovis + - - ) + + - - +




Brucella cinsinin flogenetik olarak Agrobacterium, Phyllobacterium, Ochrobacterum ve
Rhizobium ile yakin iliskili oldugunu gosteren molekiiler genetik ¢aligmalar mevcuttur (27-29).
Purple bakteriler a, B, y, 0 olmak iizere dort subdivizyona ayrilir. 16S rRNA baz alindiginda
Brucella tlirleri o subdivizyonunda yer alarak (21), Proteobacteria smifinin  op-
subdivizyonunda siniflandirilirlar (30). Brucella cinsi icinde B. melitensis, B. abortus, B. canis,
B. ovis, B. neotomae olmak fizere kiiltiirel, metabolik ve antijenik karakteristiklerine gore,
genomik olarak birbirine ¢ok yakin alt1 tiir tespit edilmistir (28,31). B. melitensis’ in g, B.
abortus un yedi, B. suis’inde bes biyotipi bulunmaktadir (28). B. ovis, B. canis ve B. neotomae
tiirlerinde ise herhangi bir biyotip bildirilmemistir (32). Brucella tiirleri ve biyotipleri halen,
konaklarina, kiiltiirel, metabolik ve antijenik 6zelliklerine, patojenik karakteristikleri ve fajlara
duyarhiliklarina gore ayirtediliyor (28). Brucella tiirlerinin genetik olarak birbirlerine son
derece yakin olup %90°nin iizerinde (28,33), diger bir kaynaga gore %95’in iizerinde homoloji
gosterdigi kanmitlanmistir (3). Bu yiizden B. melitensis’in Brucella cinsi iginde tek tiir olarak
kabul edilmesi ve diger tiirlerin ise bu tiiriin biyotipleri olarak siniflandirilmasi onerilmektedir
(28,33). Ancak bu monospesifik genusun alttiirlerinin evrim ile spesifik konaklara adapte
oldugunu gostermektedir. Buna ragmen Xbal gibi diisiik ayrim frekansh restriksiyon
endoniikleazlar1 kullanilarak yapilan ¢aligsmalar, yapisal ve replikatif fonksiyonlar1 kodlayan pek
cok gende polimorfizm oldugunu gostermistir, bunlarda isimlendirilmis tiirlerin ayrimini
desteklemektedir (3). Brucella tir ve farkli biyotiplerinin ayrimi serotiplendirme, faj
tiplendirme, CO, gereksinimi, H,S {iretimi, lireaz pozitifligi, boya duyarliligi, monospesifik
antiserumlarla olan reaksiyonlar1 gibi farkli testlerle yapilir (24,34). Giliniimiizde polimerize
zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction(PCR)]-bazli deneyler de Brucella cinsi
bakterilerinin tiir ve farkli biyotiplerinin ayriminda kullaniliyor. Ancak PCR hala

laboratuvarlarin rutin ¢aligmalarinda yer almamaktadir (33).

FiZIiKSEL VE KIMYASAL ETMENLERE DUYARLILIGI

Brucella cinsi mikroorganizmalar 1s1 ve iyonizan radyasyona c¢ok duyarhdir (6,27).
Pastorizasyonda ¢abuk 6lmelerinin epidemiyolojik agidan 6nemi vardir. Dezenfaktanlara karsi
dayaniksizdirlar (6,17,24) ve 60°C’da 10 dakikada, %0,1 fenolde 15 dakikada tahrip olur.
Normal mide asidi mikroorganizmay1 oldiirmeye yeterlidir. Bunun yaninda hayvanlarin
barindig1 ahir tozlarinda 6 hafta, suda 10 hafta (2), toprakta 10 hafta, giibrede 2 yil, 4-8°C’de

saklanan keci peynirinde ise 6 aya kadar canliliklarini siirdiirebilirler (6). Diisiik yapmis hayvan
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fetlisiinde 75 giin, infekte ¢ig siitten yapilmis dondurmada 30 giin, ¢ig siitten yapilmis tuzsuz
krema yaginda buzdolabinda 142 giin, %10 tuz igeren salamura peynirde 45 giin, %17 tuz
icerende ise 1 ay yasayabilir. Bu ylizden salamura peynirlerin yapilis tarihleri tenekelerin
tizerinde yazili olmali ve buna dikkat edilmelidir (2). Tuzlanmig domuz etinde 3 hafta, insan
idrarinda en az 7 giin, hayvan digkisinda agikta 100 giin canli kaldig1 bildirilmistir (3). Penisiline

direncli, stilfonamid, streptomisin ve tetrasiklinlere duyarlidir (3,17).

GENETIK OZELLIKLERI

Brucella tiirlerinin biiyiik ¢cogunlugu iki sirkiiler kromozoma sahiptir. B. suis’in dort
biyotipinin genomlarinin karsilastirilmasi gostermistir ki; biyotip 1’in 2.1 ve 1.15 Mb hacimli
ve plazmitsiz iki sirkiiler kromozoma sahipken biyotip 3 hacmi 3.1 Mb olan bir sirkiiler
kromozoma sahiptir. Biyotip 1’in durumu diger Brucella tiplerine benzemektedir. Biyotip 2
ve 4’lin genomlar1 da iki sirkiiler genom igerir, ancak bunlar 1.85 vel.35 Mb hacmindedir
(3,33). Bu farkli yapilar ii¢ 77n lokusu arasindaki olasi iki rekombinasyonun iiriinlerine baglh
olabilir (33). Brucella genusunda plazmite rastlanmaz ancak konjugatif transferden sonra
konagin plazmitlerinden etkilenirler (29,33). DNA’larinin G+C igerigi  %55-58 mol’diir
(26,29). DNA-DNA hibridizasyon ¢aligmalarinda %95’in lizerinde homoloji odugu
gosterilmistir (3,28,29,33). Alt1 tiirii oldugu disiiniilen Brucella genusunun DNA-DNA
hibridizasyon yontemi ile monospesifik bir genus oldugu ilk kez 1968 yilinda Hoyer ve
McCullough tarafindan ileri siiriildii (35,36). Verger ve ark. yaptiklar1 DNA-DNA
hibridizasyon ¢alismalarinda B. melitensis in tek tiir olarak kabul edilmesi ve diger tiirlerin ise
bu tiirlin biyotipleri olarak siniflandirilmasi gerektigini ileri stirmiiglerdir (35), yine bilim
insanlari; tek kromozomlu B. suis biyotip 3’lin evrim gegirmesi ile iki kromozomlu Brucella
tiir ve biyotiplerinin olustugunu ileri siirmektedirler (21). Ficht ve ark.(19), B. neotomae ve B.
ovis’in outer membrane protein 2 (OMP2) geninin niikleotid sekanslarina gore diger Brucella
tirlerinden en farkli iki tlir olduklarimt ve OMP2 lokusunun DNA analizinin tiir
identifikasyonunda kullanilabilecek niikleotid farkliliklarii ortaya koyduklarini bildirmislerdir
(37).

ANTIJENIK OZELLIKLERI

Bir¢ok gram negatif bakterilerin aksine Brucella spp.’in hiicre duvarinda pilus, fimbria

ve kapsiil gibi kompleks yapilar bulunmaz (29). Dis membran, virulans faktorler olarak
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tanimlanan lipopolisakkarit (LPS) ve dis membran proteinleri (OMP)’ni igermektedir
(29,38,39). Degisik suslar ile yapilan calismalar, bircok Brucella antijeninin tiim suslarda
ortak olarak bulundugunu, sadece somatik LPS antijenlerinin S ve R suslar arasinda énemli
farkliliklar gosterdigini, OMP’nin ise, farkli tiirlerde degisik yapilarda oldugunu ortaya
koymustur (34,39,40). OMP’nin hiicresel bagisiklikta LPS antijenlerin ise humoral
bagisiklikta rol aldiklar belirtilmektedir (39).

Smooth  Lipopolisakkarit  (S-LPS) vapisi, Enterobacteriaceae  ailesindeki
mikroorganizmalarin LPS yapisina benzer bir sekilde O-polisakkarit, kor bolgesi ve lipid
A’dan olusmustur. S suslari, LPS tabakasinda A ve M olarak adlandirilan epitoplar
tasimaktadir. LPS’in sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezis (SDS-PAGE)
analizi, A ve M epitoplarina karst monoklonal antikor kullanimi1 ve ayrica sentetik Brucella
oligosakkaritleri kullanilarak yapilan inhibisyon c¢alismalarinin sonucunda, A ve M
antijenlerinin linear O zinciri iizerinde bulunan 1,2 ve 1,3 baglantilarinin oranlarina gore
birbirlerinden ayrildig1 ortaya konmustur (29). R-LPS suslarin duvar yapisi temelde S-LPS
suslarin duvar yapisina benzemektedir. Ancak R-LPS suglar’da O- polisakkarit ya yoktur ya
da indirgenmistir. Bu ylizden daha genis kor polisakkariti bulunur. Niikleik asit ve protein

icermez. Kinoyozamin digindaki yag asitlari S-LPS’lerinkinin aynisidir (29,38).

A serotiplerinde  O-polisakkarit, a-1,2 bagh  4,6-dideoksi-4-formamido-D-
mannopiranosil (N-formil perosamin)’in linear bir homopolimeridir ve Yersinia enterocolitica
0:9’un LPS’sine tam olarak uyusur. M serotiplerinde ise O-polisakkarit, biri a-1,2 bagh ve
dordii ise a-1,3 bagl olmak iizere toplam bes N-formil perosamin’in tekrarlayan tinitelerinden
ibarettir (29,38). A ve M antijenlerine karsi hazirlanan monoklonal antikorlarla yapilan
immunobloting ¢alismalarinda ya A ya da M determinantina karsi reaksiyon alinmakta her
ikisine ayn1 anda reaksiyon alinmamaktadir. Bu bulgular, her iki antijeni tasiyan B. melitensis
biyotip 3 ve B. suis biyotip 4’de A ve M tipindeki LPS’lerin ayr1 molekiil olarak sentez
edildiklerini gostermektedir (41). A ve M antijenleri Brucella bakterilerinde ayr1 oranlarda
bulunur. A antijeni B. abortus’da ve B. suis’te (A/B=20/1), M antijeni ise B. melitensis’de
(A/M=1/20) baskin olan somatik antijenlerdir. Bu suretle agliitinin absorbsiyon testleri ve jel
difiizyon teknigi uygulanarak B. melitensis’t B. abortus ve B. suis’ten serolojik olarak
ayirmak olanakli oldugu halde B. abortus ile B. suis’i birbirinden ayirmak olanaksizdir

(3,6,17). S-LPS’e sahip olan suslar daha fazla virulandir ve polimorfniiveli l6kositler
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tarafindan intraselliiler 6ldiirilmeye daha direngliyken (42), R-LPS’e sahip olan suslarin
virlilanshiklar1 ise zayiftir (43). Ancak R-LPS’e sahip B. suis ve B. canis ise diger
fenotiplerinden daha virulandir (34). B. abortus, B. melitensis ve B. suis suglar1 major ylizey
antijeni olarak ya S-LPS igeren S veya R-LPS iceren R suslar meydana getirir. B. ovis ve B.
canis major Yyiizey antijeni olarak R-LPS igeren iki R susudur. “Desert wood rat”lardan

izole edilen B. neotomae sadece S suslar olusturur (45).

Brucella spp. ile Vibrio cholerae O:1, Escherichia coli O:157, Salmonella O:30, Y.
enterocolitica O:9, Stenotrophomonas maltophilia, Francisella tularensis gibi bakteriler
arasindaki c¢apraz reaksiyonlarin sebebi bu bakterilerin LPS tabakalarindaki N-formil

perosamin’lerin birbirlerine olan benzerlikleridir (1,16,20,22).

Brucella cinsi mikroorganizmalarin diger iki onemli polisakkarit antijenleri natif
hapten (NH) ve polisakkarit B (poly B)’dir. NH, O polisakkarit zincirinin kor bdlgesi
sekerlerini icermeyen formudur. Poly B ise siklik D-glukanlarindan olusan diisiik molekiil

agirlikl bir sekerdir (38).

Brucella spp.’in diger 6nemli virulans faktorleri OMP’lerdir. OMP’ler grup 1 (88-94
kDa), grup 2 (35-40 kDa) ve grup 3 (25-30 kda) olmak iizere ii¢ gruba ayrilmiglardir. Grup 2
proteinleri ayn1 zamanda porin proteinleri olarak da bilinmektedir. Enterobacteriaceae ailesi
tiyelerinin  tersine, Brucella spp.’in dis membram1 fosfoditiletalonamin yerine
fosfoditilkolinden zengindir. Bu 6zellik nedeni ile bakterinin LPS tabakasinin polimiksin gibi
antibiyotiklere baglanamadig1 ve dolayisi ile s6zkonusu antibiyotiklere kars1 bakteride direng
gelistigi ileri siirlilmektedir (39,40,46). OMP2 porin protein profillerinin Brucella tiirlerini
siniflandirmada kullanilabilecegi bildirilmektedir (39). Tiyonin duyarliligt Brucella cinsi
mikroorganizmalarinin tiir ve biyotip tanisinda kullanilan birkac testten biridir. Tiyonin
minumum 0.7 nm c¢apmnda hidrofilik bir boyadir. Porin kanallarinin bu boyanin
penetrasyonunda baglica rol oynadigi ileri siiriilmektedir. Tiyonin varliginda {ireme
kabiliyetinin olmayisinin OMP2a geninden 108 bp’lik bir segmentin delesyonuna
baglanmaktadir (47).

Brucella ytizeyindeki OMP’ lerin yamn sira asil Brucella protein antijenlerinin biiyiik
kismi hiicre i¢inde bulunur (29). Bu bélgede yer alan proteinler (Al, A2, AS,...... X

antijenleri) deri deneylerinde rol oynarlar (1).

13



OMP’lerin hiicresel bagisiklikta LPS antijenlerin ise humoral bagisiklikta rol aldiklari
belirtilmektedir (39). Bir¢ok calismada saf ribozomal preparasyonlarin hem antikorlari hem
de hiicre-aracilikli immiin yaniti uyardiklar1 ve Brucella nin patojenligine karsi koruma
sagladiklar1 ortaya ¢ikarilmis, glinlimiizde ribozomal proteinlerin immiinolojik olarak énemli

bilesenler olduklar tespit edilmistir (29).

EPIDEMiYOLOJIi

Cografik Yayilim

Bruselloz, diinyanin pek cok yerinde goriilebilen ve bazi iilkelerde endemik olan bir
zoonozdur. Ozellikle Tiirkiye nin de i¢inde bulundugu Akdeniz iilkeleri, Arabistan yarimadas,
Hindistan, Orta ve Giiney Amerika {ilkeleri gibi gelismekte olan iilkelerde ve bolgelerde
yaygindir (2,3,6,48). Epidemik olgular, hayvan yetistiriciligi ve o yoredeki kisilerin 6rf ve
adetleriyle baglantili olup o bolgedeki hayvan kaynaklartyla yakindan iliskilidir ( 49).

Gelismekte olan iilkelerde brusellozun 6énemli bir saglik sorunu olmaya devam ettigi ve
prevelansmin tam olarak bilinmedigi kabul ediliyor (1). DSO’niin verilerine gore her yil
500.000°den fazla yeni olgu saptanmaktadir (6,12,51). Gergek insidans bilinmemekle birlikte
endemik bolgelerde insan brusellozunun her 100.000 kiside >0.01 ile < 200 arasinda degistigi
bildirilmektedir (29). Japonya, bazi Dogu ve Kuzey Avrupa iilkelerinde tamamen eradike
edildigi bildirilmektedir. En biiyiik basari, endiistri tilkelerinde, sigir hastaliginin eradikasyonu
ile kazamlmistir (6,29). Yine de bu iilkelerde hastalik mesleksel yolla ve seyahatle
alinabilmekte, ayrica kaza eseri laboratuvarda ¢alisma sirasinda bakteri ile infekte olundugu
bilinmektedir (1,2,50). Bir¢ok iilke kontrol programina sahip olmasina ragmen, B. melitensis
infeksiyonu daha zor kontrol edildiginden eradikasyon c¢aligmalarinda basari sinirhi kalmigtir
(29).

Tiirkiye’de 6zellikle Ankara ovasinda, Konya ydresinde, Gilineydogu Anadolu’da,
Diyarbakir ve Urfa ydrelerinde yaygindir (2,48). Hastalik kirsal kesimde biiyiik sehirlere oranla
daha sik goriilmektedir (49). Ataman-Hatipoglu ve ark. 2005 yilinda yaptiklar ¢alismada;
olgularin ¢ogunun kirsal kesimde yasadig1 (%76); hastaligin, kent merkezlerine oranla taze
peynir tiiketiminin, hayvancilikla ugrasmanin ve hayvanlarla temasin daha yaygin olmasi

nedeniyle kirsal kesimde daha sik goriildiigiinii sdylemislerdir (4).
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Kaynak

Infeksiyonun rezarvuari olduklar1 bilinen koyun, kegi, sigir, domuz gibi ciftlik
hayvanlarmin yanisira, kopekler ve vahgi hayvanlar da insanlar i¢in 6nemli kaynaklar
olustururlar. Ama bu hayvan tiirleri arasinda hastaligi bulagtirma riski acisindan; koyun ve
kegilerde goriilen B. melitensis insan i¢in olduk¢a patojen bir tiirken sigirlarda rastlanilan B.
abortus’ un patojenitesi daha azdir, kopeklerde goriilen B. canis ise daha hafif seyirli hastalik
yapar (1). B. melitensis, B. abortus, B. suis ve B. canis insan brusellozuna neden olan dort
tirdiir. B. melitensis i¢in primer rezervuar koyun ve kegiler iken bazi iilkelerde develer de
onemli rezervuardir. Sigirlarda diigiiklere ve steriliteye, insanlarda ise ondiilan atese neden olan
B. abortus yaygin olarak sigirlarda bulunsa da deve, buffalo, bizon ve yak gibi hayvanlarda da
goriiliir. Hastaligin prevelansi ve insidansi lilkeden iilkeye cok fazla degiskenlik gosterse de; B.
abortus tarafindan meydana gelen si@ir brusellozu diinyada en yaygin seklidir. Ancak
insanlarda, B. melitensis’in neden oldugu ovine/caprine brusellozu, klinik olarak ¢ok daha
Oonemli bir hastalik olarak goriiliiyor. B. suis evcil ve yabani domuzlarda bulunabildigi gibi
ozellikle B. suis biyotip 2 yabani tavsanlarda, B. suis biyotip 4 (Brucella rangiferi) subarktik
bolgelerde Ren geyiklerinde de bulunabilir. B. melitensis ve B. suis tiirleri de sigirlart infekte
edebilir ve siirii igerisinde yayilabilirler ama ¢ok nadir olarak diisiige neden olurlar (6). B. canis
primer olarak “kennel-raised” kopeklerde infeksiyona neden olur. B. neotomae yaygin olarak
“desert wood rat”’larda, B. ovis koyunlarda bulunur, koglarda ise epididimit olusturur
(3,6,28,29). Ayrica hagerelerin barsaklarinda da etkeni tasidiklari belirtilmis ve Wolleman
caligsmalarinda karasineklerin en az 24 saat bakteri tasidigini gostermistir (16).

Diinyanin ¢esitli bolgelerindeki arastirmacilar {ilkelerindeki mevcut Brucella tir ve
biyotiplerini saptamuslar (29,48). Buna gore Urdiin’de Aldomi ve ark. B. melitensis biyotip 3
ve biyotip 1, Italya’ da Tolari ve ark. B. melitensis biyotip 2, Suriye’de Mustafa ve ark. her ii¢
biyotipin de iilkelerinde goriildiigiinii belirtmislerdir. Crichton ve ark. yaptiklar1 ¢alismada
Avustralya’da 1981-1985 yillar1 arasinda en yaygini B. abortus biyotip 1 olmak {izere B.
abortus biyotip 2 ve 4, B. melitensis biyotip 3, B. suis biyotip 1 ve B. ovis tespit etmislerdir.
Ulkemizde ise Erdogan ve ark. (54) Trakya bolgesinde B. melitensis biyotip 1,2,3; Erdenlig ve
ark. (55) koyun atig1 drneklerinde B. melitensis biyotip 1 ve 3; Bolca ve ark. (5) Istanbul,
Edirne ve Kayseri’den elde ettikleri orneklerde B. melitensis biyotip 1 ve 3; Simsek ve ark.
(48) Icanadolu Bolgesi’nde B. melitensis biyotip 1 ve 3; Ozkurt ve arkadaslart Erzurum
bolgesinde yaptiklari calismada B. melitensis biyotip 1 ve 3 tespit etmislerdir (48). Tim bu
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caligmalar Tiirkiye’de insan brusellozunda en sik etkenin B. melitensis ve en yaygin B.

melitensis biyotipinin biyotip 3 olabilecegi goriisiinii desteklemektedir (5,48,54,55).

Insidans

Tim epidemiyoloji ¢alismalarina ragmen insan ve hayvan vakalarinin bildirim
yetersizlikleri, subklinik olgularin varhigi, ciftcilerin hayvan diisiiklerini saklama egiliminde
olmalarindan dolay1 insan ve hayvanlardaki bruselloz insidansin1 kesin olarak tespit etmek
miimkiin olamamaktadir (4,49). Ulkemizde bruselloz seroepidemiyolojisi konusunda 1987
yilinda yapilan en kapsamli ¢alismada yaklasik 70.000 &rnek incelenmis, normal
popiilasyondaki seropozitiflik %1.8 bulunmustur. Bu oran risk gruplarinda %6 olarak tespit
edilmis. En yiiksek pozitifligin Diyarbakir, Konya ve Antalya yorelerinde oldugu belirlenmistir
(4,6). Yine ililkemizde hayvanlar arasinda yapilan serolojik siirveyans c¢aligmalarinda bruselloz
prevalanst 1989 yilinda sigirlarda %3.56, koyunlarda %1.26, 1990 yilinda sigirlarda %1.2,
koyunlarda %2.08, 1991 yilinda sigirlarda %1.01, koyunlarda %1.83 olarak saptanmustir. lyisan
ve ark.’nin 2000 yilinda yaptiklar ¢alismada bruselloz prevalansi sigirlarda %1.43, koyunlarda
%1.97; Ceylan ve ark.’nin 2002 yilinda Van’in bazi kdylerinde yaptiklari arastirmada sigirlarda
%20.9, koyunlarda %19.6 ve kegilerde %21.5; Ataman-Hatipoglu ve ark.’nin Ankara yoresinde
yaptiklar ¢calismada sigirlarda %10, atik yapmis koyunlarda ise %13.8 olarak tespit edilmistir
(4,48).

Bulasma yollar

Bruselloz, infekte hayvanlarin etleri, siit, idrar gibi viicut sivilari, infekte siit ile
hazirlanan siit tirlinleri ve infekte hayvanlarin gebelik materyali, kaza sonucu laboratuvardan
inhalasyonla, g6z konjunktivasindan, nadiren de cinsel temas ile ya da inkiibasyon déneminde
alinmis kan ile transfiizyon sonucu bulas s6z konusu olabilir (1-4,49). infekte hayvanin etinin
dalak karaciger gibi retikiiloendoteliyal sistem organlarinin yeterince pisirilmemesi ile de
bulagabilir (2). Ulkemizde en ¢ok bulas ¢ig siitten yapilan peynir ve tereyagla olur (2,4).
Tasova ve ark.’nin (53) yaptigi 238 olgunun degerlendirildigi bir c¢alismada, olgularin
%63’linde olas1 kaynagin taze peynir tiiketimi, %37’sinde ise direkt hayvan temasi ve
hayvanlardan elde edilen iiriinlerle bulasma oldugu; Ataman- Hatipoglu ve ark.’nin (4) yaptig1
caligmada ise %94,5’inde taze peynir tiiketimi, %70,3’linde ise hayvancilikla ugrasma ve
hayvanlarla direkt temas oldugu tespit edilmistir. Simsek ve ark.’nin (48) yaptig1 ¢alismada ise

%091,3’linde taze peynir tiikketimi, %52.7’sinde ise hayvancilikla ugrasma Sykiisii saptanmistir.
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Yas cinsiyet ve meslek grubuna gore dagilim

Erkekler, hayvanlarla is geregi daha fazla temas ettikleri i¢in daha sik hastalanmaktadir.
ABD’de bruselloz kadinlara oranla erkeklerde ii¢ kat fazladir (49). Yas grubu olarak 20 ila 40
yas grubu erkekler en yiiksek orani teskil etmektedir (2,49). Ulkemizde Ataman-Hatipoglu ve
ark.’nin yaptig1 ¢alismada en fazla olgunun 21-30 ve 51-60 yas gruplarinda oldugu goriilmiis
(4). Simsek ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada ise yas ortalamalar1 42.7 yil ve yas dagilimi 15-75 yas
arasinda tespit edilmistir (48). Hastalik hayvanlarla direkt temas: olan veteriner, hayvan

yetistiricisi, kasap, ¢ift¢i, coban ve mezbaha iscilerinde daha sik goriilmektedir (2,4,48,49).

Mevsimlere gore durum

Ineklerle iligkili sigirlarin ineklerin gebe bulunduklari zamanla baglantili olarak
hastalandig1 donemler ilkbaharla yaz aylarmm baslangicidir. insan vakalarinin ¢ogu ise yaz
aylarinda goriilmektedir. Akut infeksiyon bu aylarda goriilmektedir. Bunun siit ve iiriinlerinden
meydana gelebilecegi ve yaz aylarinda seyahat nedeniyle hijyenik olmayan siit ve benzeri
yiyeceklerin yenmesidir. Kisa nazaran yaz aylarinda olgularda dort kat artma izlenmektedir
(2,4,16).

Ulkemizdeki yillara gére olgu ve 6liim sayilar1, mortalite ve morbidite hizlar1 Tablo 5°de

gosterilmistir (57).

Tablo 6: Tiirkiye’de yillara gore bruselloz (57)

Olgu sayis1 | Morbidite [Oliim sayisi| Mortalite hizi
Yillar hiz1 (100.000) (100.000)
1975 69 0.17 0 0.00
1976 69 0.17 0 0.00
1977 62 0.15 0 0.00
1978 72 0.17 0 0.00
1979 157 0.36 0 0.00
1980 186 0.42 0 0.00
1981 438 0.96 1 0.02
1982 676 1.45 1 0.02
1983 618 1.29 1 0.02
1984 1135 231 0 0.00
1985 1177 2.34 0 0.00
1986 1563 3.03 1 0.02
1987 1809 342 1 0.02
1988 2356 4.35 1 0.02
1989 3145 5.48 0 0.00
1990 5003 8.69 2 0.03
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1991 4658 8.07 4 0.07
1992 6197 10.49 0 0.00
1993 6795 11.25 2 0.03
1994 8383 13.57 0 0.00
1995 8506 13.46 9 0.14
1996 9480 15.11 0 0.00
1997 11812 18.53 1 0.02
1998 12330 19.03 0 0.00
1999 11462 17.41 3 0.05
2000 10742 16.07 6 0.09
2001 15510 22.45 2 0.03
2002 17765 25.23 1 0.01
2003 14572 20.30 0 0.00
2004 18264 25.67 2 0.03
2005 14644 20.32 1 0.01

Vaka ve 6liim sayilari rutin bildirim sisteminden elde edilmistir. Hizlarin hesaplanmasinda kullanilan niifuslar, Devlet
Istatistik Enstitiisii tarafindan yapilan projeksiyonlardir.

PATOGENEZ

Virulan Brucella tiirleri, hem fagositik hem de non-fagositik hiicreleri infekte eder.
Bakterinin fagositoz 6zelligi olmayan hiicrelere yerlesme mekanizmasi agiklanamamis ve daha
¢ok kaba endoplazmik retikulum iginde lokalize olduklar1 goriilmiistiir. S-LPS’e sahip Brucella
bakterisi olmayana gore polimorfoniikleer ve mononiikleer lokositler icinde daha kolay
canliligint stirdiiriir (27,29). Fagositik hiicrelerde bakterisidal yanitlardan kacinmak ya da onlart
baskilamak igin; Adenin ve 5’-Guanin monofosfat (AMP, GMP) iiretilmesi sonucu,
nétrofillerdeki myeloperoksidaz-H,O,-halojeniir sisteminin ve Timor Nekroz Faktor (TNF)
tiretiminin inhibisyonu; makrofajlardaki fagozom-lizozom flizyonunun engellenmesini saglayan
maddelerin salinimu ile nétrofil degraniilasyonunun engellenmesi; Cu-Zn superoksid dismutaz
enzimi  salgilayarak, notrofillerdeki oksidatif antibakteriyel etkenin  Onlenmesi
mekanizmalarii kullandiklar1 diiginiilmektedir (3,18,27,29).

Brucella’'nin en onemli virulans faktorii S-LPS’dir (3,18,42). Non-smooth suglarda
virulans diisiiktiir ve normal insan serumu ile 6ldiiriilmeye daha hassastirlar. Non-smooth LPS’e
sahip B. canis ve B. ovis suslari; sinirli konak¢r yanitina ve diger tiirleri sinirli oranda infekte
etme kapasitesine sahiptirler. B. abortus’un sigirlarda uterusa yerlesmesinde fotal dokularca
sentezlenen ve bir karbonhidrat olan eritritoliin etkisi fazladir. Diger hayvanlarda bu substratin
sentezi olduk¢a azdir (3,18). Farkli Brucella tiirlerinin farkli konake¢i yanitlarina sebep

olabilecegi gosterilmistir. B. abortus granilomu indiiklerken, B. melitensis ve B. suis doku
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abseleri olugturmaktadir (15,18). Genel olarak B. melitensis ve B. suis insanlar i¢in B. abortus
ve B. canis’ten daha virulandirlar (42).

Brucella tiirlerinin makrofajlardaki yasami, molekiiler agirliklart 17, 24, 28, 60 ve 62 kDa
olan proteinlerin senteziyle de iligkilidir. 62 kDa proteini, GroEL Hsp62 homologuna tekabiil
eder ve 60 kDa proteini bunun asit indiiklenmis bir varyantidir. 24 kDa proteini asit
indiiklenmis olup, yapimi asidik ortamlarda (<pH 4) bakteriyel yasam ile korele olamaktadir. 17
ve 28 kDa proteinler makrofajlarda spesifik olarak indiiklenmis proteinler olup intraseliiler
yasam ile iligkilidirler (29).

Brucella; deri (derideki catlak ¢izikler), konjunktival yol, infekte aerosollerin solunmast ile
hava yolu veya sindirim yolundan organizmaya girdikten sonra ilk liremesini bdlgesel lenf
bezlerinde (mezenterik, aksiller, servikal vaya supraklavikiiler) yapar (2,6,42). Bakteri kan
yoluyla da yayilabilir ve bdylece dalak, kemik iligi, kemik, bobrek, MSS, endokard, akciger
gibi hemen her organda yerlesebilir. Brucella’lar polimorfoniikleer 16kositler ve makrofajlar
tarafindan fagosite edildiklerinde onlarda tahrip edilmeden kalabilirler ve ¢ogalabilirler
(6,15,27). Ozellikle karaciger, dalak ve kemik iliginde epiteloid hiicreler, yabanci cisim ve
Langhans tipi dev hiicreler, lenfositler, plazma hiicreleri ve mononiikleer hiicrelerle ¢evrili

graniilomlar, brusellozdaki karakteristik histopatolojik goriinlimii olusturur (15).

KONAK IMMUNITESI

Brusellozda hem hiicresel hem de humoral immiin yanit olusur (6,42). Ama asil savuma
mekanizmasi hiicre araciliklidir (37,42). Koruyucu immiinite protein yapidaki antijenler
tarafindan uyarilan makrofajlarin  T-hiicrelerini aktive etmesiyle saglanir. Uyarilmis
lenfositlerden salgilanan lenfokinler (IFN-y ve TNF-a gibi) bir yandan makrofajlar1 aktive
ederken diger yandan da bakterinin Oldiirme yetenegini arttirir (27,42). Hiicre-aracilikli
immiinitenin baglamasin1 takiben, Brucella protein antijenlerine karsi gelisen geg¢ tip asiri
duyarlilik reaksiyonu sonucunda olusan graniilomat6z lezyonlarin infeksiyonun sinirlanmasinda
onemli oldugu diistintiliiyor (18,42).

Humoral immiin yanit reenfeksiyona karsi1 korunmada etkilir (18). LPS’e kars1 gelisen
antikorlar opsonizasyon saglayarak bakterinin fagositozunu kolaylastirir (27,42). Akut
infeksiyonda once ilk haftada saptanan IgM smifi antikorlar meydana gelir. IgG smifindan
antikorlar hastaligin ikinci haftasindan baslayarak artis gosterirler (3,6,18,42). IgG smnifi

antikorlar tedavi edilmeyen olgularda en az bir y1l yiiksek kalir. Tedaviye yanit veren olgularda
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ise tedavi baslangicindan itibaren altinci aya dogru kaybolurlar ya da minimale inerler. Bazi
olgularda diisiik titrelerdeki IgM’ler aktif reaksiyon olmaksizin aylar ya da yillarca kalir. IgG
antikorlarin  titresindeki hizli disiisiin  tedaviye yanitin bir gostergesi olabilecegi
diisliniilmektedir. Bu antikorlarin titrelerinin devam etmesi ya da yeniden ylikselerek ortaya
¢ikmasi niiksii veya kronik infeksiyonu akla getirmelidir (2,3,6,18,58).

Brusellozda niiks ve tekrarlayan infeksiyonlarin, konak¢min immiin yaniti ile

organizmanin virulansi arasindaki denge ile kontrol altinda tutuldugu diisiiniilmektedir (27).

KLINiK OZELLIKLERiIi VE KOMPLIKASYONLARI

Bruselloz; baslangigta genel infeksiyon belirtileri veya septisemi ile, daha sonra etkenin
cesitli organlara yerlesmesi sonucu organ tutulumlar1 ve komplikasyonlarla seyreden sistemik
bir hastaliktir (1,2,4). Hastaligin klinik belirtileri bu yiizden oldukca degiskendir (26). Hastalar
2-3 haftalik inkiibasyon periyodunu takiben titremelere yiikselen ates, gece terlemesi, halsizlik,
bas agrisi, miyalji, artralji, kilo kaybi gibi nonspesifik yakinmalarla hekime bagvururlar
(3,27,42). Bruselloz klinik olarak subklinik, akut (8 haftadan kisa), subakut (8-52 hafta) ve
kronik (52 haftadan uzun) bir seyir gosterir (6,27).

Brucella infeksiyonlari, akut sistemik belirtilerinin yanisira veya bunlar olmadan, spesifik
organ tutulumu ile de ortaya ¢ikabilir. Hastalilk hemen hemen tiim organlar tutarak
komplikasyonlara neden olabilir (58). Spondilit (59), menenjit (60), pnémoni, ampiyem,
peritonit, hepatik graniilom, epididimit (61), orsit (61,62), prostatit (63), endokardit (60,64,65),
eritema nodozum tarzi deri dokiintiileri (66), anemi (67), troidit (61), ndrobruselloz (68) gibi
tutulan organlara yonelik komplikasyonlar goriiliir (2,18,27,42,). Brusellar endokardit
bruselloza bagl 6liim nedenlerinin ¢ogunlugunu olusturur (27,42,64). Ulkemizde en fazla artrit,

meningoensefalit, yiliksek ates tablosu ile goriilmektedir (66).

TANI YONTEMLERI

Brusellozun klinik bulgu ve belirtilerinin ¢ok fazla degisken olmasi, 6zellikle kronik ve
subklinik infeksiyonlarda semptomlarin 6zgiil olmayisindan tanida sorunlar yasanir. Tani1 6ykdi,
kiiltiir yontemleri ve serolojik testlerle konulmaktadir (69).

Hekimin alacagi detayli oykii (meslek, enzootik bolgelere seyahat, hayvanlara temas, taze
st ve siit trilinlerinin tiiketimi) tanida olduk¢a onemlidir (3). Rutin laboratuvar testleri

nonspesifik olup tanida yardimci degildir (27). Bu testlerle; 16kosit sayist normal olmakla
20



birlikte, bazen 16kopeni bazende 16kositoz saptanabilir. Hastanin 16kosit formiiliinde hafif bir
lenfomonositoz bulunabilir. Bazi kronik vakalarda anemi, trombositopeni de goriilebilir.
Eritrosit sedimantasyon hiz1 genellikle orta derecede artmistir. Serum transaminazlart genellikle

yiikselmis bulunur (2,6,27).

BAKTERIYOLOJIK TANI

Kesin tani, etkenin kan, kemik iligi ve diger dokulardan izole edilmesi ile konur (18).
Etken en sik olarak kan ve kemik iligi kiiltiirlerinden izole edilir (70). Kemik iliginden etkenin
izolasyonu kana gore daha yliksek orandadir (3,18,50,70). Gotuzzo ve ark., klinik bruselloz
tanis1 alan 50 hastada kemik iligi kiiltirlerinde %92, kan kiiltiirlerinde %70 pozitiflik
saptamistir (70,71). Laboratuar c¢alisanlar, Brucella biyogiivenlik seviyesi 3 olan bir
mikroorganizma oldugundan risk altindadir ve bu nedenle kiiltiir ekimlerinin giivenlik
kabininde yapilmasi gerekir (70). Izolasyonda sivi, kat1 ve segici besiyerleri kullanilir. Kan ve
BOS gibi i¢inde az bakteri bulunan materyaller sivi besiyerlerine ekilmelidir (16). Kan ve
kemik iligi orneklerinin Castenada siselerine ekilmesi tavsiye edilir (70,23). Bunun disindaki
orneklerin ekiminde ve sivi besiyerlerindeki liremelerden sonraki pasajlarda kati besiyerleri
kullanilmalidir (16). Giintimiizde otomatize kan kiiltiirii sistemlerinde (BACTEC kan kiiltiirii)
Brucella bakterilerinin biiyiik cogunlugu 5- 7 giin gibi kisa bir inkiibasyon siiresi sonunda izole
edilebilirler (50,70,73).

Brucella agar, serum dektrozlu agar, gliserozlu dektrozlu agar, patates agar, triptikaz soy
agar kullanilan besiyerleridir. Ekimler ¢ift yapilarak birisi normal atmosfer kosullarinda, digeri
%5-10 COy’li atmosferde iiretilmelidir (16,23). 11k izolasyonda bakteriler yavas iirediklerinden
30 giin bekletilmeden, kiiltiirler olumsuz kabul edilmez ve atilmaz (23). Brucella bakterilerinin
kolonilerine benzeyen kolonilerden saf kiiltiir yapilir. Direkt gram boyamanin yarar1 incelenen
ornege gore degisir (6). Gram boyma yontemine, H,S ve iireaz olusturma siirelerine, katalaz ve
oksidaz deneylerine, CO;’li ortama ihtiyaglarina, karbonhidrat ve aminoasitleri utilizasyonuna,

boyalarda tireme 6zelliklerine dayanilarak identifiye edilirler (70,71).

SEROLOJIK TANI

Brusellozun tanisinda ilk basvurulmasi gereken islem bakteriyolojik kiiltiir yontemidir.
Ancak incelenecek Orneklerde etkenin {iretilebilmesi i¢in materyalin hastaligin belirli
donemlerinde alinmasinin gerekliligi, etken izolasyonun uzun siire almasi, kronik olgularda

kiiltiir yonteminin her zaman sonu¢ vermemesi ve kiiltlir yontemlerinin her laboratuarda
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bulunmayan baz1 06zel kosullar1 gerektirmesi nedeniyle indirekt tami tetkiklerine
basvurulmaktadir. Ayrica veterinerlik alaninda, hem ¢ok sayida hayvanin taranmasi i¢in hem de
uygulanan asmin etkinligini denetlemek icin yapilan alan calismalarinda serolojik testler
kullanilmaktadir (1).

Brucella tirlerine kars1 0zgiil antikorlarin tespitinde kullanilan serolojik testlerin
duyarliligt %65-95 arasindadir. Ancak 06zgilliigii, brusellozun endemik oldugu bdlgelerde
saglikli popiilasyonda da antikor prevalansinin yiiksek olarak saptanabilmesinden dolay1
disiiktiir (69).

Laboratuvarlarda en sik kullanilan seroloji testleri: Serum Agliitinasyon Testi (SAT), 2-
Merkaptoetanol Tiip Agliitinasyon Testi (2-ME Testi), Brucella Coombs Testi, Rose Bengal
Testidir (2).

Serum Agliitinasyon Testi (SAT) (Wright Agliitinasyon Testi)

Serolojik testler arasinda en yaygin kullanilamidir (3,27,69). Ucuz olmasi, 6zel aletlere
gerek olmamasi gibi avantajlarinin yaninda, 2 giin siirede sonug¢ vermesi, tek basina akut,
subakut ve kronik infeksiyonu ayirt edememesi, blokan antikorlara bagli yanlis negatif sonug
alinmas1 ve bazi1 mikroorganizmalara karsi ¢apraz reaksiyon gostermesi gibi olumsuzluklari da
vardir (26,69).

Agliitinan antikorlarin total miktar1 (IgG + IgM) degerlendirilmektedir (2,42). SAT
testinde hasta serumunun kath seri dillisyonlar1 yapilip iizerine esit miktarda standart Brucella
antijeni ilave edilir. 37°C’de 48 saat inkiibasyondan sonra, agliitinasyonun tiipiin dibinde yaygin
kiimelesme seklinde goriilmesi ve sivinin tamamen berrak olmasi pozitif sonug olarak
degerlendirilir (1). Olasi bir prozon olaymi gézden kagirmamak i¢in hasta serumu en az 1/1280
oraninda sulandirilmalidir (2,27). Serum agliitinasyon titresi 1/160 diliisyon tlizerinde ise aktif

infeksiyonu gosterir (3,58).

2- Merkaptoetanol (2- ME) Aglutinasyon Testi

SAT testinde hangi immiinglobiilin smiftan oldugu saptanamayan antikorlarin siniflarini
ayirmak ic¢in kulanilan basit bir yontemdir. Bu yontem IgM pentamerinin distilfid baglarinin
indirgenmesine dayanir (58,69,70).

Hasta serumu 2-Merkaptoetanol veya dithiothreitol ile serum muamele edildiginde IgM

pentamerinin disiilfit baglar1 parcalanir. IgM molekiilii agliitinasyon aktivitesini kaybeder ama
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IgG molekiilii etkilenmez (58). Boylece bu islemde tespit edilenler IgG antikorlaridir (1,69).
Tlmtiirk ve ark. (69) yaptiklar calismada; 2-ME Testi’nin tanida ¢ok daha 6nemli oldugunu

ancak kronik olgularda tedavi takibinde 6zel bir yarar saglamadigini sdylemislerdir.

Coombs Testi

Ozellikle diisiik titrede antikor iceren veya negatif sonu¢ alinan subakut ve kronik
bruselloz olgularinda SAT negatif sonu¢ verebilmektedir. Bu hastalarin serumlari blokan
antikorlar agisindan arastirtlmalidir (1,27).

SAT deneyinde agliitinasyon vermeyen tiiplerdeki bakteriler, tuzlu su ile ii¢ kez
yikandiktan sonra, her tiipiin {izerine birer damla Coombs serumu (anti- insan serum globulini)
damlatilir (2). Ortama ilave edilen Coombs serumu antikorlar arasi1 kopriiler kurarak gercek

pozitifligin ortaya ¢ikmasini saglar (1).

Rose Bengal Testi

B. abortus 99S susunun boyali antijen olarak kullanildig1 bir lam agliitinasyon testidir.
Lam {izerine 0,03 ml antijen ve ayni miktarda hasta serumu damlatilir, 4 dakika siire ile
karistirlip agliitinasyon olup olmadig1 degerlendirilir (2,72).

Immiincapture Agliitinasyon Testi (Brucellacapt)

Blokan antikorlarin arastirilmasi i¢cin Coombs Testine ihtiya¢ vardir. Prezon olayinin
ortadan kaldirilmasi i¢in diliisyonlarin oldukca ileri oranlarda yapilmasi gerekmektedir
(2,27,58). Son yillarda ‘’sandwich ELISA** sistemine dayanan Immunocapture Agliitinasyon
Testi kullamina girmistir. Bu test tlip aglutinasyonu ve Coombs anti-Brucella Testini bir arada
yapmaktir ve Brucella’ya karsi olusan IgG, IgM, IgA antikorlarini da tespit eder. Brusellozun
Brucellacapt yonteminde, kuyucuklar insan kaynakli IgG, IgM, IgA antikorlarina karsi
(Coombs antikorlar1) kaplidir. Brucellacapt; kuyucuklarda ger¢eklesen ve Coombs antiserumu
ile yapilan Brucella agliitinasyon testidir. Brusellozun klinik takibinde 1/160 ve daha yiiksek
titreler onemlidir. Bu titreyi degistirebilecegi icin inkomplet antikorlarin da tespiti dnem
kazanmaktadir. Immiincapture Agliitinasyon Testi’nin blokan antikorlar1 da yakalayarak yiiksek
titrede antikor tespit etmesi; brusellozun tani1 ve takibinde, tedavinin izlenmesi agisindan
giivenle kullanilabilecegini diistindiirmektedir (74).

Son yilarda SAT ve Coombs Testinin bir arada yapilmas1 esasma dayanan Immuncapture
Testi’nin de kullanim onerilmektedir (74). Ayrica Radioimmiinoassay (RIA), Indirekt

Hemagliitinasyon Testi (IHA), Fluoresan Antikor (FA) ve ELISA testleri yapilmaktadir (34).
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Yine brusellozun hizli tanisinda kemikiligi aspirasyonu ve periferik kan 6rnekleri ile polimerize
zincir reaksiyonu [Polymerase Chain Reaction-(PCR)] calismalarinin ¢ok 6nemli sonuglar
verdigi bildirilmektedir (16,42,70). Yalniz PCR ¢alismalarmin antibiyotik kullanimindan 6nce

yapilmasi onerilmektedir (16).

TEDAVIDE ETKIiLi ANTIiBiYOTIKLER

Brucella cinsi bakteriler bircok antibiyotige in vitro duyarhidir ancak tedavide basari,
ilaclarin kombine kullanilmasina ve tedavi siiresinin uzun tutulmasina baghdir (6,8). Tedavi
rejiminin se¢imi ve antimikrobiyal tedavinin siiresi, fokal hastaligin varligina ve hastanin yas,
gebelik, alerji, renal yetmezlik gibi sartlarina bagli olarak seg¢ilmelidir (27,75). Brucella’lar
hiicre i¢i mikroorganizmalar oldugundan kombinasyonda kullanilan antibiyotiklerden en az
birinin makrofajlara yiiksek oranda penetre olan ve asidik bir ortam olan fagolizozomlarin
icinde stirekliligini ve etkinligini koruyabilen antibiyotik olmasi gerekir (10,42,76). Ancak
asidik pH etkinliklerinin azalmasina neden olur (77).

I1k segilecek tedavi rejimi, doksisiklin 45 giin 2x100 mg + streptomisin 14 giin 1x1 gr IM
kombinasyonudur. Streptomisinin toksisitesi nedeniyle gentamisin veya netilmisin tedavinin ilk
7 gliniinde 5-6mg/kg kullanilabilir (27,75). Doksisiklin+streptomisin tedavisi niiksii en diisiik
tedavi rejimidir (27). Ikincisi ise doksisiklin 2x100 mg-+rifampisin 1x600-900 mg 45 giin
stireyle kombine kullanimidir (27,75). Bu iki rejim “’Centers for Disease Control and
Prevention’’1n bruselloz i¢in 6nerdigi tedavi rejimleridir (27).

Sekiz yas altt g¢ocuklarda, gebelik ve emzirme donemindeki kadinlarda tedavide
tetrasiklinlerin kullanimi1 kontrendikedir (27,75). Streptomisin ise fetiiste 8. sinir hasari
yapabileceginden gebelerde kullanilmamalidir  (2,27). Sekiz yas altt ¢ocuklarda;
rifampisint+kotrimaksazol 45 giin ya da rifampisint+gentamisin/ netilmisin kombinasyonu, gebe
ve lohusalarda rifampisin 45 giin kullanilmahidir (75). Ozellikle hamilelikte rifampisinle
kombine edilebilecek bir diger ilag da doku penetrasyonu iyi olan azitromisindir (8). Sekiz yas
iistii cocuklar yetiskin gibi degerlendirilir (27).

DSO’niin en son énerdigi tedavi rejimi en az alt: hafta siireyle doksisiklin (200 mg/giin)
ve rifampisin (600-900 mg/gilin) kombinasyonudur. Alternatif olarak streptomisin (1 g/giin,
intramiiskiiler, 14 giin siireyle) ve doksisiklin (200 mg/giin, 6 hafta siireyle) veya tetrasiklin (2

g/giin, 4 esit dozda, 6 hafta siireyle) kombinasyonu 6nerilmektedir (18).
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Doksisiklin

Doksisiklin; bakteri hiicresinde, ribozomal 30S subiinitine reversibl olarak baglanan ve
aminoacil-tRNA’nin, mRNA-ribozom kompleksine baglanmasii engelleyen tetrasiklin grubu
antibiyotiklerdendir. Béylece uzayan peptid zincirine yeni aminoasit eklenemez ve bakteri
hiicresinde protein sentezi durur (78,79).

Doksisiklin lipofilik 6zellige sahip oldugundan, dokulara iyi penetrasyon gosterir. Oral
yoldan uygulandiginda %90-95 oraninda absorbe olur. BOS’a plazmadakinin %10 veya daha
az1 konsantrasyonda geger; bu nedenle BOS konsantrasyonu yetersizdir. Tetrasiklinler fetusa ve
anne siitiine gecer, bu nedenle gebelerin ve siit veren annelerin sagaltiminda kullanilmamasi
oOnerilir (79,80).

Bruselloz tedavisinde streptomisin veya rifampisin ile kombine edilerek kullanilirlar (79).

Streptomisin

Streptomisin bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe ederek ve mRNA’daki
genetik bilginin dogru okunusunu bozarak hizli bakterisidal etki gosteren aminoglikozid grubu
antibiyotiklerdendir (81). Kimyasal olarak oldukg¢a stabil, genis antibakteriyel spektruma
sahip, yillarca denenmis olan, allerjik yan etkileri az goriilen, cabuk bakterisidal etkili ve beta
laktam antibiyotiklerle sinerjik etkili antibiyotikler olduklari i¢in klinikte genis kullanim alan1
bulmuglardir (82).

Streptomisinler, polar yapilart nedeniyle ¢ok az lipofilik olduklarindan sindirim
sisteminden absorbsiyonlari ¢ok azdir. Intra miiskiiler uygulandiklarinda ise 30-60 dakikada en
yiiksek plazma diizeyine ulagir. BOS’ta tedavi edici diizeylere ulasamazlar (82).

Streptomisin, bruselloz tedavisinde tetrasiklinlerle kombine edilerek kullanilir (82).

Rifampisin

Rifampisin DNA’ya bagimli RNA polimerazi inhibe ederek bakterisid etki gosteren
yarisentetik bir antibiyotiktir. Bircok bakteriye ise bakterisidal etki gosterir. Rifampisin
Brucella cinsi bakterilere de etkilidir. Ozellikle ag karnina alindifinda gastrointestinal kanaldan
hizli ve tam olarak absorbe edilir. Biitlin viicut dokularina iyi dagilir (83). Menenjitli hastalarda
BOS’da terapotik dozlara ulasir (78,83). Anne siitiine geger (83).

Bruselloz tedavisinde doksisiklinle kombine olarak 6 hafta siire ile uygulanmasi 6nerilir

(83).
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Seftriakson

Penisilinler gibi penisilin baglayict proteinlere baglanarak hiicre duvarindaki
peptidoglikanin sentezini Onleyen ve bakterisidal etki gosteren 3. kusak sefalosporin grubu
antibiyotiktir (78,84).

Akciger, bobrek, periton, sinoviyal, perikardiyal, plevral siviya ve Beyin omurilik sivisina
(BOS) iyi gecerler (8,84). Diger 6nemli 6zelliklerinden birisi de serum yar1 dmriiniin (sekiz
saat) uzun olmasidir. Yenidoganlarda serum proteinlerine yiliksek oranda baglanmasi nedeniyle
bilirubin ile yarisa girebilir ve sarilikli bebeklerde kernikterusa neden olabilir. Bu nedenle

yenidogan infeksiyonlarinda tercih edilmez (84).

Kinolonlar

Kinolonlar DNA rekombinasyonu i¢in gerekli olan DNA giraz enzimini inhibe ederek
antimikrobiyal etki gdsteren ve sentetik olarak elde edilen antibakteriyel ilaglardir (78,85,86).
Cok yiiksek konsantrasyonlarda RNA ve protein sentezini inhibe ettikleri ve bakteriyostatik
olduklar1 saptanmustir (85).

Kinolonlar 16kositler ve makrofajlar i¢ine iyi penetre olur ve notrofil 16kositlerin igindeki
konsantrasyonlar1 serum konsantrasyonlarinin 14 katina kadar ulasir. Kinolonlar Brucella,
Listeria, Salmonella ve Mycobacterium gibi hiicre i¢i patojenlere etkilidirler (78,87,88).
Kinolonlar genis spektrumlu antibakteriyel aktiviteleri, oral kullanilabilirligi, yiiksek doku
konsantrasyonu ve intraseliiller penetrasyonu nedeniyle intraseliiler bakterilerin neden oldugu
infeksiyonlarin tedavisi i¢in uygundur (87). Ancak brusellozda primer tedavide kullanilmazlar

(88).

KORUNMA

Insanlarda brusellozun &nlenmesi, konak¢i hayvanlarda hastahigin kontrolii veya
eradikasyonuna baghdir (3, 27). Siit ve siit iiriinlerinin hazirlanmasinda ve mesleki agidan
temast onleyecek koruyucu ve hijyenik dnlemlerin alinmasi gereklidir (27).

Hayvanlarda hastaligi 6nlemek amaciyla B. melitensis Rev-1susundan hazirlanan canli as1
vardir, ancak as1 koyunlar1 B. ovis infeksiyonuna kars1 koruyamaz. Sigirlarda ise B. abortus 19
susundan hazirlanan canli as1 kullanilmaktadir (2,27,42). Alerjik reaksiyonlarin gelismesi
nedeniyle insanlara canli ag1 uygulamasindan vazgecilmistir. Ancak hayvanlar ve insanlar igin

as1 caligmalari hala devam etmektedir (27).
26



GEREC VE YONTEM

TEZ CALISMASININ YAPILDIGI YER

Teze konu olan testler Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi (TUTF) Klinik Mikrobiyoloji
ve Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda, testler igin kullanilacak bakteri
izolatlarinin tiir ve biyotip tayini Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’'nde (Pendik-

Istanbul) yapildi.

ORNEKLERIN TOPLANMASI

TUTF Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’'nda Ocak 2002-
Aralik 2004 tarihleri arasinda hastalardan alinan 51 adet kan kiiltiirii ve iki adet eklem s1visi
orneginden, standart metotlarla izole edilen ve Brucella olarak adlandirilmis 53 sus calismaya
alindi. Suglar ¢aligmaya alinincaya kadar skim-milk besiyerinde derin dondurucuda, —70°C’de
saklandi. Derin dondurucudan ¢ikarilan kokenler calisilacagt zaman skim-milk besiyerinden
¢ikolata agara pasajlandi. Her ekim 37°C’de, %5 CO;‘li ortamda 48 saat inkiibe edildi ve bu
siire sonunda koloniler incelemeye alindi.

Izolatlarin tiir ve biyotip tayini yapildiginda 41 adet kan kiiltiirii ve 2 adet eklem s1vis
orneginden alinan toplam 43 izolatin Brucella genusundan olduguna karar verildi. Bu 43
izolat teze konu olan test yontemlerinde kullanildi. Diger 10 kan kiiltiirii 6rneginde Brucella

uremedi.
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CALISMANIN YONTEMI

Tezde kullanilan yontem deneysel olup bagimli ve bagimsiz degiskeni yoktur.

BESIYERLERI, AYIRACLAR, SOLUSYONLAR VE STRiPLER

Tiim besiyeri ve soliisyonlar iiretici firmasi tarafindan onerilen yontem ve miktarlarda

hazirlanarak, pH’1 ayarlanip otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.

Skim-milk Besiyeri

Skim-milk 100 gr
Cikolata Agar

Brain heart infusion agar 40 gr
Koyun kani 40 ml
Distile su 800 ml

Besiyeri Ben-maride 75°C’ye kadar sogutulduktan sonra 40 ml defibrine steril koyun

kanai ilave edildi.

Ure Agar Base (Biolab, New Zealand)

Peptone 1 gr
Glucose 1 gr
Sodium chloroid 5 gr
Phenol red 0,012 gr
Agar 13 gr
Buffers 2 gr

Trypticase Soya Buyyonu (TSB)

Pancreatic digest of caseing USP 17 gr
Pancreatic digest of soybean meal 3 gr
NaCl 5 gr
Saf su 1000 ml

Steril sartlarda %15 gliserin ilave edildi.
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Trypticase Soya Agar (TSA)

Pancreatic digest of caseing USP 17 gr
Pancreatic digest of soybean meal 3 gr
NaCl 5 er
Agar 15 gr
Saf su 1000 ml

Steril sartlarda %15 gliserin ilave edildi.

Serum Dekstroz Agar (SDA)

Trypticase soya Agar 40 gr
Distile su 900 ml
Steril s1gir serumu 50 ml
Steril dekstroz solusyonu 50 ml

Besiyeri distile su igerisine katilarak Ben-Mari’de 100°C’de eritildi, pH 7,2+0.2
ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edildikten sonra 56°C ye sogutuldu. icerisine
son konsantrasyonu %5-10 olacak sekilde steril sigir serumu ve son konsantrasyonu %l
olacak sekilde %20’lik stok dekstroz ¢ozeltisinden ilave edildi. Steril sartlarda %15 gliserin

ilave edildi.

Thionin Besiyeri

Trypticase soya Agar 40 gr
Thionin Stok Boya Soliisyonu (%0,1°1ik) 20 ml
Distile su 880 ml
Steril s1gir serumu 50 ml
Steril dekstroz solusyonu 50 ml

Besiyeri distile su igerisine katilarak Ben-Mari’de 100°C’de eritildi, pH 7,2+0.2
ayarlanip otoklavda 121°C’de 20dakika steril edildikten sonra 56°C ye sogutuldu. igerisine
son konsantrasyonu %5-10 olacak sekilde steril sigir serumu ve son konsantrasyonu %l
olacak sekilde %20’lik stok dekstroz ¢ozeltisinden ilave edildi. %0,1 lik steril tiyonin stok
soliisyonundan 20 ml ilave etmek suretiyle 1/50.000 (20 pg/ml) oraninda tiyonin igeren

besiyeri hazirlanmis oldu.
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Bazik Fuksin Besiyeri

Trypticase soya Agar 40 gr
Bazik Fuksin Stok Boya Soliisyonu (%0, 1’lik) 20 ml
Distile su 880 ml
Steril s1gir serumu 50 ml
Steril dekstroz solusyonu 50 ml

Besiyeri distile su igerisine katilarak Ben-Mari’de 100°C’de eritildi, pH 7,2+0.2
ayarlanip otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edildikten sonra 56°C ye sogutuldu. igerisine
son konsantrasyonu %5-10 olacak sekilde steril sigir serumu ve son konsantrasyonu %l
olacak sekilde %20’lik stok dekstroz ¢ozeltisinden ilave edildi. %0,1 lik steril bazik fuksin
stok soliisyonundan 20 ml ilave etmek suretiyle 1/50.000 (20 pg/ml) oraninda bazik fuksin

iceren besiyeri hazirlanmis oldu.

Safranin O Besiyeri

Tryptic soy Agar 40 gr
Safranin Stok Boya Soliisyonu (%0,5°1ik) 20 ml
Distile su 880 ml
Steril s1g1r serumu 50 ml
Steril dekstroz solusyonu 50 ml

Besiyeri distile su igerisine katilarak Ben-Mari’de 100°C’de eritildi, pH 7,2+ 0.2
ayarlanip otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edildikten sonra 56°C ye sogutuldu. icerisine
son konsantrasyonu %5-10 olacak sekilde steril sigir serumu ve son konsantrasyonu %l
olacak sekilde dekstroz ilave edildi. %0,5’lik steril Safranin stok soliisyonundan 20 ml ilave

etmek suretiyle 1/10.000 (100pg/ml) oraninda Safranin igeren besiyeri hazirlanmig oldu.

Mueller Hinton Buyyon (MHB) (Oxoid LTD., Basingstoke, Hampshire, Ingiltere)

Beef, dehydrated infiision 300 ar
Casein hydrolysate 17.5 gr
Starch 1.5 gr

Steril edildikten sonra besiyerine steril sartlarda, %1 oraninda PoliViteX ilave edildi.
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Mueller Hinton Agar (MHA) (Biolab, New Zealand)

Peptones 19.5 gr
Kazein hidrolyzat 17.5 gr
Starch 1.5 gr
Agar 17 ar

Benmaride 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra %5 defibrine steril koyun kani ve %1

PoliViteX steril sartlarda ilave edildi.

Oksidaz Ayiraci
Tetrametil-p-fenylendiamin dihdroklorid (SIGMA) 0.1 ar
Distile su 10 ml
Katalaz Ayiraci
H,0, 2 ml
H,O 8 ml

Kursun- asetat Ayiraci

Distile su 50 ml

Kursun asetat 10 ar

Siizgeg kagidi 7 mm eninde
5 cm boyunda

50 ml kaynar su i¢inde 10 gr kursun asetat eritildi. Emici siizge¢ kagitlart bu eriyigin

icine kondu ve petri kutularina yerlestirilip etiivde kurutuldular (89).

Pepton- salin Solusyonu

Pepton 10 gr
Sodyum klorid (NaCl) 5 gr
Distile su 1000 ml
pH 7,2+0.2

Akriflavin Solusyonu
Akriflavin 5 mg

Distile su 5 ml
31



5 mg akriflavin tartilarak kii¢iik vialler i¢erisine kondu. Gerektiginde 1/1000 oraninda (5

ml distile suyla) sulandirilarak taze olarak hazirlandi ve kullanildi.

Thilisi Faj
Thilisi faji’nin RTD’nu hazirlamak i¢in B. abortus 544 (biyotip 1) susu ( Centre
National d’Etudes Veterinaires et Alimentaires, CNEVA, FRANSA ) Veteriner Kontrol ve

Arastirma Enstitiisii’'nden (Pendik-Istanbul) alind1.

Brucella anti-serumlari

A+M Brucella poliserum: Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden
(Pendik-Istanbul) alind1.

Brucella Monospesifik A Antisera: Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’'nden
(Pendik-Istanbul) alind.

Brucella S19 M Antisera: Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’'nden (Pendik-
Istanbul) alindi.

PoliViteX (bio.Merieux)

pH Olcen Strip (Phenon, Macherey-Nagel, Germany)

E Test Stripleri

Doksisiklin E Test Stribi (AB Biodisk, Solna, Sweden)
Siprofloksasin E Test Stribi (AB Biodisk, Solna, Sweden)
Rifampin E Test Stribi (AB Biodisk, Solna, Sweden)
Streptomisin E Test Stribi (AB Biodisk, Solna, Sweden)

Kontrol Suslar1 Olarak Kullanilan Standart Suslar
1. Brucella tiir ve biyotiplendirmesinde kullanilanlar:

1.1 Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden (Pendik-Istanbul) alinan;

B. abortus biyotip 1 544 ATCC 23448
B. abortus biyotip 2 86/8/59 ATCC 23449
B. melitensis biyotip 1 16 M ATCC 23456
B. melitensis biyotip 2 63/9 ATCC 23457
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B. melitensis biyotip 3 Ether ATCC 23458

B. melitensis Rev.1
B. suis biyotip 1 1330 ATCC 23444
B. ovis 63/290 ATCC 25840

2. Antibiyotik duyarlilik tesleri i¢in kullanilanlar:
2.1 TUTF, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvar stoklarinda saklanan;

Escherichia coli ATCC 25922
Staphylacoccus aureus ATCC 29213
2.2 Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden (Pendik-istanbul) alinan;
B. melitensis biyotip 1 16 M ATCC 23456
B. melitensis biyotip 3 Ether ATCC 23458

ORNEKLERIN TANIMLANMASI

TUTF Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda daha énce Brucella olarak adlandirilmus
53 sus caligmaya alindi. Derin dondurucudan c¢ikarilan suslar ¢alisilacagi zaman skim-milk
besiyerinden ¢ikolata agara pasajlandi. Her ekim 37°C’de, %5 CO»‘li ortamda 48 saat inkiibe

edildi. Bu siire sonunda koloniler incelemeye alindi.

Brucella Genus Seviyesinde identifikasyon

1. Bakteri morfolojisi: Cikolata agarda 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda iireyen
mikroorganizmalarin morfolojilerini degerlendirmek amaci ile Gram boyama yapildi.
Boyamada 53 izolatin 43’{iniin Gram negatif kokobasil oldugu bunlarin da Brucella

genususuna ait olabilecegi diisiiniildii (19).

2. Koloni morfolojisi: Brucella cinsine 6zgii kolonilerin yapist (2-3 mm ¢apinda, seffaf,
yilizeyden kabarik, konveks, parlak yiizeyli koloniler) arastirildi (16,23).

Cikolata agarda 48 saatlik inkiibasyon sonunda seffaf, yiizeyden kabarik, konveks,
parlak yiizeyli koloniler olusturan 43 susun Brucella genusundan olabilecegi diisiintildi. Bu
koloniler morfolojik 6zelliklerini tam ve dogru olarak gosteren geng koloniler elde edilmesi

icin iki kez pasajlanip incelemeye alindi.
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3. Katalaz deneyi: Cikolata agarda iiremis olan saf Brucella kolonilerinden steril 6ze ile
aliip temiz ve kuru bir lam {izerine kondu. Bunun iizerine bir damla %3’liik hidrojen peroksit
(H20;) damlatildi. Gaz kabarciklari olustugunda deney olumlu kabul edildi.

Sonug olarak 43 izolatimiz katalaz pozitif olarak tespit edildi (16,19,24).

4. Oksidaz deneyi: Her seferinde steril distile su i¢inde %1’lik tetramethyl-p-
phenylenediamine dihydrochloride eriyigi hazirlandi. Bu eriyik, filtre kagidina emdirildi.
Denenecek bakteri kolonisinden alinan 6rnekler bu filtre kagidi iizerine siiriildii ve 10 saniye
icinde mor veya mavi renk olustugunda deney olumlu kabul edildi.

Sonug olarak 43 izolatimiz oksidaz pozitif olarak tespit edildi (16,19,24).

5. Brucella anti-A+M poliserumu ile lam aglutinasyon testi: Siipheli kolonilerden bir
6ze dolusu kiiltiir ile S Brucella ‘lara kars1 hazirlanmis adsorbe olmamis poliserumdan bir 6ze
dolusu alinarak lam iizerinde karistirildi ve agliitinasyonun varlig arastirildi (19,56).

Agliitinasyonun goriilmesi izolatlarin Brucella genusuna ait bir mikroorganizma

olabilecegini gosterdi.

6. Ureaz testi: Yatik iire agar besiyerinin yiizeyine saf kiiltiirden ¢izgi ekimleri yapilarak
arastirildi. Tiipler oda 1s1sinda ilk 5 saat birer saatlik aralarla ve 24 saat sonra tiiplerdeki renk
degisimi agisindan kontrol edildiler. Rengin saridan pembeye doniisiimii iireaz aktivitesini
gostermektedir. Bu rengin degisim zamam belirlenerek ilgili izolatin iireyi hangi hizla
parcaladigi belirlendi (hizli, orta ve yavas) (16,19,23,24).

Biitiin izolatlarimizda degisken hizda {ireaz aktivitesi saptandi.

Brucella izolatlarimin Tiir-Biyotip Tayini:

1. S ve R kolonilerin ayirimi: Brucella spp.’in tiir tayinlerinde kiiltiiriin koloni
morfolojisi 6nemli oldugundan, kolonilerin akriflavin soliisyonu ile agliitinasyon 6zellikleri
incelendi (19,48,56). Bunun i¢in taze olarak hazirlanmig akriflavin soliisyonundan bir damla
bir lam tizerine konuldu ve bir 6ze yardimi ile birka¢ koloni alinarak bu damla iginde
siispanse edildi. R koloniler akriflavin solusyonu ile hemen agliitine olduklar1 halde S
koloniler homojen bir siispansiyon gosterirler. M kolonilerde ise ipligimsi bir uzama olusur
(56). R ve M koloniler biyotiplendirilme testlerinde kullanilamayacagindan, testler i¢in S

koloniler se¢ildi (48,56).
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Biitiin izolatlarimiza ait koloniler homojen siispansiyon yapisi1 gosterdiginden S koloni

olarak degerlendirildi.

2. Faj testi:

2.1 Fajlarin RTD’nun saptanmasi: Tbilisi faj1 i¢cin B. abortus 544 susu kullanildi. Bu sus
yatitk SDA tiipline ekilip 37°C’de 24 saatlik inkubasyona birakildi ve bu siirenin sonunda
olusan koloniler pepton-salin ile agar yiizeyinden yikanarak toplandi ve 0,5 McFarland
standart bulanikligma gore ml’sinde yaklasik 1x10° bakteri bulunacak sekilde siispansiyon
hazirland1 (48,56). Steril bir svap bakteri suspansiyonuna daldirilarak SDA petrisinin biitiin
ylizeyine homojen bir sekilde yayilarak ekim yapildi. Petrinin ylizeyinin kurumasi
beklenirken, bu arada fajin pepton salinde 10"°den 10®*’¢ kadar on katli diliisyonlar1 yapildu.
Her bir diliisyon i¢in ayr1 pipet kullanildi. Yiizeyi kuruyan SDA petrisinin alt yiizeyine bir
cam kalemi ile fajin diliisyonlar1 yazildi. Fajin her bir diliisyonundan SDA petrisindeki ilgili
boliime steril ve ayr1 pipet uglart kullanilarak 20’ser pl damlatildi. Petri yiizeyi kuruduktan
sonra 37°C’de %5-10 CO; igeren etiivde 24 saat inkubasyona birakildi (48,56).

Damlanin ¢evirdigi alanda tam bir lizisin goriildiigli en yiiksek diliisyon, fajin RTD’u

olarak saptandi (48,56). Bizim ¢alismamizda RTD 10 olarak saptandi.

2.2 Thilisi faji1 ile lizis: Yatik SDA tiiplerine kontrol suslar ve testi yapilacak izolatlarin
kiiltiirlerinden ekilip 37°C’de, 24 saatlik inkubasyona birakildi. Bu siirenin sonunda olusan
koloniler pepton-salin ile agar yiizeyinden yikanarak toplandi ve 0,5 McFarland standart
bulanikligma gére ml’sinde yaklasik 1x10° bakteri bulunacak sekilde siispansiyon hazirlandu.
Her bir bakteri siispansiyonuna daldirilan steril bir svapla SDA yiizeyine siabildigi kadar
susu bir petride yapmak, besiyeri kaybin1 6nlemek ve bir petride sigabilecek maksimum serit
sayist bes oldugu i¢in birbirine paralel olarak bes serit halinde ekim yapildi. Seritlerin sol
tarafina Tbilisi fajimin RTD’undan, sagina 10.000x RTD’undan 20 pl damlatildi. Petriler
kuruduktan sonra %5-10 CO; igeren ortamda 37°C’de 4-5 giin inkiibe edildiler. Sonuglar lizis
durumuna gore degerlendirildi. Kontrol susu olarak B. abortus 544 ve B. melitensis 16M
kullanildi (19,48,56).

Her iki diliisyonda da lizis olmamasi tiim izolatlarin B. melitensis oldugunu diisiindiirdii.
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3. Tiir ve biyotip tanisinda kullanilan yontemler:

3.1 Karbondioksit (CO,) gereksinimi ve hidrojen siilfiir (H,S) iiretimi: Inkiibasyon
stiresi (4 gilin) sonunda iireyen her bir Brucella izolatindan igne uclu bir 6ze ile tek bir koloni
almarak ikiser adet yatik SDA tiiplerine pasajlar1 yapildi. Kursun asetathh kagit serit,
besiyerine temas etmeyecek sekilde, tiip kenar1 ile kapak arasina sikistirilarak yerlestirildi.
Birinci tiipler %5-10 CO; igeren etiivde, digerleri ise aerob kosullarda 37°C’de, 4 giin siireyle
inkiibe edildiler. Kursun asetatli kagitlar inkiibasyon siiresi boyunca her giin degistirildi
(19,56). Inkiibasyon siiresi sonunda sonuglar, {ireme durumlaria ve kursun asetatl kagitlarda
olusan renk degisikligine gore degerlendirildi (19,48,56). Testlerde kontrol suslari olarak,
COy’e gerek duyan ve H,S pozitif olan B. abortus 544 ile her iki karakter yoniinden negatif
olan B. melitensis 16M kullanildi (56).

Gerek aerobik ve gerekse %5-10 CO;’li ortamda yatik SDA tiiplerine ekimi yapilan test
izolatlarinin 4 gilinlik inkiibasyonlarinin ardindan yatik SDA tiiplerinin tiimiinde {ireme
goriildii ve tiiplere yerlestirilip inkiibasyon siiresi boyunca her giin degistirilen kursun asetatl
kagitlarda hi¢ bir siyahlagma goriilmedi. Kontrol olarak ekimi yapilan B. abortus 544 biyotip
1 susu sadece CO, varliginda iireyip kursun asetatli kagitta onemli 6l¢iide bir siyahlagma
gosterirken, B. melitensis 16M biyotip 1 susu hem aerob ve hem de %5-10 CO; ‘li ortamlarda
tireyip kursun asetath kagitta hi¢bir siyahlagsma gostermedi.

Sonugta, izolatlarin lireme i¢in COy’e gereksinim gostermedigi ve H,S iiretmedigi

saptandi.

3.2 Tiyonin ve bazik fuksin varliginda tireme: Cikolata agar besiyerinden alinan 4-5
koloni; icersinde %15 gliserin ilaveli TSB bulunan 1 ml’lik cryovial tiiplerde ¢ozdiirtildii. Her
bir bakteri susu ve kontrol suslari i¢in hazirlanan cryovial tiipten bir 6ze dolusu siispansiyon
almip direkt tiyonin ve bazik fuksinin 1/50.000 konsantrasyonunu iceren SDA’lara agar
ylizeyine birbirine paralel olarak bes serit halinde ekim yapildi. Petriler kuruduktan sonra %5-
10 CO; igeren ortamda, 37°C’de 4 giin inkiibe edildiler (23,56).

Testte kontrol olarak tiyoninli ve bazik fuksinli SDA petrilerden herbirine B. melitensis
Revl, B. melitensis 16M (biyotip 1), B. abortus 544 (biyotip 1), B. abortus 86/8/59 (biyotip
2) ve B. suis 1330 (biyotip 1) referans suslarinin ekimi yapildi. Bu suslar boyali besiyerlerine
kontrol olarak ekilen kendine 6zgii reaksiyonu olan suslardir (19,23,48,56,70). Sonuglar,

inkiibasyon periyodunun sonunda lireme durumlarina gore degerlendirildi.
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Test edilecek tiim izolatlarinin tiyonin ve bazik fuksin varliginda iiredigi gozlendi.
[zolatlarimizin tiimii Thilisi fajinin RTD ve 10.000xRTD’unda lizis gostermediler.

Kontrol suslarin tiyoninli besiyerine olan ekimlerinde B. melitensis Revl, B. abortus
544 ve B. abortus 86/8/59 iireme gostermedi. Ureme gosteren B. melitensis 16M ve B. suis
1330 kontrol suslar1 Thilisi faj1 ile lize olmadilar (56).

Bazik fuksinli besiyerinde B. melitensis Rev 1, B. abortus 86/8/59 ve B. suis 1330
kontrol suslar1 {ireme gostermediler. Ureme gosteren B. melitensis 16M Thbilisi faj1 ile lize

olmazken B. abortus 544 Tbilisi fajiile lizis gosterdi.

3.3 Safranin O igeren besiyerinde tireme: SDA’a 100 pg/ml (1/10.000)
konsantrasyonunda katilarak hazirlanan safranin O’lu besiyerinde B. suis ve B. abortus
biyotip 2 suslar1 lireyememektedirler. Bu amagla, diger boyali besiyerlerine ekimlerde
belirtilen yontemle tiim test izolatlarinin safranin O’lu besiyerine ekimleri yapildi ve 4 giinliik
inkubasyon sonrasinda sonuglar, izolatlarin iireme durumlarina gore degerlendirildi. Testte
kontrol olarak safranin O’lu besiyerinde liremeyen B. suis 1330 ve B. abortus 86/8/59 suslari
kullanildi (56).

Safranin O’nun 1/ 10000 konsantrasyonunu igeren besiyerinde 4 giinliikk inkiibasyon
stiresinin ardindan izolatlarin timiiniin iredigi gézlendi.

Testte negatif kontrol olarak kullanilan B. abortus 86/8/59 ve B. suis 1330 referens

suslar1 bu besiyerinde lireme gostermediler.

3.4 A ve M monospesifik anti-serumlar ile agliitinasyon: Testi yapilacak her bir izolatin
bir 6ze dolusu yogun kiiltiirii 0.25ml fizyolojik tuzlu su icinde siispanse edildi. Bir lam
tizerine A ve M monospesifik anti-serumlardan birer damla konuldu ve iizerlerine yine birer
damla incelenecek izolatin siispansiyonundan eklenerek aga¢ bir kiirdanla karistirildi.
Reaksiyon sonuglar1 bir dakika i¢inde olusan agliitinasyon durumuna goére okunarak
kaydedildi (23,56). Testte kontrol olarak, sadece M anti-serumu ile agliitine olan B. melitensis
16M (biyotip 1), sadece A anti-serumu ile agliitine olan B. melitensis 63/9 (biyotip 2), her iki
anti-serumla agliitine olan B. melitensis Ether (biyotip 3) ve her iki anti-serumla agliitine
olmayan B. ovis 63/ 290 referans suslar1 kullanildi (19,48,56).

Monospesifik serumlar homolog kiiltlirleri ile karsilastirildiginda bir dakika iginde

belirgin bir agliitinasyon verdiler. Test izolatlarindan 42 adedi hem A hem de M anti-serumu
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ile aglutinasyon verirken, izolatlarin 1 adedi ( 33. izolat) sadece M anti-serumu ile
agliitinasyon gosterdi.

Kontrol olarak kullanilan B. melitensis 16M sadece M anti-serumu ile agliitine olurken,
B. melitensis 63/9 sadece A anti-serumu ile ve B. melitensis Ether susu ise her iki anti-serumla
agliitinasyon verdiler. B. ovis gerek A ve gereckse de M anti-serumu ile agliitinasyon
gostermedi.

Tiim bu testler sonucunda antibiyotik duyarlilik testlerimizi yaparken kullanacagimiz 53
izolatimizin; 2003 (16°s1 kan kiiltliriinden, biri eklem sivisindan izole edilen toplam 17 sus )-
2004 (25’1 kan kiiltiiriinden biri eklem sivisindan izole edilen toplam 26 sus) yillarina ait ve
41’1 kan kiiltiirii ikisi eklem sivisindan izole edilmis toplam 43’iinlin Brucella genusundan
oldugu, bunlarinda 42’sinin B. melitensis biyotip 3, 1’nin ise B. melitensis biyotip 1 oldugu
saptandi. Eklem sivisindan izole edilen her 2 susun da B. melitensis biyotip 3 oldugu

belirlendi ( Tablo 7).

Tablo 7: Brucella kontrol suslarmmin ve test izolatlarimin tiir ve biyotiplendirme

testlerinde gosterdikleri reaksiyonlar

Stand.sus | CO, | H,S Baz. fuk.ve | A ve M mono-sps | Thilisi faj lizis Safranin.
ve izolat iht. | Uret. || tiyon. lireme | anti-ser. agliitinas. O’da

no BF T A M RTD RTDx10* | iireme
B. abortus | + + + - +
544
B. abortus - - -
86/8/59
B. meliten. | - - + + - + - -
16M
B. meliten. + -
63/9
B. meliten. + +
Ether
B.suis - + - -
1330
B. meliten. - -
Rev.1
B. ovis
63/290
1 _ _

||+

(o) EN T KoYl KU, | (2N U} § O]
1

FlH [+

]|+ ][]+

[+

[+
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9 - - + + + + - - +
10 - - + + + + - - +
11 - - - - + + - - +
12 - - + + + + - - +
13 - - + + + + - - +
14 - - + + + + - - +
15 - - - - + + - - +
16 - - + + + + - - +
17 - - + + + + - - +
18 - - + + + + - - +
19 - - + + - + - - +
20 - - + + + + - - +
21 - - + + + + - - +
22 - - + + + + - - +
23 - - + + + + - - +
24 - - + + + + - - +
25 - - + + + + - - +
26 - - + + + + - - +
27 - - + + + + - - +
28 - - + + + + - - +
29 - - + + + + - - +
30 - - + + + + - - +
31 - - + + + + - - +
32 - - + + + + - - +
33 - - + + - + - - +
34 - - + + + + - - +
35 - - + + + + - - +
36 - - + + + + - - +
37 - - + + + + - - +
38 - - + + + + - - +
39 - - + + + + - - +
40 - - + + + + - - +
41 - - + + + + - - +
42 - - + + + + - - +
43 - - + + + + - - +

ANTIBiYOTIiK DUYARLILIK TESTLERI

In vitro duyarlilik testlerine gore streptomisin, rifampisin, siprofloksasin ve
doksosiklin Brucella cinsi bakterilere karsi etkili antibiyotiklerdir (83,85,86,90,91).

Avrupa Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklar1 Dernegi'nin (ESCMID)
Antibiyotik Duyarlilik Testlerinin Standardizasyonu ig¢in olusturdugu komite (EUCAST),
hiicre i¢i patojenlerin antibiyotik duyarliliginin test edilmesinde kullanilacak yontemleri
iceren ‘Eucast Discussion Document E.Dis 6.1 isimli bir kilavuz hazirlamistir (92). Bu
klavuzda Brucella cinsi iyelerinin antibiyotik duyarliligmmin g¢alisilmast i¢in iki ydntem

onerilmektedir; agar diliisyon ve broth diliisyon yontemleri (92,93). Bu kilavuzda, Garcia-

39



Rodriguez ve arkadaslarimin ¢alismasinda kullanilandigi Haemophilus influenzae duyarhlik
testlerinde kullanilan agar diliisyon metodu ile Brucella cinsi bakterilerin minimum inhibitor

konsantrasyonlarmin (MIK) saptanmasi nerilmektedir (90,93-95).

Agar Diliisyon Yontemi

Agar diliisyon yontemi, bir ya da birden fazla bakteri izolatinin antibiyotiklere karsi
MIK degerlerini saptamak icin kullanilan giivenilir bir yéntemdir. Yogun emek gerektiren bir
test oldugu i¢in az sayida bakteri i¢cin uygulanmasi pratik degildir. Fazla sayidaki bakterinin
calisilmasi agisindan giivenilir ve pratik bir yontemdir. Bu yontemde, antibiyotik diliisyonlar1
eritilmis ve 48-50°C’ye getirilmis sivi agar ile karigtirilip petrilere dokiiliir. Antibiyotikli bu
agarin donmasindan sonra bakterilerin inokiile edilip 24-48 saatlik inkiibasyonlarindan sonra
tiremenin inhibe edildigi en diislik konsantrasyon kantitatif olarak (ng/ml) saptanir (96,97).

Brucella cinsi bakterileri i¢in tecih edilen besiyeri, %1 hemoglobin ve 1% PoliViteX
ilave edilmis Mueller-Hinton agar (MHA) olabilir. Inokulumda bakteri sayis1 10* CFU
olmalidir. inkiibasyon siiresi %5 CO*’li ortamda 37°C’de 48 saat siiredir (90).

Agar diliisyon yontemi; Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI)’in genel
onerileri dogrultusunda, EUCAST’in hazirladig1 intraseliiler patojenlerin antibiyotik
duyarliliginin test edilmesinde kullanilacak yontemleri igeren klavuzunda yer alan makaledeki

Garcia-Rodriguez ve ark.’nin ¢aligmasinda kullanilan yontemle belirlendi (90,92,93,98).

Testin yapilist:

1. Deneyde kullanilan antimikrobiyal maddeler: Doksisiklin (Doxycycline hyclate D-
9891 Sigma Chemical Co. USA), rifampin (Rifamycin SV sodium salt R-8626 Sigma
Chemical Co. USA), streptomisin (Streptomycin sulfate salt S-6501 Sigma Chemical Co.
USA) ,siprofloksasin (Ciprofloxacin HCL aktif maddesi Bayer Tiirk Kimya San. Tic. Ltd.
Sti.) antibiyotik potensleri belirtilmis olarak temin edildi. Aktif maddelerin antibiyotik
potensleri, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213 kullanilarak kontrol edildi
(8,94,96,99,100).

2. Antimikrobiyal maddelerin stok ¢dzeltilerinin hazirlanmasi (101): Antimikrobiyal

maddeler agagidaki formiillere gore tartilarak hazirlanmistir.
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Agirlik (mg)=Hacim (ml) xKonsantrasyon (ug) Hacim=Agirlik (mg) xAntibiyotik potensi

Antibiyotik potensi Antibiyotik potensi

Yukaridaki formiillere gore gerekli Olgiimler yapilarak siprofloksasin, streptomisin
doksisiklin ve rifampin i¢in 160 pg/ml olacak sekilde antibiyotik stok soliisyonlar1 hazirlandi.
Antibiyotikler once Tablo 8’de gdsterilen uygun ¢oziiciilerde eritildi. Ardindan sulandirict ile
gerekli hacime tamamlandi (101).

Her bir antimikrobiyal madde icin stok ¢o6zelti hazirlamada kullanilan eritici ve

seyreltme sivilar1 Tablo 8’de goriilmektedir.

Tablo 8: Antimikrobiyal madddeler i¢in eritici ve seyreltme sivilar: (101)

Antimikrobiyalin ad1 Coziicii Sulandirici
Siprofloksasin Steril distile su Steril distile su
Doksisiklin Steril distile su Steril distile su
Streptomisin Steril distile su Steril distile su
Rifampin Metanol Steril distile su

Siprofloksasin, streptomisin, doksisiklin ve rifampin i¢in 11’er adet steril tiip alinarak
ikinci tiipten itibaren hepsine Sml %1 PoliViteX ilaveli MHB konuldu. Her bir antibiyotik
i¢in ilk tiipe 160 pg/ml’lik stok soliisyonundan 5 ml konuldu. Ikinci tiipe de Sml konularak
birkag kez karistirildi. ikinci tiipten itibaren 5 ml alinarak son tiipe kadar titrasyon uygulandi.
Son tiipten alinan 5 ml disar1 atildi. ilk tiipteki 160 pg/ml olan antibiyotik konsantrasyonu son
tiipte 0.15 pg/ml’ye indi.

3. Ekim ve degerlendirme: Deneyde %5 defibrine koyun kani ve %1 PoliViteX ilaveli
MHA kullanildi. Hazirlanan besiyeri 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildikten sonra
besiyeri pH’s1 kontrol edildi ve yaklasik 7.2 oldugu goriildi. Besiyeri 50°C’ye kadar
sogutuldugunda koyun kani ve PoliViteX ilave edildi. Her antibiyotik i¢in 1’den 11’e kadar
numaralandirilan steril petrilere 18 ml koyun kani ve PoliViteX ilaveli MHA ve 2 ml
antibiyotik soliisyonu dokiilerek karistirildi. Boylece antibiyotikler on kez seyreltilerek her bir
antibiyotik icin ilk petride 16 pg/ml’ lik, son petride 0.015 pg/ml’lik antibiyotik
konsantrasyonuna ulasildi.

Her test i¢in antibiyotik igermeyen kontrol besiyerleri hazirlandi. Kokenlerin kontrolii

icin antibiyotik icermeyen besiyerlerine ekimler yapildi. Antibiyotik iceren besiyerlerinin
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kontrolii i¢in ise E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 29213 kokenleri kontrol olarak
kullanildi.

4. Inokulum hazirlanmasi: Skim-milk besiyerinde —70°C’de saklanmis olan bakteriler,
cikolata agara iki kez pasajlanarak saf kolonileri elde edildi. Besiyerlerinin 48 saat inkiibe
edilmesinden sonra kiiltiirden 4-5 koloni alinip %1 PoliViteX ilaveli MHB’a ekildi. 37°C’de,
%3 CO,‘li ortamda 48 saat inkiibe edildi. Daha sonra tiip bulamkliligi 10° CFU/ml’ye esdeger
bulanikliga sahip McFarland 0.5 standart bulanikligina gore ayarlandi. Steril U dipli
mikropleytler kullanilarak 20 pl bakteri siispansiyonundan 180 pl PoliViteX ilaveli MHB
konuldu. Boylece inokulum siispansiyonunun 10’ CFU/ml olmasi saglandi. Bakteriler
kirksekiz uc¢lu inokiilatér ile mikropleytten alimip o©nce kontrol, sonra en diisiik
konsantrasyonlu MHA plagindan baslayarak sirasiyla agar ylizeyine inokiile edildi. Boylece
antibiyotik iceren besiyerlerine her kokenin siispansiyonundan 1 pl ekilerek son inokulum,
10* CFU/ml’ye diisiiriildii (8,90,99,101).

Makroskopik iiremenin gozlenmedigi en diislik antibiyotik diliisyonu minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIK), kokenlerin %350’sinin {iremesini &nleyen MIK degeri MIKsj,

%90 1n1n iiremesini dnleyen MIK degeri MiKy, olarak kabul edildi (8,90,99).

E Test Yontemi

E Test, anaerob ve nazli bakteriler dahil genis bir spektrumun in vitro antimikrobiyal
duyarlilik testlerinin yapilmasina olanak saglayan bir testtir. E Test disk difiizyon ile agar
diliisyon prensiplerini birlestirmektedir. Disk diflizyon gibi kolay olup diliisyon testleri gibi
MIK degerinin saptanmasini saglamaktadir (99,102). E Test degerlendirme kriterleri aerob
mikroorganizmalar i¢in CLSI M7-A7 dokiimanina gore yapilmaktadir. Nazli bakteriler i¢in
modifikasyonlar gereklidir (99,101).

Bu yontemde; E Test stripleri inokulumla kapli agar plak iizerine yerlestirilir.
Antimikrobiyal madde agara diflizyonla yayilir ve strip boyunca devam eden antibiyotik
konsantrasyon gradienti olusturur. Inkiibasyon sonrasi eliptik bir inhibisyon zonu olusur. MiK
degeri inhibisyon zonunun E Test stribini kestigi noktanin bir {ist degeridir (99,102).

Brucella cinsi bakterileri icin tercih edilen besiyeri, %1 hemoglobin ve %1 PoliViteX
ilave edilmis MHA olabilir (90). Inokulum da bakteri sayisi 1010° CFU/ml olmalidir.
Inkiibasyon siiresi %5 CO”1i ortamda 37°C’de 48-72 saat siiredir (96,99).
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E Test yontemi; Orhan ve ark.’min (12), Giir ve ark.’nin (9), Esel ve ark.’nin (8),
Turkmani ve ark.’nin (10) ve de Turan ve ark.’nin (103) calismalarini anlatan makaleler
referans alinarak belirlendi.

Testin yapilisi:

Skim-milk besiyerinde —70°C’de saklanmis olan bakteriler, gikolata agara iki kez
pasajlanarak saf kolonileri elde edildi. Her bir izolat i¢in dort farkli antibiyotik stribi
kullanilacagindan ve bu stiripler 100 mm’lik plaklara ikiserli sekilde yerlestirileceginden her
bir izolat ve kontrol suslart i¢in %5 koyun kani ve %1 PoliViteX ilave edilmis ikiser adet
MHA plak hazirlandi. Plaklar kullanilmadan once kapaklar1 hafif agilarak nemli kalmasi
engellendi (96,99).

1. Inokulumun hazirlanmasi: Cikolata agardaki 48 saatlik kiiltiirden 4-5 koloni alinip
%1 PoliViteX ilaveli MHB’ a ekildi. 37°C’de, %5 CO,‘li ortamda 48-72 saat inkiibe edildi.
Daha sonra tiip bulanikliligi McFarland 0.5 standart bulanikligima gore ayarlandi. Son
inokulum 10* CFU/ml olacak sekilde her bir izolat i¢in hazirlanan inokulum; %5 koyun kani
ve %1 PoliViteX ilave edilmis MHA plaklar1 yiizeyine tiiplin cidarina rotasyon yaptirarak
fazla sivisi uzaklastirilms steril bir svapla plak her seferde 60° dondiiriilerek ii¢ sefer siirttldii.
E Test stripleri yerlestirilmeden Once plaklar tekrar kurumalart i¢in 10 dakika bekletildi
(96,99).

2. E Test striplerinin yerlestirilmesi: Inokulum ekilmis 100 mm ¢apindaki MHA
plaklarinin yiizeyi tamamen kuruduktan sonra E Test stripleri ikiserli olarak birbirine paralel
fakat zit yonde yerlestirildi.

3. Inkiibasyon: E Test stripleri yerlestirilen plaklar en ge¢ 15 dakika iginde 37°C’de %5
CO;‘li ortamda 48 ve 72 saat inkiibe edildi.

4. Sonuglarm yorumlanmasi: Inhibisyon zonunun E Test stribine temas ettigi degerin bir
iist degeri o izolat i¢in MiK degeri olarak yorumlandi (9,10,12,96,99,102,103). Degerler 48 ve
72. saatte olmak tizere iki kez okundu. Sonuglarin degerlendirilmesinde CLSI M100-S17 ve
M7-A7 dékiimanlarindaki MIK degerleri kullamilarak duyarli, orta derece duyarli ve direncli
olarak belirtildi (96,99-101). E Test sonuglar1 agar diliisyon metodunda kullanilan iki kat
diliisyon degerlerine gore rapor edileceginden E Test MIiK degeri bir iist iki kat diliisyon
degerine yuvarlandi (8,96,99).

E Test yontemi iki kez tekrarland.
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KULLANILAN ISTATISTiKi YONTEM

Kirkii¢ Brucella kokeni lizerinde hem agar diliisyon hem E Test ile her bir antibiyotik
i¢in ayr1 ayrt MIK degerleri saptanacaktir. Her bir antibiyotik ve test i¢in 6l¢iilen degerlerin
ortalamasinin, standart sapmasinin ve %95 giiven araliginin hesaplanmasi planlanmaktadir.

Veriler incelendi, normal dagilima uyup uymadiklar1 arastirildi ve normal dagilima
uymadiklar belirlendi (p>0.05). Bu nedenle istatistiksel analiz olarak nonparametrik Sl¢iim
degerleri icin bagimhi gruplarda kullanilan bir test olan Wilcoxon Isaretli Siralar Testi
uygulandi. Verilerin serolojik siiflamalarina gore aralarindaki uyum korelasyon analizi
yapilarak belirlendi. Tiim istatistiksel analizlerde anlamlilik degeri <0.05 olarak belirlendi.

Ayrica agar dillisyon sonuglarina gore E Test sonuglarinin uyum yiizdeleri hesaplandi.
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BULGULAR

Calismaya 53 izolat alindi. izole edilen suslarin 43 tanesinin Brucella genusuna ait
oldugu, bunlarin da 42’sinin B. melitensis biyotip 3, 1’inin ise B. melitensis biyotip 1 oldugu
saptandi. Eklem sivisindan izole edilen iki susun da B. melitensis biyotip 3 oldugu belirlendi.

Kullandigimiz standart kokenlerin MIK degerleri tiim antibiyotiklerde CLSI duyarlilik
siir degerleri arasinda bulundu ( Tablo 9) (100).

Tablo 9: Standart kokenlerinin MIiK degerleri

MIK (ug/ml)

Antimikrobiyaller Stand. Suslar PH7
Doksisiklin E. coli ATCC 25922 1

S. aureus ATCC 29213 0.25
Streptomisin E. coli ATCC 25922 8

S. aureus ATCC 29213 8
Siprofloksasin E. coli ATCC 25922 0.015

S. aureus ATCC 29213 0.25
Rifampin E. coli ATCC 25922 16

S. aureus ATCC 29213 0.015
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Ayrica B. melitensis M16 ve B. melitensis Ether kokenlerinin MIK degerleri
saptandi (Tablo 10).

Tablo 10: Standart Brucella kokenlerinin MiK degerleri.

MIK (pg/ml)
Antimikrobiyaller Stand. Suslar PH 7
Doksisiklin B.melitensis M16 0.125
B.melitensis Ether 0.125
Streptomisin B.melitensis M16 2
B.melitensis Ether 2
Sinrofloksasin B.melitensis M16 0.25
p B.melitensis Ether 0.25
Rifampisin B.melitensis M16 1
p B.melitensis Ether 1

Bu 43 Brucella susuna kars1 doksisiklin, rifampin, siprofloksasin ve streptomisinin
hem agar diliisyon hem de E Test yontemi ile 48 saat ve 72 saat inkiibasyon sonundaki
MiKs, ve MiKoo degerleri arastirildi (Tablo 11-13). Altin standart olarak kabul edilen agar
diliisyon degerleri iki kez tekrarlanan E Test degerleri ile ayr1 ayn karsilastirildi ve hem
rakamsal iliskilerine hem de antibiyotik duyarliligi (Tablo 14-21) agisindan uyumlu olup
olmadiklarina bakildi (Tablo 22-25). Veriler istatistiksel acidan da degerlendirildi (Tablo 26-
29). Bunun yaninda her iki E Testin birbiriyle uyumlu olup olmadigi ve yine her bir testin 48

saat degerleri ile 72 saat degerleri kendi i¢inde degerlendirildi.

Tablo 11: Agar diliisyon ile elde edilen MiKsy, MiKy, degerleri ve MiK araliklar

Antimikrobiyal 48 saat 72 saat

Range MiK50 MiK90 Range MIK50  MIiK90
Doksisiklin 0.03-0.125 0.125 0.125 0.06—-0.25 0.25 0.25
Streptomisin 2-4 2 2 2-4 4 4
Siprofloksasin 0.25 0.25 0.25 0.5 0.5 0.5
Rifampin 0.5-2 1 2 1-2 2 2
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Tablo 12: E Test-1 ile elde edilen MIKs, MiKy, degerleri ve MIK araliklari

Antimikrobiyal 48 saat 72 saat

Range MIK50 MIK90 Range MIK50  MIiK90
Doksisiklin 0.03-0.125 0.06 0.125 0.06 —0.125 0.125 0.125
Streptomisin 1-16 2 2 2-16 2 2
Siprofloksasin 0.125- 0.5 0.25 0.5 0.25-0.5 0.25 0.5
Rifampin 05-1 1 1 05-1 1 1

Tablo 13: E Test-2 ile elde edilen MIKsy, MiKy, degerleri ve MIK araliklari

Antimikrobiyal 48 saat 72 saat

Range MIiK50 MiK90 Range  MIK50  MIiK90
Doksisiklin 0.03-0.125 0.06 0.125 0.03-0.125 0.125 0.125
Streptomisin 1-16 2 2 2-16 2 4
Siprofloksasin 0.125- 0.5 0.25 0.5 0.25-0.5 0.5 0.5
Rifampin 05-1 1 1 05-2 1 1
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Tablo 14: Doksisiklin i¢in agar diliisyon ve E Test-1 yontemi ile tespit edilen MIK
degerleri ve duyarhhk- direnclilik durumlari.

KOKENLER AGAR DILUSYON E TEST-1

48 saat 72 saat 48 saat 72 saat
1 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.125 S
2 0.06 S 0.25 S 0.06 S 0.06 S
3 0.03 S 0.06 S 0.06 S 0.06 S
4 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
5 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.06 S
6 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.06 S
7 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
8 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
9 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.06 S
10 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
11 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.06 S
12 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.125 S
13 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.125 S
14 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
15 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
16 0.03 S 0.06 S 0.06 S 0.06 S
17 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
18 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
19 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.06 S
20 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
21 0.06 S 0.125 S 0.03 S 0.06 S
22 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.06 S
23 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
24 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
25 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.125 S
26 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
27 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.06 S
28 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
29 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.06 S
30 0.06 S 0.25 S 0.06 S 0.06 S
31 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.125 S
32 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.06 S
33 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
34 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.06 S
35 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
36 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
37 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
38 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.06 S
39 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.06 S
40 0.03 S 0.06 S 0.03 S 0.06 S
41 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.06 S
42 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.125 S
43 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.125 S
16 M 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.125 S
Ether 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.125 S
Staf 0.25 S 0.5 S 0.125 S 0.25 S
E. coli 1 S 1 S 1 S 1 S
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Tablo 15: Doksisiklin i¢in agar diliisyon ve E Test-2 yontemi ile tespit edilen MIK
degerleri ve duyarhhk- direnclilik durumlari.

KOKENLER AGAR DILUSYON E TEST-2

48 saat 72 saat 48 saat 72 saat
1 0.06 S 0.125 S 0.125 S 0.125 S
2 0.06 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
3 0.03 S 0.06 S 0.06 S 0.06 S
4 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.125 S
5 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
6 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.06 S
7 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
8 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.125 S
9 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.06 S
10 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.125 S
11 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.125 S
12 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
13 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
14 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
15 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
16 0.03 S 0.06 S 0.06 S 0.06 S
17 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
18 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
19 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.06 S
20 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
21 0.06 S 0.125 S 0.03 S 0.06 S
22 0.06 S 0.125 S 0.03 S 0.03 S
23 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
24 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
25 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
26 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
27 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.06 S
28 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
29 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.06 S
30 0.06 S 0.25 S 0.06 S 0.06 S
31 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.06 S
32 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.125 S
33 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.06 S
34 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.06 S
35 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.06 S
36 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
37 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
38 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.06 S
39 0.06 S 0.125 S 0.06 S 0.06 S
40 0.03 S 0.06 S 0.03 S 0.06 S
41 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
42 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.125 S
43 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.125 S
16 M 0.125 S 0.25 S 0.06 S 0.125 S
Ether 0.125 S 0.25 S 0.125 S 0.125 S
Staf 0.25 S 0.5 S 0.125 S 0.25 S
E. coli 1 S 1 S 1 S 1 S
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Streptomisin icin agar diliisyon ve E Test-1 yontemi ile tespit edilen MiK

degerleri ve duyarhhk- direnclilik durumlari.

.
.

Tablo 16
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Streptomisin icin agar diliisyon ve E Test-2 yontemi ile tespit edilen MiK

degerleri ve duyarhhk- direnclilik durumlari.

.
.

Tablo 17
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Tablo 18: Siprofloksasin icin agar diliisyon ve E Test-1 yontemi ile tespit edilen MIK
degerleri ve duyarhhk- direnclilik durumlari.

KOKENLER AGAR DILUSYON E TEST-1
48 saat 72 saat 48 saat 72 saat

1 025 S 0.5 S 025 S 025 S
2 025 S 0.5 S 025 S 025 S
3 025 S 0.5 S 025 S 025 S
4 025 S 0.5 S 025 S 025 S
5 025 S 0.5 S 025 S 025 S
6 025 S 0.5 S 025 S 025 S
7 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
8 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
9 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
10 025 S 0.5 S 025 S 025 S
11 025 S 0.5 S 025 S 025 S
12 025 S 0.5 S 025 S 025 S
13 025 S 0.5 S 025 S 025 S
14 025 S 0.5 S 025 S 025 S
15 025 S 0.5 S 025 S 025 S
16 025 S 0.5 S 025 S 025 S
17 025 S 0.5 S 025 S 025 S
18 025 S 0.5 S 025 S 025 S
19 025 S 0.5 S 025 S 025 S
20 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
21 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
22 025 S 0.5 S 025 S 025 S
23 025 S 0.5 S 025 S 025 S
24 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
25 025 S 0.5 S 025 S 025 S
26 025 S 0.5 S 025 S 025 S
27 025 S 0.5 S 025 S 025 S
28 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
29 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
30 025 S 0.5 S 025 S 025 S
31 025 S 0.5 S 025 S 025 S
32 025 S 0.5 S 025 S 025 S
33 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
34 025 S 0.5 S 025 S 025 S
35 025 S 0.5 S 025 S 025 S
36 025 S 0.5 S 025 S 025 S
37 025 S 0.5 S 025 S 025 S
38 025 S 0.5 S 025 S 025 S
39 025 S 0.5 S 025 S 025 S
40 025 S 0.5 S 025 S 025 S
41 025 S 0.5 S 025 S 025 S
42 025 S 0.5 S 025 S 025 S
43 025 S 0.5 S 0.125 S 025 S
16 M 025 S 0.5 S 0.125 S 0.125 S
Ether 025 S 0.5 S 025 S 0.5 S
Staf 025 S 025 S 025 S 025 S
E. coli 0.015 S 0.015 S 0.015 S 0.015 S
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Tablo 19: Siprofloksasin icin agar diliisyon ve E Test-2 yontemi ile tespit edilen MIK
degerleri ve duyarhhk- direnclilik durumlari.

KOKENLER AGAR DILUSYON E TEST-2
48 saat 72 saat 48 saat 72 saat

1 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
2 025 S 0.5 S 025 S 025 S
3 025 S 0.5 S 025 S 025 S
4 025 S 0.5 S 025 S 025 S
5 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
6 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
7 025 S 0.5 S 025 S 0.5 S
8 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
9 025 S 0.5 S 025 S 025 S
10 025 S 0.5 S 025 S 0.5 S
11 025 S 0.5 S 025 S 0.5 S
12 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
13 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
14 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
15 025 S 0.5 S 025 S 0.5 S
16 025 S 0.5 S 025 S 025 S
17 025 S 0.5 S 025 S 0.5 S
18 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
19 025 S 0.5 S 025 S 025 S
20 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
21 025 S 0.5 S 025 S 025 S
22 025 S 0.5 S 025 S 025 S
23 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
24 025 S 0.5 S 025 S 025 S
25 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
26 025 S 0.5 S 025 S 025 S
27 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
28 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
29 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
30 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
31 025 S 0.5 S 025 S 025 S
32 025 S 0.5 S 025 S 025 S
33 025 S 0.5 S 025 S 025 S
34 025 S 0.5 S 025 S 025 S
35 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
36 025 S 0.5 S 025 S 025 S
37 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
38 025 S 0.5 S 025 S 025 S
39 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
40 025 S 0.5 S 025 S 025 S
41 025 S 0.5 S 025 S 025 S
42 025 S 0.5 S 025 S 025 S
43 025 S 0.5 S 0.125 S 025 S
16 M 025 S 0.5 S 0.125 S 0.125 S
Ether 025 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S
Staf 025 S 025 S 025 S 025 S
E. coli 0.015 S 0.015 S 0.015 S 0.015 S
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Tablo 20: Rifampisin icin agar diliisyon ve E Test-1 yontemi ile tespit edilen MIK

degerleri ve duyarhhk- direnclilik durumlari.
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Rifampisin icin agar diliisyon ve E Test-2 yontemi ile tespit edilen MiK

degerleri ve duyarhhk- direnclilik durumlari.

.
.

Tablo 21
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Tablo 22: CLSI Kriterlerine Gére Simir Degerler

Antimikrobiyal S I R
Doksisiklin <1* - -
Streptomisin <g* - -
Siprofloksasin <1 - -
Rifampin <1 2 >4

(*:buyyonun CO,’ deki inkiibasyonu MIK’ i aminoglikozidlerde genellikle bir diliisyon yiikseltirken tetrasiklinlerde diisiirebilir.
buyyon CO,’ de inkiibe edildiginde streptomisine duyarl smnir degeri <16 p/ ml kabul edilir.)

Tablo 23: Agar diliisyon yontemiyle yorumlama kategorisine giren bakteri sayisi ve yiizdeleri

Antimikrobiyal 48 saat 72 saat
(%) (%)
S I R S I R
Doksisiklin 43(100) - - 43(100) - -
Streptomisin 43(100) - - 43(100) - -
Siprofloksasin 43(100) - - 43(100) - -
Rifampin 35(81) 8(19) - 2(5) 41(95) -

Tablo 24: E Test-1 yontemiyle yorumlama kategorisine giren bakteri sayisi ve yiizdeleri

Antimikrobiyal 48 saat 72 saat
(%) (%)
S I R S | R
Doksisiklin 43(100) - - 43(100) - -
Streptomisin 43(100) - - 43(100) - -
Siprofloksasin 43(100) - - 43(100) - -
Rifampin 43(100) - - 43(100) - -

Tablo 25: E Test-2 yontemiyle yorumlama kategorisine giren bakteri sayisi ve yiizdeleri

Antimikrobiyal 48 saat 72 saat
(%) (%)
S I R S I R
Doksisiklin 43(100) - - 43(100) - -
Streptomisin 43(100) - - 43(100) - -
Siprofloksasin 43(100) - - 43(100) - -
Rifampin 43(100) - - 39091)  4(9) -
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Veriler incelendi, normal dagilima uyup uymadiklar arastirildi ve normal dagilima
uymadiklar belirlendi (p>0.05). Bu nedenle istatistiksel analiz olarak non-parametrik 6l¢giim
degerleri igin bagimli gruplarda kullanilan bir test olan Wilcoxon Isaretli Siralar Testi
uygulandi. Verilerin serolojik siniflamalarina goére aralarindaki uyum korelasyon analizi
yapilarak belirlendi. Tiim istatistiksel analizlerde anlamlilik degeri <0.05 olarak belirlendi.
Ayrica agar aglitiinasyon sonuglarina gére E Test sonuglarinin uyum yiizdeleri hesaplandi.
Buna gore veriler her bir antibiyotik i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde tablo halinde sunuldu.
Verilerin serolojik siniflamasina gore 6l¢iim degerleri Wilcoxon Testi ile analiz edildi (Tablo

26-29).

Tablo 26: Doksisiklin icin korelasyon analiz sonuglari.

Wilcoxon Isaretli Siralar Testi

Doksisiklin p
Agardiliisyon48 | E Test -1 48 <0.01
Agardiliisyon48 | E Test -2 48 0.01
E Test -1 48 E Test-2 48 0.43
Agardiliisyon72 | E Test-1 72 <0.01
Agardiliisyon72 | E Test -2 72 <0.01
E Test-2 72 E Test-2 72 0.52

Tablo 27: Streptomisin icin korelasyon analiz sonug¢lari.

Wilcoxon Isaretli Siralar Testi

Streptomisin p
Agardiliisyon48 | E Test -1 48 0.72
Agardiliisyon48 | E Test -2 48 0.61
E Test-1 48 E Test-2 48 0.86
Agardiliisyon72 | E Test -1 72 <0.01
Agardiliisyon72 | E Test-2 72 0.01
E Test-2 72 E Test-2 72 0.01

Tablo 28: Siprofloksasin icin korelasyon analiz sonuclari.

Wilcoxon Isaretli Siralar Testi

Siprofloksasin p
Agardiliisyon48 | E Test -1 48 0.01
Agardiliisyon48 | E Test -2 48 <0.01
E Test-1 48 E Test-2 48 0.03
Agardiliisyon72 | E Test -1 72 <0.01
Agardiliisyon72 | E Test-2 72 <0.01
E Test-2 72 E Test-2 72 0.03
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Tablo 29: Rifampisin icin korelasyon analiz sonuclari.

Wilcoxon Isaretli Siralar Testi

Rifampisin p
Agardiliisyon48 | E Test -1 48 0.91
Agardiliisyon48 | E Test -2 48 0.98
E Test-1 48 E Test-2 48 0.16
Agardillisyon72 | E Test-1 72 <0.01
Agardiliisyon72 | E Test -2 72 <0.01
E Test-2 72 E Test-2 72 0.05

DOKSISIKLIN

Calismamizda doksisiklinin agar diliisyon yontemi ile 48 saat inkiibasyon sonunda
MIK araligi 0.03-0.125ug/ml, MiKs, ve MiKo, degeri 0.125 pg/ml olarak bulundu. MiK
aralig1 72 saat sonunda 0.06-0.25 pg/ml, MiKso ve MiKo, degeri 0.25 pg/ml olarak bulundu.
Her iki saat dilimi degerlendirildiginde MIiK degerlerinde bir kat diliisyon artis1 goriildii
(Tablo 11).

E Test-1 ile 48 saat inkiibasyon sonunda MIK aralig1 0.03-0.125 pg/ml, MiKso 0.06
ng/ml ve MiKgy degeri 0.125 pg/ml olarak bulundu. MiK aralig1 72 saat sonunda 0.06-0.125
png/ml, MiKs, ve MiKgy degeri 0.125 pg/ml olarak bulundu. Her iki saat dilimi
degerlendirildiginde MiKs, degerinde 1 kat diliisyon artis1 gdzlemlenirken MiKo, degerinin
degismedigi goriildii (Tablo 12).

E Test-2 ile 48 saat inkiibasyon sonunda MIK aralig1 0.03-0.125 pg/ml, MiKs, 0.06
ng/ml ve MiKgg degeri 0.125 pg/ml olarak bulundu. MiK aralig1 72 saat sonunda 0.03-0.125
pg/ml, MiKs, ve MiKg degeri 0.125 pg/ml olarak bulundu. Her iki saat dilimi
degerlendirildiginde MIKs, degerinde 1 kat diliisyon artisi gdzlemlenirken diger MIK
degerlerinin degismedigi goriildii (Tablo 13).

Her ii¢ testin doksisiklin icin MIK degerlerine bakildiginda; MIK araliginin aym
oldugu gériiliirken, agar diliisyonda MIKs, degerinin her iki E Test MiKs degerinden 1 kat
diliisyon yiiksek oldugu goriildii. Her iki E Test’de 72 saat sonunda MIK aralig1, MiKs, ve
MiKy, degerlerinin aym oldugu goriiliirken, agar diliisyon MIK araligmin her iki E Test’le
ayn1 oldugu, MiKsy ve MiKg, degerlerinin 1 kat diliisyon yiiksek oldugu goriildii.

Agar diliisyon ve E Test MIK degerleri karsilastirildiginda; agar diliisyon- E Test-1,
agar diliisyon- E Test-2 ve E Test-1- E Test-2 arasindaki uyum korelasyon analizi tablo 26’da

gosterilmistir. Buna gére doksisiklinin 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda MIK degerleri
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karsilastirildiginda agar diliisyonla E Test-1, agar diliisyonla E Test-2 arasinda degerler
acisindan iligki bulunamadi. E Test-1ve E Test-2 arasinda ise degerler acisindan iliski oldugu
goriildii.

Yorumlama kategorisine gore degerlendirildiginde; agar diliisyon yontemi ile 43
susun 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda doksisikline duyarli oldugu tespit edildi (%100). Ayni
sekilde her iki E Test yonteminde de 43 susun 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda doksisikline
duyarli oldugu tespit edildi (%100). Doksisiklin i¢in yorumlama kategorisini istatistiksel

olarak degerlendirdigimizde agar diliisyonla E Test arasindaki uyum %100 bulundu.

STREPTOMISIN

Calismamizda streptomisinin agar diliisyon yontemi ile 48 saat inkiibasyon sonunda
MIK araligi 2-4 ug/ml, MiKs, ve MiKy, degeri 2 pg/ml olarak bulundu. MIK aralig1 72 saat
sonunda 2-4 pg/ml, MiKs, ve MiKg degeri 4 pg/ml olarak bulundu. Her iki saat dilimi
degerlendirildiginde MIK aralig1 degerleri degismezken, MiKso ve MIKo, degerlerinde 1 kat
diliisyon artig1 goriildii (Tablo 11).

E Test-1 ile 48 saat inkiibasyon sonunda MIK araligi 1-16pg/ml, MiKs, ve MiKg
degeri 2png/ml olarak bulundu. MiK araligi 72 saat sonunda 2-16 pg/ml, MiKsy ve MiKo,
degeri 2 pg/ml olarak bulundu. Her iki saat dilimi degerlendirildiginde MiKsy ve MIKog
degerlerinin degismedigi goriildii (Tablo 12).

E Test-2 ile 48 saat inkiibasyon sonunda MIK aralig1 1-16 pg/ml, MiKs, ve MiKgg
degeri 2 png/ml olarak bulundu. MIK aralign 72 saat sonunda 2-16 pg/ml, MiKs, degeri 2
pg/ml ve MiKoy degeri 4 pg/ml olarak bulundu. Her iki saat dilimi degerlendirildiginde
MiK s, degerinin degismedigi, MiKoy degerlerinin de ise 1 kat diliisyon artis1 goriildii (Tablo
13).

Her ii¢ testin streptomisin i¢in MIK degerlerine bakildiginda; 48 saat inkiibasyonda E
Testlerde MiK araliginin, agar diliisyon yontemindeki 2-4 pg/ml arahigindan 1-16 pg/ml’ye
genisledigi, MIKs, ve MiKgg degerlerinin ayn1 oldugu goriildii. E Testlerde MIK araliginin72
saat sonunda, agar diliisyon yontemindeki 2-4 pg/ml araligindan 2-16 pg/ml’ye genisledigi,
MiKsy degerinin agar diliisyon degerinden 1 kat diliisyon az oldugu, MiKo, degerinin ise
agar diliisyon yonteminde 4 pg/ml iken E Test-1 yonteminde bir kat diliisyon azalmigken E
Test-2 yonteminde ayni oldugu saptandi. Sadece bir izolatimizda agar dillisyon 48 ve 72 saat
MIK degerleri 2 pg/ml olarak tespit edilirken ayn1 izolatimizin her iki E Test ydntemi ile 48

ve 72 saat MIK degerlerini 16 pg/ml (Aslinda E Test MIK degerleri her iki saat dilimi icin
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12pg/ml saptandi. Ancak ¢calismamizda E Test yontemi ile agar diliisyon yontemi degerlerini
karsilastirdigimizdan MIK degerini agar diliisyona denk gelen bir iist ikikat diliisyona
yuvarladik) bulduk (Tablo 16,17). CLSI kriterlerine gore buyyon CO2’de inkiibe edildiginde
streptomisine duyarli sinir degeri <16 pu/ml kabul edildiginden izolatimizi duyarl kabul ettik
(Tablo 22) (100).

Streptomisinin 48 saat inkiibasyonda MIK degerleri karsilastirildiginda agar
dilisyonla E Test-1, agar diliisyonla E Test-2 arasinda ve E Test-1’le E Test-2 arasinda
degerler acisindan anlamli iligki bulduk. 72 saat sonunda ise; agar diliisyonla E Test-1, agar
dilisyonla E Test-2 arasinda ve E Test-1’le E Test-2 arasinda degerler agisindan iliski
bulamadik (Tablo 27).

Yorumlama kategorisine gore degerlendirdigimizde; agar dillisyon yontemi ile 43
susun 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda streptomisine duyarli oldugunu tespit ettik (%100).
Ayni sekilde her iki E Test yonteminde de 43 susun 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda
doksisikline duyarl oldugunu tespit ettik (%100). Streptomisin i¢in yorumlama kategorisini

istatistiksel olarak degerlendirdigimizde agar dilisyonla E Test arasindaki uyumu %100

bulduk.

SIPROFLOKSASIN

Calismamizda siprofloksasinin agar diliisyon yontemi ile 48 saat inkiibasyon sonunda
MIK aralig1, MiKs, ve MiKy, degerleri 0,25 pg/ml olarak bulundu. MiK araligi 72 saat
sonunda, MIiKs, ve MiKy, degerleri 0.5ug/ml olarak bulundu. Her iki saat dilimi
degerlendirildiginde MIK araligi, MiKs, ve MiKg, degerlerinde 1 kat diliisyon artis1 saptandi
(Tablo 11).

E Test-1 ile 48 saat inkiibasyon sonunda MIK aralig1 0.125-0.5 pg/ml, MiKs, degeri
0.25 pg/ml ve MiKgo degeri 0.5 pg/ml olarak bulundu. 72 saat sonunda ise MIK aralig1 0,25-
0.5 pg/ml, MiKso degeri 0.25 ve MiKg degeri 0.5 pg/ml olarak bulundu. Her iki saat dilimi
degerlendirildiginde MIK araliginin 72 saat sonunda daraldigi, MiKso ve MiKgy degerlerinin
degismedigi goriildii (Tablo 12).

E Test-2 ile 48 saat inkiibasyon sonunda MiK aralig1 0.125-0.5 pg/ml, MiKs, degeri
0.25 pg/ml ve MiKoo degeri 0.5 pg/ml olarak bulundu. MIK aralig1 72 saat sonunda 0,25-0.5
pg/ml, MiKso degeri ve MiKoy degeri 0.5 pg/ml olarak bulundu. Her iki saat dilimi
degerlendirildiginde MIK araliginin 72 saat sonunda daraldigi, MiKsy degerinin 1 kat

diliisyon arttig1 ve MiKg, degerinin degismedigi goriildii (Tablo 13).
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Her ii¢ testin siprofloksasin i¢in MIK degerlerine bakildiginda; 48 saat inkiibasyonda
E Testlerde MIK araliginin, agar diliisyon ydntemindeki 0.25 pg/ml araligindan 0.125-0.5
ng/ml’ye genisledigi, MiKs, degerlerinin ayn1 oldugu ve MiKy, degerlerinin 1 kat arttig
saptandi. E Testlerde 72 saat sonunda MiK araliginin, agar diliisyon yontemindeki 0.5 pg/ml
araligindan 0.25-0.5 pg/ml’ye genisledigi, MiKso degerinin E Test-1 ydnteminde agar
diliisyon degerinden 1 kat diliisyon azaldig1, MiKg, degerinin ise her ii¢ testte de ayn1 oldugu
saptandi.

Siprofloksasinin 48 ve 72 saat inkiibasyonda MIiK degerleri karsilastirildiginda agar
dilisyonla E Test-1, agar dilisyonla E Test-2 arasinda ve E Test-1’le E Test-2 arasinda
degerler acisindan iliski bulunmadi.

Yorumlama kategorisine gore degerlendirdigimizde; agar diliisyon yontemi ile 43
susun 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda siprofloksasine duyarli oldugunu tespit ettik (%100).
Ayni sekilde her iki E Test yonteminde de 43 susun 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda
siprofloksasine duyarli oldugunu tespit ettik (%100). Siprofloksasin i¢in yorumlama
kategorisini istatistiksel olarak degerlendirdigimizde agar diliisyonla E Test arasindaki

uyumu %100 bulduk (Tablo28).

RIFAMPISIN

Calismamizda rifampisinin agar diliisyon yontemi ile 48 saat inkiibasyon sonunda MIK
aralig1 0.5-2ug/ml, MiKso degeri 1pg/ml ve MiKo, degerleri 2 pg/ml olarak bulundu. MIK
aralig1 72 saat sonunda 1-2 pg/ml, MiKs, ve MiKo, degerleri 2 pg/ml olarak bulundu. Her iki
saat dilimi degerlendirildiginde 72 saat sonunda MiK araliginin daraldigi, MIKs, degerinin 1
kat diliisyon arttig1 ve MiKoy degerinde degisiklik olmadig1 saptandi (Tablo 11).

E Test-1 ile 48 saat inkiibasyon sonunda MIK araligi 0.5-1pg/ml, MIiKs, ve MiKoy
degeri 1png/ml olarak bulundu. MiK aralig1 72 saat sonunda 0.5-1 pg/ml, MiKsy ve MiKo,
degeri 1 pg/ml olarak bulundu. Her iki saat dilimi degerlendirildiginde MiK araligi, MiKs,
ve MiKy, degerlerinin ayn1 oldugu saptandi (Tablo 12).

E Test-2 ile 48 saat inkiibasyon sonunda MIK araligr 0.5-1 pg/ml, MiKs, ve MiKoy
degeri 1png/ml olarak bulundu. MiK aralig1 72 saat sonunda 0.5-2 pg/ml, MiKsy ve MiKo,
degeri 1 pg/ml olarak bulundu. Her iki saat dilimi degerlendirildiginde MIK araligmin 72
saat sonunda genisledigi, MiKsy ve MiKoy degerlerinin aymi oldugu saptandi (Tablo 13).

Her iic testin rifampisin i¢in MIK degerlerine bakildiginda; 48 saat inkiibasyonda E

Testlerde MIK araligimin, agar diliiyon yontemindeki 0.5-2pg/ml araligindan 0.5-1pg/ml
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araligina daraldigi, MIKso degerlerinin aym oldugu ve MiKoy degerlerinin bir kat azaldig
saptand1. E Test-1 MIK araligimin 72 saat sonunda, agar diliiyon yontemindeki 1-2 pg/ml
araligidan 0.5-1 pg/ml araligina 1 kat diliisyon azaldigi, E Test-2 MIK araliginin ise 0,5-2
ng/ml arahigina genisledigi, MiKsy ve MiKgy degerinin her iki E Test ydnteminde agar
diliisyon degerinden 1 kat diliisyon diisiik oldugu saptandi.

Rifampisinin 48 saat inkiibasyonda MIK degerleri karsilastirildiginda agar diliisyonla
E Test-1, agar diliisyonla E Test-2 ve E Test-1’le E Test-2 arasinda degerler agisindan
anlaml iliski bulduk. Rifampisinin 72 saat sonunda MIiK degerleri karsilastirildiginda ise;
agar dilisyonla E Test-1, agar diliisyonla E Test-2 arasinda bir iliski bulamazken, E Test-1’le
E Test-2 arasinda degerler agisindan iliski bulduk.

Yorumlama kategorisine gore degerlendirdigimizde; agar diliisyon yontemi ile 48 saat
inkiibasyonda rifampisine 43 susun 35’inin (%81) duyarli, 8’inin (%19) ise orta derecede
duyarl oldugunu saptadik. Tiim suglarimizdan 72 saat sonunda 2’sinin (%5) duyarli, 41’inin
(%95) ise orta derecede duyarli oldugunu saptadik. E Test-1 yonteminde 43 susun hepsinin
(%100) 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda rifampisine duyarli oldugunu saptadik. E Test-2
yonteminde ise 48 saat inkiibasyonda rifampisine 43 susun hepsinin (%100) duyarl, 72 saat
sonunda ise 43 susun 39’unun (%91) duyarlt 4’linlin (%9) orta derecede duyarli oldugunu
saptadik. Her tli¢ testi karsilastirdigimizda; 48 saat inkiibasyon sonunda 8 izolati, agar
diliisyon yontem ile rifampisine orta derece duyarli bulurken ayni 8 izolat1 her iki E Test
yontemi ile duyarli bulduk. 35 izolati, agar diliisyon yontem ile rifampisine orta derece
duyarli bulurken ayni1 35 izolat1 her iki E Test yontemi ile duyarl bulduk. 72 saat inkiibasyon
sonunda ise; 41 izolati, agar dillisyon yontemi ile rifampisine orta derece duyarl bulurken, E
Test-1 yontemi ile ayn1 41 izolatt1 duyarli bulduk, ayni sekilde 2 izolat1 agar diliisyon
yontemi ile rifampisine duyarli bulurken E Test-1 yontemi ile ayni 2 izolat1 yine duyarlt
bulduk. E Test-2 yontemi ile 4 izolat1 rifampisine orta derece duyarli bulurken agar diliisyon
yontemi ile ayni1 4 izolatt1 orta derece duyarli bulduk. Agar diliisyon yontemi ile 2 izolati
rifampisine duyarli bulurken E Test-2 yontemi ile ayn1 2 izolati yine duyarli bulduk.
Rifampisin i¢in yorumlama kategorisini istatistiksel olarak degerlendirdigimizde agar
diliisyonla E Test arasindaki uyumu %83 bulduk.

Calismamizda kulanilan metotlara ait besiyeri ve antibiyotiksiz besiyeri kontrol
petrilerinin goriiniimii Resim 1 ve 2’de, ¢alismamizda test edilen antimikrobiyallere ait agar
diliisyonla 48 saat inkiibasyonda elde edilen MIK araligi degerlerindeki kolonilerin

goriiniimleri Resim 3-5-7-9°da, 72 saat sonunda MiK degerlerindeki degisiklikler Resim 4-6-
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8-10’da goriilmektedir. Ayrica bu antimikrobiyaller test edildiginde 6rnek olarak secilen 32.
izolatimiza ait E Test ile 48 saat inkiibasyonda elde edilen MIK degerleri Resim 11 ve 13°de,

72 saat sonunda MIK degerlerindeki degisiklikler Resim 12 ve 14’de goriilmektedir.

Resim 2: Antibiyotiksiz besiyeri kontrol petrisi
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0.125 pg/ml 0.06 pg/ml 0.03 pg/ml 0.015 pg/ml

Resim 3: Doksisiklin iceren petrilerde 48 saat inkiibasyonda bakteri kolonilerinin

goriniimii

0.125 pg/ml

Resim 4: 0.125 pg/ml doksisiklin iceren petride 72 saat inkiibasyonda bakteri

kolonilerinin goriiniimii
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4 pg/ml 2 pg/ml 1 pg/ml

Resim 5: Streptomisin iceren petrilerde 48 saat inkiibasyonda bakteri kolonilerinin

goriiniimii

2 pg/ml

Resim 6: 2 pg/ml streptomisin iceren petride 72 saat inkiibasyonda bakteri

kolonilerinin goriiniimii
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0.25 pg/ml 0.125 pg/ml

Resim 7: Sipofloksasin iceren petrilerde 48 saat inkiibasyonda bakteri

kolonilerinin goriiniimii

0.25 pg/ml

Resim 8: 0.25 pg/ml siprofloksasin iceren petride 72 saat inkiibasyonda bakteri
kolonilerinin goriiniimii
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2 pg/ml 1 pg/ml 0.5 pg/ml

Resim 9: Rifampisin iceren petrilerde 48 saat inkiibasyonda bakteri kolonilerinin

goriiniimii

1 pg/ml

Resim 10: 1 pg/ml rifampisin iceren petride 72 saat inkiibasyonda bakteri

kolonilerinin goriiniimii
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0.047 pg/ml (0.06 pg/ml)y’ 1.5 pg/ml (2 pg/ml)y’

Resim 11: Doksisiklin ve streptomisin E Test ile test edildiginde 48 saat

inkiibasyonda olusan inhibisyon zonu ve MiK degerleri

(*: rapor edilirken agar diliisyon degerine yuvarlanan deger)

1.5 pg/ml 2 pg/ml)  ? 0.064 pg/ml (0.125° pg/ml)

Resim 12: Doksisiklin ve streptomisin E Test ile test edildiginde 72 saat

inkiibasyonda olusan inhibisyon zonu ve MiK degerleri

(*: rapor edilirken agar diliisyon degerine yuvarlanan deger
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0.25 pg/ml 1 pg/ml

Resim 13: Rifampisin ve siprofloksasin E Test ile test edildiginde 48 saat

inkiibasyonda olusan inhibisyon zonu ve MiK degerleri (32. izolata aittir)

1.5 pg/ml (2 pg/ml)’ 0.25 pg/ml (0.25 pg/ml)’

Resim 14: Rifampisin ve siprofloksasin E Test ile test edildiginde 72 saat
inkiibasyonda olusan inhibisyon zonu ve MIK degerleri (32. izolata
aittir)

(*: rapor edilirken agar diliisyon degerine yuvarlanan deger)
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TARTISMA

Bruselloz, diinyanin birgok yerinde goriilen, is giicli kayb1 ve ekonomik kayiplara neden
olan insanlara hayvan iirlinlerinden dogrudan veya dolayl olarak bulasan ve Tiirkiye’de
endemik olan bir zoonozdur (4). Ulkemizde bruselloz igin temel bulas kaynagi hastaligm
endemik oldugu diger iilkelerde oldugu gibi pastorize edilmemis siit ve siit {irlinlerinin
tiiketimidir. Hastalik insidansi, Giineydogu Anadolu Bdlgesi’nde en yiiksek iken, Akdeniz
bolgesinde en diisiiktiir. Ulkemizde 6zellikle hayvanciligin yogun oldugu kirsal kesimde daha
siklikla goriilmekte (104) ve kirsal kesimde daha ¢ok B. melitensis infeksiyonu goriiliirken,
biiyiik sehirlerde daha ¢ok B. abortus infeksiyonuna rastlanmaktadir (2). Ulkemizde B. canis
infeksiyonu bildirilmisken ulasilabilen yayinlara gore B. suis infeksiyonu ise bildirilmemistir
(2,104). Tirkiye’de hastalik etkeni olarak izole edilen tiirlerin biiyliik cogunlugu B.
melitensis’tir (104) ve en yaygin sus B. melitensis biyotip 3’tiir (48). Ulkemizde brusellozun
yillik mortalite hiz1 milyonda 0.01°dir (104).

Brusellozun 6zgiin tanisi, kan, kemik iligi, BOS, eklem sivisi, periton ve plevra sivisi,
sperm gibi orneklerde Brucella bakterilerinin iiretilmesi veya uygun klinik tablo varliginda
standart tiip agliitinasyon testinde 1/160 ve iizerindeki titrelerin varligi ile konmaktadir
(6,104). Son yillarda otomatize kan kiiltiirli sistemleri ile Brucella bakterilerinin daha hizlh
tiretilebildigi (3,18,104), yedi giinliik kan kiiltiirii protokolleri ile %95’in {izerinde pozitiflik
saptayabildigi bildirilmektedir (50).

Bruselloz sagaltiminda kombine ve uzun siireli antibiyotik kullanimi gerekliligi
tartismasizdir. Sagaltimda amag akut hastaligi kontrol altina almak, komplikasyon ve niiksleri

onlemektir (104). DSO’niin en son onerdigi tedavi rejimi en az 6 hafta siireyle doksisiklin
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(200 mg/giin) ve rifampisin (600-900 mg/giin) kombinasyonudur. Alternatif olarak
streptomisin (1 g/gilin, intramiiskiiler, 14 giin siireyle) ve doksisiklin (200mg/giin, 6 hafta
stireyle) veya tetrasiklin (2 g/giin, 4 esit dozda, 6 hafta siireyle) kombinasyonu dnerilmektedir
(6). Florokinolonlar, oral biyoyararlanimlari, yiliksek doku konsantrasyonlart ve fagositik
hiicrelerdeki yiiksek hiicre i¢i konsantrasyonlar ile bruselloz tedavisinde alternatif bir segenek
olarak diistiniilmektedir (77). Brucella cinsi bakteriler hiicre i¢i patojenlerdir ve fagolizozom
gibi asidik ortamlara (~5.4) diren¢ gosterirler. Basarili bir tedavi i¢in hiicre i¢ine penetre
olabilen antibiyotikler gerekmektedir (105,106). Hastaligin 6nemi kronik morbiditeye yol
acmasidir. Bruselloz tedavisinde ideal olan, tedavi basarisizligin1 ve niiks yiizdesini minimale
indirmektir (107). Ayrica uzun siireli kombine tedavi ihtiyaci, kullanilan ilaglarin yan etkileri
de yeni ilaglarin aranmasina neden olmaktadir.

Hiicre i¢inde cogalan ve yasamlarint siirdiirebilen Brucella bakterileri, bagisiklik
sisteminden korunabilme yetenegine sahip oldugundan bir¢ok antibiyotigin etkisinden
korunduklar1 goriiliiyor. Bu da intraselliiler bakterilerinin konak hiicrelerine sadece zarar
vermekle kalmayip niikslere de neden olusunun kantidir. Antibiyotiklerin intraseliiler
bakterilere kars1 etkileri zayif oldugu icin direngli mutantlar da gelisebiliyor (108).

Brucella spp. izolatlarinin antibiyotik duyarliliklari ile ilgili ¢aligmalar olmakla birlikte,
Brucella duyarlilik testleri pratikte rutin olarak kullanilmiyor (14). Bu gibi testler laboratuar
personeli arasinda kontaminasyon riski tasir ve biyogiivenlik 3 diizeyini gerektirir. Ayrica in
vitro antimikrobiyal duyarlilik klinik etkinlikle her zaman paralellik gdstermemektedir (11).
Bu ylizden standardize edilmig bir test yontemi ya da sonuglarin yorumlanmasina yonelik bir
kilavuz yoktur ( 8,109).

Brucella cinsi bakterilerin antibiyotik duyarliliklarinin nasil test edilecegini agiklayan
EUCAST i hazirladigy, intraseliiler patojenlerin antibiyotik duyarliliginin saptanmasinda
kullanilacak yontemleri iceren kilavuzunda iki teknik onerilmektedir: Ariza ve ark., Bosh ve
ark.’nin (92,110,111) caligmalarinda onerilen agar diliisyon yontemi ve Hall ve ark.’nin
(91,92) onerdigi broth diliisyon yontemi. Bu kilavuza gore Brucella bakterileri i¢in agar
diliisyon yontemiyle MiK degerlerinin tespitinde %1 hemoglobin ve %1 PoliViteX igeren
MHA kiiltir ortam1 olarak kullanilmalidir. Alternatif olarak o&zellikle trimetoprim-
siilfonamid’ler test edilecegi zaman %5 koyun kani veya %5 at serumu iceren MHA
kullanilabilir. inokulum yogunlugu 10* CFU/ml olmali ve 18-48 saat 37°C’de %5 CO,’li
ortamda inkiibasyon yapilmalidir. Brucella bakterileri i¢in Broth diliisyon y&ntemiyle MiK

degerlerinin tespitinde ise, %1 hemoglobin ve %1 PoliViteX igeren Brucella broth
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kullanilmalidir. inokulum 24 saat broth kiiltiirde inkiibe edilmis 0.5 McFarland yogunluguna
ayarlanmalidir. 37°C’de 48 saat %5 CO;’li ortamda inkiibasyon yapilmali, B. ovis suslari test
edilecekse 7 giin boyunca durum degerlendirilmelidir (92).

Turkmani ve ark. (10), dogu akdenizden izole edilen 57 tanesi klinik 6rneklerden 17
tanesi hayvan {irlinlerinden elde edilen 74 Brucella izolatinin antibiyotik duyarliliklarini
arastirmiglar. Bu izolatlarin 11 antibiyotige (tetrasiklin, rifampisin, streptomisin, gentamisin,
norfloksasin, siprofloksasin, levofloksasin, trimetoprim-sulfometoksazol, ampisilin,
amoksisilin/ klavulanik asit, eritromisin) kars1 duyarliliklarin1 E Test yontemi ile test etmisler.
Tiim suslar1 B. melitensis olarak tammlamuslar. %5 Koyun kani i¢eren vel0>-10° CFU/ml
yogunlugundaki inokulum ekilmis MHA plaklarini, E Test striplerini yerlestirdikten sonra
35°C’de 48 saat inkiibe etmigler. En yiiksek MiKs, degerini norfloksasin ve eritromisin (1.5
pg/ml), en diisiik MiKsy degerini tetrasiklin (0.125 pg/ml) ve en yiiksek MiKqy degerini
eritromisin (4 pg/ml), en diisiik MIKy, degerini tetrasiklin, siprofloksasin, levofloksasinle (0.5
ng/ml) elde etmisler. izolatlarin 2’si 1.5 pg/ml rifapisinle inhibe olmus. Bunu direng degil
azalmis duyarhilik olarak yorumlamislar. Izolatlarin 8’i trimetoprim-sulfometoksazole orta
derece duyarli bulunmus. Tiim izolatlar diger antibiyotiklere duyarli bulunmus. Streptomisin
ve gentamisinin MIK degerlerinin diger calismalarda oldugu gibi diisiik bulundugunu;
kinolonlarm MIK degerlerini diisiik bulmalarina karsin in vivo etkinliklerinin hala tartismali
oldugunu; ampisilin, amoksisilin/ klavulanik asit, eritromisinin in vivo bruselloz tedavisinde
basarisiz oldugu bilindigi halde aragtirma amagh test ettiklerini ve ampisilin, amoksisilin/
klavulanik asitin MiK degerlerini diisiik bulduklar1 halde bunun terapétik tedaviyle baglantili
olmadigini sdylemislerdir. Sonug¢ olarak rifampisinin tiiberkiiloz tedavisi i¢in saklanmasi ve
diger antibiyotiklerin bu yiizden duyarhiliklarinin belirlenmesi, antibiyotik duyarlilik
testlerinin kritik noktalarda tedaviye yardimci olma, epidemiyolojik arastirmalar, potansiyel
salginlarin dnlenmesi i¢in gelistirilmesi gerektigini savunmuslar ve bu nedenle de basit,
giivenilir ve diisik maliyetli bir Brucella antibiyotik duyarlilik testi metodunun bulunmasinin
ila¢ direncinin olusmasindan 6nce saptanmasinin faydali olacagini 6ne stirmiislerdir.

Marianelli ve ark. (14), Italya- Sicilya’da Brucella izolatlarmin epidemiyolojik,
molekiiler ve antibiyotik duyarlilik karakterizasyonunu saptamak amaciyla yaptiklar: bir
calismada; brusellozlu 20 hastadan alinan izolatlar1 BACTEC 9120 sistemiyle 37°C’de 7 giin
icinde tespit etmisler. Klasik tanimlama yontemleriyle tiim izolatlar1 B. melitensis biyotip 3
olarak tanimlamislar. Antibiyotik duyarliligin1 E Test yontemiyle iki farkli agar kullanarak

test etmisler ve sonuclar1 karsilastirmislar. %5 Koyun kani igeren MHA ve %S5 at serumu
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iceren Brucella agar plaklarina 0.5 McFarland bulanikliga ayarlanmis inokulumu ekip, E Test
striplerini yerlestirmisler ve bu plaklar1 37°C’de %5 CO,’li ortamda 48 saat inkiibe etmisler.
Kullamilan iki farkl kiiltiir ortaminda anlamli olmayan farkliliklar bulmuslar. En diisiikk MiK
degerlerini trimetoprim-sulfametoksazol (MIK aralig1: 0.012-0.064 pg/ml) ve en yiiksek MiK
degerlerini rifampisin (MIK aralig1: 0.75- 2 pg/ml) ile elde etmisler. izolatlarin 2 tanesini
rifampisine orta derecede duyarli olarak yorumlamiglar ve izolatlarin tamamini diger
antibiyotiklere duyarli bulmuslar. Calismalarinda Ether ve rifampisin antibiyotiginin kontrolii
icin rifampisine direncli tek Brucella referans susu olan RB51 referans suslarini kullanmuslar.
[zolatlar i¢in bulduklart MIK araliklarini Ether susunun MiK degerleri ile karsilastirdiklarinda
anlaml farkliliklar bulamamuiglar. Ayrica tiim izolatlarinda prokaryotlarda rifampisin
antibiyotiginin hedefi olan rpoB genini ve rifampisine orta derecede duyarli olan 2 izolatta B.
melitensis biyotip 3 molekiiler marker’in1 (M12491) tespit etmisler. Bu nedenle aragtirilan tiim
izolatlarin genelde tiim test edilen antimikrobiyallere ve rifampisine duyarli bulunabilecegini
iddia etmisler. Sonug olarak, Brucella tirlerinin antibiyotik duyarliligmin tespitinde kolay
uygulanmasi, zaman kaybina yol agmamasi ve daha az emek gerektirmesi nedeniyle E Test
yonteminin; her iki kiiltlir ortaminda anlamli farliliklar olmadigi halde inhibisyon zonunun net
goriilmesinden ve MIK kalibresini belirten striplerin daha kolay okunabilir olmasindan dolay1
MHA kiiltiir ortaminin tercih edilebilecegini; endemik olan bolgelerde ilag¢ direncinin erken
tespiti i¢in ¢ogu yaygin kullanilan bu antibiyotiklere suslarin duyarliliginin araliklarla
degerlendirilmesi gerekliligini 6ne slirmiislerdir.

Bodur ve ark. (112), 2003 yilinda yaptiklar1 bir calismada 41 Brucella izolatinin
biyotiplerini tanimlamis ve antimikrobiyal duyarliliklarin1 tespit etmisler. Bu izolatlarin 39
tanesini B. melitensis biyotip 3, iki tanesini de B.melitensis biyotip 1 olarak tanimlamislar.
Antibiyotik duyarliliklarint E Test yontemi ile test etmisler. %5 koyun kani iceren MHA
plaklarina son inokulum 10°-10° olacak sekilde ekim yapmuslar, E Test striplerini yerlestirip
bu plaklar1 35°C° de normal atmosfer kosullarinda 48 saat inkiibe etmislerdir. MiKgq
degerlerini sirastyla; doksisiklin i¢in 0.064 pg/ml, siprofloksasin i¢in 0.25 pg/ml, seftriakson
ve trimetoprim-sulfometoksazol icin 0.38 pg/ml, rifampin i¢in 0.75 pg/ml olarak tespit
etmisler. Buna gére doksisiklin en diisiik MIKs, ve MiKg degeri gosterirken rifampisin en
yliksek MiKs, ve MiKgg degeri gostermistir. Sonug olarak, Brucella tiirlerine kars1 kullanilan
geleneksel anti-Brucella antibiyotiklerinin in vitro aktif oldugunu, bu yiizden rutinde Brucella
tirlerine kars1 antibiyotik duyarlilik testlerinin gerekli olmadigini fakat antimikrobiyal

direncin araliklarla saptanmasinin gerektigini 6ne siirmislerdir.
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Kose ve ark. (113), 2005 yilinda brusellozlu hastalardan elde edilen 11 izolati
tanimlamislar ve izolatlarin tamamini B. melitensis, bunlarin 10 tanesini B. melitensis biyotip
3 1 tanesini de B.melitensis biyotip 1 olarak tespit etmisler. Tiirleri; CO, gereksinimleri, iireaz
etkilesimleri, H,S iiretimi, boyalarda iireme, Brucella faj ve monospesifik antiserumlara
verdikleri agliitinasyon ozelliklerine gore belirlemigler. Antibiyotik duyarliliklarint E Test
yontemi ile test etmigler. 0.5 McFarland bulanikligindaki bakteriyal inokulum ekilmis ve E
Test stripleri yerlestirilmis %5 koyun kani igeren MHA plaklarini 37°C’de 48 saat inkiibe
etmisler. MiKo, degerlerini sirastyla; doksisiklin icin 0.047 pg/ml, siprofloksasin igin 0.25
nug/ml, seftriakson i¢in 0.5 pug/ml, rifampin i¢in 0.75 pg/ml ve trimetoprim-sulfometoksazol
icin 1 pg/ml olarak tespit etmisler. Buna gore doksisiklin en diisiik MiKg, degeri gdsterirken
trimetoprim-sulfometoksazol en yiiksek MiKgy degeri gdstermis. Tiim izolatlar1 doksisiklin,
rifampin, siprofloksasin ve seftriaksona duyarli, 11 izolatin yalmzca 1’1 trimetoprim-
sulfometoksazole yar1 duyarli bulmuslar. Sonu¢ olarak, Tiirkiye’den bildirilen E Test
yontemiyle yapilan bir¢ok calismayla uyumlu sonuglar elde ettiklerini ve E Testin broth
mikrodiliisyon ydntemine gore kolay uygulanabilir, fazla emek gerektirmeyen ve zaman
kazandiric1 6zellikleri nedeniyle Brucella tiirlerinin antibiyotik duyarliliginin saptanmasinda
kullanilabilecegini 6ne stirmiislerdir.

Baykam ve ark. (114), 2004 yilinda 42 Brucella susunun in vitro antibiyotik
(seftriakson, doksisiklin, rifampisin, siprofloksasin, co-trimaksazol) duyarliligini E Test
yontemi ile test etmisler. Bu suslarin 37 ‘sini B. melitensis, 5’ini B. abortus; B.
melitensis’lerin  29’unu  B.melitensis biyotip 3, 8’ini B.melitensis biyotip 1 olarak
tammlamuslar. E Test stripleri yerlestirilmis %5 koyun kani igeren MHA plaklarin1 35°C’de
48 saat inkiibe etmisler. MIiKq degerlerini sirasiyla; doksisiklin i¢in 0.06 pg/ml,
siprofloksasin icin 0.19 pg/ml, seftriakson i¢in 0.5 pg/ml, rifampisin i¢in 1 pg/ml ve co-
trimaksazol i¢in 1.5 pg/ml olarak tespit etmigler. Doksisiklinle en diisiik, rifampisinle en
yliksek MIKsy ve doksisiklinle en diisiik, co-trimaksazolle en yiiksek MiKgq degerleri
saptamiglar. Suslarin tamamu seftriakson, doksisiklin ve siprofloksasine duyarl iken 4 sus
(2’si B. melitensis biyotip 3, 2’si B. melitensis biyotip 1) rifampisine orta derece duyarli, 1 sus
(B. melitensis biyotip 3) da co-trimaksazole direncli olarak saptanmis. Sonug olarak Brucella
tiirlerine kars1 yaygin olarak kullanilan antimikrobiyallerin in vitro olarak etkili oldugunu,
Tiirkiye’de yapilan bir¢ok calismadaki sonuglarla uyumlu sonuglar bulduklarini, yine bir¢ok
calismada oldugu gibi bruselloz tedavisinde kullanilan doksisiklinin en aktif antimikrobiyal

oldugunu, Tiirkiye’de anlamli diren¢ olmamasina ragmen tiiberkiiloz gibi hastaliklarda yaygin
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olarak kullanilan rifampisinin bolgesel duyarliliginin araliklarla test edilmesi gerekliligini 6ne
siirmiislerdir.

Ayaslioglu ve ark. (11), kan ornekleriden izole ettikleri 46 Brucella izolatinin
antimikrobiyal duyarhiliklarini saptanuslar. Izolalarin 45°ini B. melitensis biyotip 3, 1’ini de B.
melitensis biyotip 1 olarak tanimlamiglar ve bu izolatlara karsi tetrasiklin, streptomisin,
siprofloksasin, azitromisin ve rifampin antimikrobiyallerinin in vitro etkinligini E Test
yontemi ile arastirmislar. 0.5 McFarland bulanikligina ayarlanmis bakteriyal inokulum
ekilmis ve E Test stripleri yerlestirilmis %5 koyun kani igeren MHA plaklarini 48 saat inkiibe
etmisler. MiKs, degerleri tetrasiklin ve siprofloksasin 0.125 pg/ml, streptomisin 0.25 pg/ml,
rifampin 0.5 pg/ml, azitromisin 0.75 pg/ml; MiKg, degerleri ise tetrasiklin ve siprofloksasin
0.25 pg/ml, streptomisin 0.5 pg/ml, rifampin ve azitromisin 1 pg/ml olarak tespit edilmis. En
distk MiKso ve MiKg degerleri tetrasiklin ve siprofloksasinde izlenirken en yiiksek MiKs,
degeri azitromisin, MIKyy degeri ise rifampin ve azitromisinde goriilmiis. Tiim izolatlar
tetrasiklin, streptomisin, siprofloksasin ve azitromisine duyarli iken, 44 izolat rifampisine
duyarli 2 izolat ise orta derece duyarli olarak tespit edilmis. Sonu¢ olarak klasik tedavi
rejiminde kullanilan tetrasiklin, streptomisin ve rifampinin yaninda iki alternatif antibiyotik
olan siprofloksasin ve azitromisinin de in vitro etkinliklerinin iyi oldugunu; siprofloksasinin
ozellikle tetrasikline yakin MIK degerleri gosterdiginden dolay1r kombine tedavi igin iyi bir
aday oldugunu, azitromisinin ise in vitro iyi olmasina karsin klinik olarak daha fazla
arasgtirtlmasi gerektigini savunmuslardir.

Turan ve ark. (107), 82 Brucella susuna karsi tigesiklin, doksisiklin, siprofloksasin ve
rifampin duyarliligint E Test yontemi ile incelemisler. Tiim suslar1 B. melitensis olarak
tanimlamuslar. %5 Koyun kani iceren MHA plaklarina 0.5 McFarland bulanikliga ayarlanmis
inokulumu ekip, E Test striplerini yerlestirdikten sonra, plaklar1 35°C’de 48 saat inkiibe
etmisler. Calismada doksisiklin en diistlik, rifampisin en yiiksek MiKs, ve MiKgy degerlerine
sahip bulunmus. Doksisiklin, tigesiklin, siprofloksasin ve rifampisinin MiKs, degerleri
sirastyla 0.016 pg/ml, 0.064 pg/ml, 0.094 pg/ml ve 0.75 pg/ml; MiKo, degerleri sirasiyla
0.047 pg/ml, 0.125 pg/ml, 0.19 pg/ml ve 1.5 pg/ml olarak bulunmus. Tigesiklin doksisiklin
kadar olmasa da siprofloksasin ve rifampisinden daha etkin aktivite gdstermis. Ayrica tim
suslar doksisiklin ve siprofloksasine karsi duyarli bulunmugken 63 susun rifampisine duyarl,
19 susun ise orta derecede duyarli oldugunu tespit etmisler. Bu verilere gore tigesiklinin,

doksisiklin kadar etkili olmasa da diger antibiyotiklerle mukayese edildiginde diisiik MIiK

75



degerlerine sahip oldugundan tedavide alternatif olarak kullanilabilecegi ancak bunun in vivo
olarak ispatlanmasi gerektigini 6ne siirmiislerdir.

Zer ve ark. (115), 39 Brucella susuna karsi klasik tetrasiklinlerin semi-sentetik analogu
olan tigesiklinin in vitro etkinligini E Test yontemiyle test etmisler. %5 Koyun kani iceren
MHA plaklarina 1 McFarland bulanikliga ayarlanmis inokulumu ekip, E Test striplerini
yerlestirdikten sonra, plaklar1 37°C’ de 48 saat inkiibe etmisler. Tim suslar1 B. melitensis
olarak tanimlamislar ve tigesiklinin MIK araligin1 <0.016-0.094 pg/ml olarak oldukca diisiik
bulmuslar. Standart tedavi rejimlerinin dezavantajlari, niikslerin varligi, tiiberkiilozun
endemik oldugu bolgelerde rifampisine diren¢ olmasi gibi sebeplerden dolay1 alternatif tedavi
arayislarinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle tigesiklinin in vitro etkinligini ispatlamaya ¢alismiglar
ve etkin oldugunu iddia etmisler. Ancak bunun in vivo calismalarla da desteklenmesi
gerektigini O6ne slirmiislerdir.

Kaya-Firat ve ark. (116), 1999-2002 yillar1 arasinda 30 hastadan izole ettikleri B.
melitensis susuna kars1 rifampisin, tetrasiklin, streptomisin antimikrobiyallerinin in vitro
duyarhiliklarint E Test ile tespit etmisler. Bu ii¢ antimikrobiyalin énce her sus icin MIiK
degerlerini tespit etmisler, sonra kombinasyonlarinin her sus icin FIC indekslerini
hesaplamislar. Arastirma sonucunda MIiK araliklarim rifampisin igin 0.25-2 pg/ml, tetrasiklin
icin 0.016-1 pg/ml ve streptomisin i¢in 0.094-1.5 pg/ml olarak tespit etmisler.
Antimikrobiyallerin kombinasyonunda ise; streptomisin- tetrasiklin kombinasyonunda %66.7
sinerji (20 sus), %33.3 indifferens (10 sus); rifampisin- tetrasiklin kombinasyonunda %87
sinerji (26 sus), %13 indifferens (4 sus); streptomisin- rifampisin kombinasyonunda ise %60
sinerji (18 sus), %37 indifferens (11 sus) ve %3 antagonizma (1 sus) tespit etmisler. Bu
sonuclara gore; in vitro diger kombinasyonlarla karsilastirildiginda en iyi etkili olanin
rifampisin- tetrasiklin kombinasyonu oldugu ve rutinde Brucella i¢in antimikrobiyal
duyarlilik testleri tavsiye edilmemesine ragmen tedavide yetersizlik, niiksler ve tekrarlayan
enfeksiyonlar nedeniyle E Testle sinerji testleri uygun tedavi seciminde yardimcidir tezini
savunmuslardir.

Kilig ve ark. (109), 16 B. melitensis susunu kullanarak E Test yontemiyle geleneksel
antimikrobiyal kombinasyonlarin aktivitesini 6lgmeyi amaglamiglar. Tiim suslar1 B. melitensis
biyotip 3 olarak tanimlamislar. Antibiyotiklerin tek baslarina MIK degerlerini de E test
yontemi ile tespit etmisler. Sinerji testinde E Test predifiizyon yontemini kullanmiglar. %5
Koyun kani iceren MHA plaklarina 0.5 McFarland bulanikliga ayarlanmis inokulum ekip, E

Test striplerini yerlestirdikten sonra, plaklari 35°C’de normal atmosfer kosullarinda 48 saat
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inkiibe etmisler. MIKso degerlerine gore en aktif antibiyotikler trimetoprim-sulfometoksazol
(0.064 pg/ml) ve moksifloksasin (0.064 pg/ml), en az aktif antibiyotik ise rifampisin (1.5
ng/ml); MiKg, degerlerine gére ise en aktif antibiyotik trimetoprim-sulfometoksazol (0.094
ug/ml) ,en az aktif antibiyotik rifampisin (2 pg/ml) bulunmus. Sinerji testinde ise en yiiksek
sinerjiyi rifampisin kombinasyonlar1 ( rifampisin- tetrasiklin, rifampisin- trimetoprim-
sulfometoksazol) gosterirken, tetrasiklin- trimetoprim-sulfometoksazol kombinasyonunda en
az sinerjistik aktivite gézlenmis. Rifampisin disindaki antibiyotiklere tiim izolatlar duyarh
iken, izolatlar1 12 tanesi rifampisine duyarli, 4 tanesi ise orta derecede duyarli bulunmus.
Calisma sonucunda; Trimetoprim-sulfometoksazol MiKs, ve MiKoq degerlerinin Tirkiye’de
yapilan diger ¢alismalardan daha diisiik bulduklarini, streptomisinde ise daha 6nce yapilan
calismalardaki MIK araliklarindaki degerlerde bulmalarina karsin MIK degerlerinin diger
calismalardan ¢ok daha diisiik oldugunu, bu farkliliklarin da farkli in vitro yOntem
kullanimina bagli oldugunu 6ne siirmiisler. Sinerjistik aktivite tespitinde diger c¢alismalarla
arsindaki farkliligi ise; farkli yontemle yapilan E Test yontemine ve B. melitensis suslarinin
bolgesel duyarlilik farkliliklarima baglamislar. Sinerji- antagonizma tespitinde predifiizyon
teknigi ile E Test kullamiminin zaman avantaji acisindan tarama testi olarak
kullanilabilecegini iddia etmisler ancak antibiyotiklerin sadece in vitro testlerle degil klinik
caligmalarla da ispatinin yapilmasi gerekliligini ortaya koymuslar.

Orhan ve ark. (12), B. melitensis suslarma karst kullanilan antimikrobiyal
kombinasyonlarinin  (rifampisin+doksisiklin,  rifampisinttrimetoprim-sulfometoksazole,
trimetoprim-sulfometoksazole+doksisiklin,  streptomisin+doksisiklin ~ ve  azitromisin+
siprofloksasin) E Test ve dama tahtas1 metodunu kullanarak sinerji testlerini yapmislar. %5
Koyun kani iceren MHA plaklarina 0.5 McFarland bulanikliga ayarlanmis inokulumu ekip,
kombinasyonlari test edilecek antimikrobiyallerin E test striplerini 90° ag1 olusturacak sekilde
yerlestirmigler. Plaklar1 35°C’de 48 saat inkiibe etmigler. Dama tahtasi metodunda MHB
besiyeri kullanarak 5x10° CFU/ml inokulum iceren mikropleytleri 35°C’de 48 saat inkiibe
etmisler. Her iki testle antibiyotik kombinasyonlarmin FIC indekslerini hesaplamiglar. Bu
testler sonucunda en diisiik MiKso, MiKgq degerlerini doksisiklinle elde etmisler. E Test
yontemiyle izolatlarin tamami streptomisin ve trimetoprim-sulfometoksazole duyarli
bulunurken siprofloksasine %93.75, rifampisine %93.73, doksisikline %75, azitromisine
%68.75 duyarli; dama tahtas1 metoduyla ise sirasiyla aziromisine %93.75, streptomisine
%81.25, siprofloksasin, trimetoprim-sulfometoksazole ve rifampisine %75, doksisikline

%68.75 duyarli bulunmus. Kombinasyonlarda bu iki testle en iyl uyumun
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rifampisin+doksisiklin kombinasyonunda (%63.75), en az uyumun da trimetoprim-
sulfometoksazole+doksisiklin kombinasyonunda (%13.75) oldugunu; tiim kombinasyonlar
g6z Oniine alindiginda E Test ile dama tahtas1 yonteminin birbirleriyle %55 uyumlu oldugunu
bulmuslar. Sonu¢ olarak E Test yontemi ile dama tahtast metodunun birbiriyle uyumlu
sonuclar verdigini, dama tahtasi metodunun rutin antimikrobiyal sinerjinin saptanmasinda
zaman alic1 ve zor uygulanabilir E Testin yonteminin ise kolay uygulanabilir ve zaman alici
olmamasindan dolay1 sinerji testlerinde tercih edilebilecegini 6ne siirmiisler.

Esel ve ark. (8), 74 B. melitensis susunun alti farkli antibiyotige ( siprofloksasin,
doksisiklin, rifampisin, streptomisin, seftriakson ve sulfometoksazol) duyarliliklarini agar
diliisyon referans yontemi ve E Test yontemi ile arastirarak sonuglarini karsilagtirmiglardir.
Agar diliisyon yonteminde %35 koyun kami iceren MHA plaklarma son inokulum 10* olacak
sekilde ekim yapmuglar ve bu plaklari 35°C’de normal atmosfer kosullarinda 48 saat inkiibe
etmislerdir. E Test yonteminde de %5 koyun kani igeren MHA plaklarin1 kullanmiglar ve
35°C’ de normal atmosfer kosullarinda 48 saat inkiibe etmislerdir. Agar diliisyon yonteminde
en diisiik MIKso degerini doksisiklin (0.06 pg/ml), en yiiksek MiKs, degerini rifampisin (0.5
ng/ml) ve streptomisin (0.5 pg/ml) ile; en diisiik MiKoy degerini doksisiklin (0.125 pg/ml) ve
en yiiksek MIKgy degerini rifampisin (2 pg/ml) ile elde etmisler. E Test yontemi ile en diisiik
MiKs, degerini doksisiklin (0.03 pg/ml) ve trimetoprim-sulfometoksazol (0.03/0.593 ug/ml),
en yiiksek MiK s, degerini rifampisin (0.5 pg/ml) ve streptomisin (0.5 pg/ml); en diisiik MiKg,
degerini doksisiklin (0.06 pg/ml) ve trimetoprim-sulfometoksazol (0.06/1.187 pg/ml) ve en
yiiksek MIKgo degerini rifampisin (1 pg/ml) ve seftriakson (1 pg/ml) ile elde etmislerdir. E
Test ile agar diliisyon MIK degerlerini karsilastirdiklarinda; rifampisin ve seftriakson disinda
diger antibiyotikler i¢in E Test yontemi ile elde ettikleri MIK degerlerini agar diliisyon
yontemi ile elde edilenlerden daha diisik bulmuslar. MIK degerlerindeki en fazla
uyumsuzlugu trimetoprim-sulfometoksazol’de gérmiisler buna karsin sadece rifampisin igin
iki yontem arasinda uyum gozlemisler. Sonuglar1 suslarin antibiyotiklere duyarlilig1 agisindan
degerlendirdiklerinde; tiim suslarin rifampisin disindaki antibiyotiklere duyarli oldugunu;
rifampisine agar diliisyon yontemi ile suslarin %19 unun, E Test yontemi ile %1 inin orta
derece duyarli oldugunu tespit etmiglerdir. Agar diliisyon yontemiyle rifampisine orta derece
duyarli bulunanlardan sadece 1’1 E Test yontemiyle orta derecede duyarli bulunmustur. Sonug
olarak E Test yonteminin sadece rifampisin i¢in agar diliisyon yontemiyle uyumlu oldugunu,
E Test yonteminin B. melitensis suslarimin duyarlilik durumlarmin incelenmesinde

kullaniminin sinirlt oldugunu 6ne siirmiislerdir.
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Rolain ve ark.(117), 2000 yilinda yayinladiklar1 bir calismada, Brucella ve Bartonella
cinsi bakterileri birbirlerine filogenetik olarak yakin olduklarindan Bruselloz tedavisinde
kullanilan antibiyotiklerin Bartonella ile ilgili hastaliklarda kullanilabilirliligini arastirmislar.
Bu nedenle her iki bakteri tiirliniin bruselloz tedavisinde kullanilan antibiyotiklere kars
duyarliligina bakmuslar. Brucella ve Bartonella suslarina karst doksisiklin, rifampisin,
gentamisin,  streptomisin, siprofloksasin, amoksisilin, seftriakson, eritromisinin
duyarhiliklarimi agar dilisyon yontemi ile saptamuslar; Brucella kokenlerinin ii¢ giin, B.
quintana’nin 5 giin ve B. henselae’nin 6 glin sonunda iiremelerini degerlendirmisler. Brucella
cinsi bakterileri i¢in en etkili antibiyotiklerin doksisiklin ve eritromisin, etkinli§i en az
antibiyotigin ise streptomisin oldugu saptarken, Bartonella cinsi bakterileri i¢in en etkili
antibiyotiklerin amoksisilin ve seftriakson, etkinligi en az olan antibiyotigin streptomisin
oldugunu tespit etmisler. Sonug olarak; Brucella ve Bartonella cinsi bakterilerin antibiyotik
duyarliliklarinin benzer oldugu sonucuna varmislar.

Bosch ve ark. (111), brusellozlu hastalarin tedavilerinde yaygin olarak kullandiklar
doksisiklin, siprofloksasin, seftriakson, streptomisin, tetrasiklin, rifampisin, trimetoprim-
sulfometoksazolun in vitro aktivitelerini 95 B. melitensis lizerinde arastirmiglar. Agar
dilisyon yontemi ile calisilan antibiyotik duyarlilik testleri, 72 saat inkiibe edilmis ve
inkiibasyon sonunda, tetrasiklin ile doksisiklinin en etkili antibiyotikler oldugunu saptamislar
(suslarin % 100’linii inhibe eden konsantrasyonlar: sirasi ile 0.25 mg/l ve 0.5 mg/l). Calisilan
tim antibiyotiklere karst direngli sus bulamamiglar. Sonug¢ olarak; siprofloksasin ve
seftriakson dahil tiim antibiyotiklerin B. melitensis’e karst in vitro olarak iyi etkinlik
gosterdigini ancak siprofloksasin ve seftriakson ic¢in saptanan {imit verici in vitro sonuglara
ragmen, bu iki antibiyotigin bruselloz tedavisinde kullanilmasi i¢in daha fazla in vitro ve in
vivo ¢aligsmalarimin yapilmasi gerekliligini 6ne slirmiisler.

Garcia-Rodriguez ve ark. (90) 1991 yilinda yayimladiklari bir c¢alismada; kinolon
grubundan alt1 antibiyotigin (siprofloksasin, ofloksasin, lemofloksasin, temofloksasin,
flerofloksasin, sparfloksasin) etkinligini 43 brusella kokeni iizerinde, farkli yontemler (agar
diliisyon ve broth diliisyon yontemi), farkli inokulumlar (10°, 10*, 10°) ve farkli pH’lar
(pH:5,pH:7) kullanarak test edip sonuclar1 karsilagtirmislar. %1 hemoglobin ve %1 PoliViteX
iceren, pH:5 ve pH:7’ye ayarlanmis MHA plaklarina her bakteri i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan 10°,
10%, 10° CFU/ml yogunlugundaki inokulumlari ekip 35°C’de %10 CO,’li ortamda 48 saat
inkiibe etmisler. Broth diliisyon yonteminde ise; yine pH:5 ve pH:7’ye ayarlannug MHB’a 10*

CFU/ml yogunlugunda olan inokulumu ekip 35°C’de %10 CO,’li ortamda 48 saat inkiibe
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etmigler. Agar diliisyon yonteminde B. melitensis’e karsi test edilen kinolanlardan
sparfloksasinin ve temafloksasinin pH:7’de en etkili oldugunu, sadece sparfloksasin ise
PH:5’de en etkili kinolon oldugunu test edilen biitiin kinolonlarin MiK degerlerinin pH:5’de
pH:7’den 2 ila 4 kat yiiksek oldugunu saptamislar. B. abortus’a karsi ise fleroksasinin daha
etkili oldugunu ve ayrica MiK degerlerinin inokulum ve pH’daki farkliliklara ragmen ¢ok da
belirgin degismedigini saptamiglar. Ayni1 bakteriler pH:7’de, hem broth diliisyon hem agar
diliisyon ile ¢alisilip sonuglar karsilastirildiginda broth diliisyon yontemi ile elde edilen MiK
degerlerinin agar diliisyon yontemi ile elde edilen MiK degerlerinden en az 2 ila 4 kat yiiksek
oldugunu, B. abortus igin saptanan MIK degerlerinin B. melitensis i¢in elde edilen MIK
degerlerinden daha yiiksek oldugunu ve biitiin kinolonlarin B. abortus’ a etkisiz oldugunu
saptamiglar. Sonug olarak; test kosullarindaki degisikliklerin orta derecede etkili oldugunu,
pH:5 ve pH:7°’de inokulum yogunlugundaki artiglarin antibiyotiklerin aktivitesi {iizerine
belirgin etkisi olmadigini, florokinolonlarin 6zellikle pH:5’de hiicre i¢i konsantrasyonlarinin
Brucella cinsi bakteriler lizerine bakterisidal etkilerinin yeterli diizeyde olmadigini ve birinci
secenek ilaclar arasinda diisiiniilmemeleri gerektigini 6ne siirmiislerdir.

Palenque ve ark. (94), 83 B. melitensis’e kars1 aztreonam ve yedi sefalosporin grubu
antibiyotigin (seftizoksime, seftriakson, sefotaksim, moksalaktam, sefoperazone, seftadizim,
sefuroksime) etkinligini agar diliisyon yontemi ile arastirmuslar. Son inokulum 10° CFU/ml
yogunlugunda hazirlanarak, isosensitest agar CM47L plaklarina ekim yapilmis ve 48 saat
inkiibasyon sonunda en aktif antibiyotigin, seftizoksime ve seftriakson oldugu saptanmis. En
diisiik etkinlik aztreonam ile elde edilmis. .

Garcia Sanchez ve ark. (118), bir caligmalarinda yeni florokinolonlarin (florokinolon,
siprofloksasin, irloksacin, nalidiksik asit ), 62 B. melitensis’e kars1 etkinliklerini agar diliisyon
yontemiyle arastirmiglar. Hemoglobin ve isovitalex iceren MHA plaklarina inokulum 10%-10°
CFU/ml olacak sekilde ekim yapilip, plaklar %10 CO;’li ortamda 35°C’de 48 saat inkiibe
etmigler. Sonunda, nalidiksik asit hari¢ tiim florokinolonlarin yeterli aktivitesi, en aktif
florokinolonlarin, ofloksasin, irloksasin ve siprofloksasin oldugunu saptamislar. Bunun
yaninda brusellozun tedavisi i¢in florokinolonlarin kinetikleri ve ldkositlere penetre olma
kapasitelerini gozlemleme imkan1 bulmuslar ve rifampsindeki terapdtik yetersizlik,
streptomisinin toksik etkileri nedeniyle florokinolonlarin brusellozun tedavisi igin bir
alternatif olabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Doganay ve ark. (119), bruselloz tedavisinde siprofloksasinin kullanimdaki yerini

arastirdiklar1 bir caligmada sekiz B. melitensis susuna karsi agar diliisyon yontemiyle
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siprofloksasinin etkinligine bakmuslar. MHA plaklarina inokulum 10° CFU/ml olacak sekilde
ekim yapmislar ve plaklar1 72 saat sonra degerlendirmisler. MiK degerlerini 4 hastada 0.25
pg/ml, diger 4 hastada ise 0.125 pg/ml olarak olarak bulmuslar ve sonug¢ olarak suslarin
siprofloksasine duyarli oldugunu bildirmisler.

Trujillano ve ark. (98), 160 B. melitensis suslarina karsi, sekiz kinolonun (siprofloksasin,
ofloksasin, rifampisin, doksisiklin, streptomisin, levofloksasin, trovafloksasin, sitafloksasin,
moksifloksasin, grepafloksasin, gatifloksasin) duyarliligmmi agar diliisyon yontemi ile
arastirmislar. %1 hemoglobin ve %1 PoliViteX eklenmis MHA plaklarina yogunlugu 10*
CFU/ml olacak sekilde ayarlanmis inokulumu ekip inkiibe etmisler. Inkiibasyon sonunda en
etkili antibiyotigin sitafloksasin oldugunu; siprofloksasin baslangicta Brucella tiirlerine karsi
iyi aktivite gosterdigini ancak, siprofloksasin ile tedavi sonunda bakterinin bu antibiyotige ve
digerlerine ¢arpraz direng¢ gelistirdigini; tek basina siprofloksasinle tedavide relaps oraninin
yiiksek oldugunu; levofloksasin, trovofloksasin, moksifloksasinin aktiviteleri siprofloksasinin
aktivitesi ile benzer veya siprofloksasin’nin aktivitesinden daha biiyiik oldugunu saptamislar
ve bu antibiyotiklerin farmokinetik ve farmodinamik kriterlere bagli olarak bruselloz tedavisi
icin kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Garcia-Rodriguez ve ark. (88), siprofloksasin, klinafloksasin ve dort yeni florokinolona
120 B. melitensis susunun duyarliliklarini aragtirdiklar1 bir ¢aligmada agar diliisyon yontemini
kullanmiglar. Bu suslar1 %1 hemoglobin ve %1 PoliViteX igeren MHA plaklarina son
inokulum 10* CFU/ml olacak sekilde ekmisler, antimikrobiyallerin iki-kat seri diliisyonlarim
%]1 PoliViteX igeren MHB’la hazirlamiglar ve ekim yapilmis plaklart 35°C’de %10 CO;’li
ortamda 48 saat inkiibe etmisler. En aktif antibiyotigin klinafloksasin oldugunu,
siprofloksasinin alt1 kinolon iginde dérdiincii sirada etkili oldugunu (MiKs: 0.25 pg/ml ve
MiKg: 0.5 pg/ml) bulmuslar. Sonu¢ olarak B. melitensis suslariyla olusan brusellozda
klinafloksasin ve PD117596, PD131628 florokinolonlarinin kullanilabilecegini ancak bu
diisiincenin klinik ve laboratuar ¢caligmalariyla desteklenmesi gerektigini 6ne stirmiisler.

Ariza ve ark. (110), niiks hizinin B. melitensis‘in in vitro antimikrobiyal duyarliliklariyla
iligkisini arastirdiklar1 bir calismada; B. melitensis suslarimin tetrasiklin, streptomisin,
doksisiklin ve rifampisinle antimikrobiyal duyarliliklarin1i agar dillisyon ydntemiyle
arastirmiglar. Agar dillisyon yontemini Iso-Sensitest agar CM47L kiltir ortamini
kullanmuglar. inokulumu brain heart infusion broth’la yogunlugu 5x10° CFU/ml olacak
sekilde hazirlamislar. Inokulum ekilmis agar plaklarmni 35°C’de 72 saat inkiibe etmisler. Tiim

suslar test ettikleri biitiin antibiyotiklere duyarli bulmuslar. Sonug olarak, in vivo direncin in
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vitro antimikrobiyal duyarlilikla iligkisini bulamamislar. Duyarli oldugu halde niikslerin
goriilmesini ilacin hiicre i¢indeki konsantrasyonuna ve makrofajlarin Brucella suslarini
eradikasyon kapasitesine bagli olabilecegini 6ne siirmiisler.

Yamazhan ve ark. (120), Tirkiye’de Ege Bolgesi’nde izole ettikleri B. melitensis
suslarina kars1 siprofloksasin, levofloksasin, moksifloksasin, eritromisin, azitromisin,
klaritromisin, diritromisin ve doksisiklinin in vitro aktivitelerini agar diliisyon metoduyla test
etmisler. %1 PoliViteX iceren MHB’la antibiyotiklerin iki kat seri diliisyonlarini1 hazirlamislar
ve %1 Hemoglobin ve %1 PoliViteX iceren MHA plaklarma son inokulum 10°-10° CFU/ml
olacak sekilde ekim yapmuslar ve plaklar1 35°C’de normal kosullarda 48 saat inkiibe etmisler.
En yiiksek MIKs, degerini diritromisin (64 ng/ml), en diisiik MiKso degerini doksisiklin (0.25
ng/ml) ve en yiiksek MiKoy degerini diritromisin (64 pg/ml), en diisiik MiKy, degerini
doksisiklinle (0.5 pg/ml) elde etmisler. Onceki ¢alismalarla karsilastirdiklarinda doksisiklin
hari¢ tiim antibiyotikler i¢in daha yiiksek MiK degerleri bulduklarini, bunun da sebebinin
bolgesel farkliliklara bagli izolatlarin duyarhiliklarinin  farklilik gostermesi oldugunu
sdylemisler. Kinolon ve makrolidlere karsi oldukca yiiksek MIK degerleri saptamalarinin
nedenini de, Tiirkiye’de uygunsuz, gereksiz kinolon ve makrolid kullanimina, ayrica tarim
bakanlig1 yasaklasa da hayvan yemlerinde bazi makrolidlerin bulunmasina baglamislar.
Calismada test edilen dort makrolidden diritromisinin en az etkin ajan oldugunu buna karsin
en etkili antibiyotigin doksisiklin oldugunu sdylemisler. Sonug olarak B. melitensis suglarina
kars1 makrolid ve kinolonlara karsi gittikge artan bir direncin s6z konusu oldugunu iddia
etmislerdir.

Kocagoz ve ark. (77) bir ¢alismada, B. melitensis suslarina kars1 yeni kinolonlarin in
vitro aktivitelerini agar dillisyon yoOntemiyle tespit etmisler ve eski kinolonlarla
kargilagtirmislar. %1 hemoglobin ve %1 PoliViteX iceren MHA plaklarina 10%cfu/ml
yogunlugundaki inokulum ekilip inkiibe edilmis. Test ettikleri 69 B. melitensis susuna karsi
yedi florokinolonun MiKy, degerlerine gore en etkilisi sparfloksasin, takiben levoksasin,
siprofloksasin, ofloksasin, grepafloksasin, gemifloksasin ve gatifloksasin olarak bulunmus ve
yeni kinolonlarla eski kinolonlara benzer sonuglar elde edilmis. Sonug olarak; bu calisma ile
diger calismalar baz alindiginda, yeni kinolonlarin tek baglarina ve ya rifampisinle kombine
kullanimlarinin ~ geleneksel tedavi rejimlerinde yerinin olmamasini ancak bu tarz
kombinasyonlarin 6zellikle doksisiklin veya streptomisine tolerans gelismis vakalarda

alternatif olarak kullanilabilecegini 6ne stirmiislerdir.
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Giir ve ark. (9), brusellozlu hastalarin tedavilerinde kullanilan doksisiklin, azitromisin,
ofloksasin, rifampin ve stretomisinin in vitro aktivitelerini 22 Brucella spp. iizerinde E Test ve
mikrodiliisyon yontemi ile arastirmislar ve bu iki yontemin sonuclarini karsilastirmislar.
Mikrodiliisyon yonteminde %1 PoliViteX iceren MHB’ la antibiyotikler iki-kat diliisyon farki
olacak sekilde sulandirilmislar. Son inokulum 10°-10° CFU/ml olacak sekilde hazirlanan
mikropleytleri 35°C’de normal atmosfer kosullarinda 48 saat inkiibe etmisler. E Test yontemi
de; mikrodiliisyon yontemine paralel olarak ayni benzer inokulumun %35 koyun kani eklenmis
MHA plaklarima eckilmesiyle 35°C’de normal atmosfer kosullarinda 48 saat inkiibe
edilmesiyle yapilmis. Iki metodun MIK degerlerini karsilastirdiklarinda ofloksasin ve
streptomisin i¢in %82, rifampisin i¢in %91, azitromisin i¢in %95, doksisiklin i¢cin %100
uyum tespit etmisler. Sonug olarak E Test sonuglarinin s1vi mikrodiliisyon sonuclari ile %82-
%100 arasinda uyumlu oldugunu bu nedenle E Testin Brucella spp.‘lerinin antibiyotik
duyarhiliklarinin test edilmesinde kolay uygulanabilir olmasi, yogun emek ve zaman
gerektirmemesi sebebiyle kulanilabilecegini bildirmislerdir.

Akova ve ark. (76) 1999 yilinda, broth diliisyon yontemi ile ofloksasin, siprofloksasin,
doksisiklin, streptomisin, rifampin, azitromisin ve eritromisinin in vitro etkinligi pH:7 ve
pH:5’de tespit edip karsilastirlmislar. Inokulim 10° ila 10° CFU/ml arasi bir degerde
hazirlanmis ve %1 PoliViteX iceren MHB’a ekim yapilmig. 35°C’de 48 saat inkiibasyondan
sonra eritromisin hari¢ diger antibiyotiklerin pH:7’de, 42 B. melitensis’e kars1 aktivitesinin iyi
oldugunu, izolatlarin %90’ 1nin (MiKyg), CLSI’de 6nerilen degerler arasinda inhibe edildigini
saptamiglar. Rifampisin’in aktivitesi pH:5’de 2 ila 8 kat arasinda artarken, ofloksasin,
siprofloksasin, eritromisin, streptomisin ve azitromisinin aktivitesinin olduk¢a azaldigim
gozlemlemisler. Sonug olarak; florokinolonlarin, streptomisinin ve azitromisinin pH:7’de B.
melitensis’e kars1 iyi aktivite gosterdigini, pH:5’de aktivitesini kaybettigini; rifampisin’in
MIK degerinin pH:5’de arttigini, doksisiklinin pH:5’de aktivitesinin sadece iki kat azaldigins;
dolayisi ile rifampin ve doksisiklinin pH:5’de aktivitesini korudugunu saptamislar. Yine bu
calismada B. melitensis’e kars1 pH:5’de en etkili antibiyotigin rifampin, pH:7’e ise doksisiklin
oldugunu, ancak doksisiklinin pH:5’de de etkinligini korudugu gostermisler. Ayrica bu
calismada, antibiyotik kombinasyonlarinin aktivitelerini test etmigler ve pH farkliligini
gozardi ederek, azitromisin-rifampin ve ofloksasin-rifampin kombinasyonlarinin streptomisin-
doksisiklin ve rifampin-doksisiklin kombinasyonlarindan daha az sinerji gdsterdigini

saptamiglar. Arastirmacilar gozlenen in vitro antogonizme ragmen ofloksasin-rifampin
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kombinasyonu ile bruselloz tedavisinin rifampin-doksisiklin kombinasyonuna gore daha
basarili oldugunu 6ne siirmiisler.

Hussain ve ark. (86), 146 B. melitensis susuna karst dort florokinolon grubu
antibiyotigin (siprofloksasin, fleroksacin, pefloksacin, norfloksacin) ve tetrasiklin, gentamisin,
trimethoprim-sulfamethoxazol ve rifampinin in vitro aktivitelerini broth diliisyon yontemi ile
tespit edip sonuglar1 karsilastirmiglar. 35°C’de CO,’li ortamda 48 saatlik inkiibasyon sonunda,
siprofloksasin, fleroksacin, pefloksacin, norfloksacin, gentamisin ve tetrasiklinin, izolatlarin
hepsini 0.5 ml/l konsantrasyonda, rifampisin ve trimetoprim-siilfamethoksazol ise 1 mg/ml
konsantrasyonda inhibe ettigini saptamislar. Sadece siprofloksasin ile tedavi sonrasinda relaps
goriilen bir hastadan tekrar izole edilen kokende direng gelistigini, MIK degerinin 0.06
mg/I’den 5 mg/l’ye ylikseldigini ve diger kinolonlara da c¢apraz diren¢ gelistirdigini
gozlemlemisler.

Khan ve ark. (121), 47 B. melitensis susuna kars1 li¢ florokinolon grubu antibiyotigin
(ofloksasin, difloksasin ve siprofloksasin) ve trimetoprim-sulfametoksazol, streptomisin,
tetrasiklin ve rifampisinin in vitro aktivitelerini broth diliisyon yontemi ile tespit etmigler. Son
inokulum 10° CFU/ml olacak sekilde mikropleytlere ekim yapilmis ve 35-37°C¢de 7 giin
boyunca inkiibe edilmis. Bu mikropleytler inhibisyon miktarin1 saptamak icin her giin
degerlendirilmis. Brusellozun tedavisi i¢in giinlimiizde kullanilan dort antimikrobiyal ajan
(trimetoprim-sulfametoksazol, streptomisin, tetrasiklin ve rifampisin) ile ii¢ florokinolon
grubu antibiyogin MIK degerleri karsilastirildiginda en etkili antibiyotigin ofloksasin (MiKoo:
0.02ug/ml), en az etkili olanin da trimetoprim-sulfametoksazol (MIKgg: Spg/ml) oldugunu
saptamislar. Florokinolonlar arasinda da ofloksasinin, difloksasin ve siprofloksasinden daha
etkili oldugunu tespit etmisler.

Rubinstein ve ark. (87), 86 B. melitensis susuna karsi minosiklin, streptomisin,
rifampisin, trimethoprim-sulfamethoxazol ve altt florokinolon grubu antibiyotigin
(pefloksasin, ofloksasin, siprofloksasin, feroksasin, sparfloksasin, WIN 57273) etkinligini
broth diliisyon ve agar dilisyon yontemi ile tespit etmisler. Broth diliisyon ydnteminde,
antibiyotikleri Brucella broth’la sulandirmuslar ve 10° CFU/ml yogunluktaki inokulumu ekip,
37°C‘de %35 CO,’li ortamda 48 saat inkiibe etmisler. Agar diliisyon yénteminde ise; 10* ile
10° CFU/ml arasinda olan inokulumu brucella agar plaklarina ekip, 37°C‘de %5 CO,’li
ortamda 48 saat inkiibe etmisler. En etkili antibiyotigin minosiklin oldugunu ve en az etkili
antibiyotigin ise trimetoprim-sulfametoksazol oldugunu, florokinolonlar arasinda ise en etkili

antibiyotiklerin WIN 57273 ve siprofloksasin oldugunu ve en az aktif florokinolarin ise
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fleroksasin oldugunu tespit etmisler. Calismada secilen 15 izolata karsi antibiyotik
kombinasyonun higbirinin sinerji gostermedigini; yapilan 6ldiirme orami (“killing rate”)
calismalarinda, minosiklin, rifampisin, siprofloksasinin tam o6ldiirme zamaninin 48 saate
uzadigini, streptomisinin en hizli dldiirmeyi (<12 saat) gosterdigini ve ayrica streptomisinin
minosiklin, rifampisin, siprofloksasin ile kombinasyonlarinin (2 saat i¢inde) en hizli 6ldiirme
zamanini (“killing time”) gosterdigini, diger kombinasyonlarin 6ldiirme zamaninin 96 saate
kadar uzadigini rapor etmisler. Sonu¢ olarak, cesitli in vitro yontemler kullanarak B.
melitensis’in antibiyotik duyarliligini degerlendirdiklerinde sonuglarin uyumsuz oldugunu
gostermisler. Ornegin, minosiklin antibiyotik duyarliik ¢alismalarinda en etkili
antibiyotikken bu antibiyotigin hizli 6ldiirmedigini tespit etmisler. Bu ¢alismaya gore bir
florokinolonun streptomisinle kombinasyonu daha fazla etkili olurken bir florokinolonun
tetrasiklinle kombinasyonunun engellenmesi gerektigini 6ne stirmiisler.

Kinsara ve ark. (122), Brucella tirlerinin Co-trimoksazole artan direnglerini
aragtirdiklar1  bir ¢alismada; co-trimoksazol, tetrasiklin, rifampisin, gentamisin ve
siprofloksasine 37 B. melitensis izolatinin antimikrobiyal duyarliligimi Kirby Bauer disk
difiizyon teknigi ile test etmisler. Bir izolat disinda tiim izolatlar tetrasiklin, rifampisin,
gentamisin ve siprofloksasine; izolatlarin %38’i de co-trimoksazol duyarli bulunmus. Kinsara
ve arkadaglar1 bu calismanin sonucunda tetrasiklin ve siprofloksasin kombinasyonunun
tedavide kullanilmasinin dogru olacagini, birgok bakterinin bruselloz tedavisinde kullanilan
geleneksel ilaglara direncgli olmasindan dolay1 bu ilaglarin Brucella tiirlerine kars1 da duyarh
olmasinin garanti edilemeyecegini, arastirmacilarin bolgesel B. melitensis’in duyarlilik
paternini saptamalar1 gerektigini ancak brusellozun serolojik tanisina fazla giiven
duymamalarini 6ne siirmiislerdir. Esel ve ark. (8), yaptiklar1 6n ¢aligmalarda bu ¢alismaya
atfen zon caplarinin ¢ok biiyiik olmasi ve disk difiizyonla diliisyon yontemleri arasinda uyum
bulunmamasi nedeniyle,  Brucella suslarinda disk diflizyon yontemiyle duyarlilik
calisilmasinin dogru olmadigini belirtmislerdir.

Diinyanin bir¢ok bolgesinde ve Tiirkiye’de yapilan bu aragtirmalari bizim ¢alismamizla
karsilagtirdigimizda; Tiirkiye’de insanlarda hastalik etkeni olarak izole edilen tiirlerin biiyiik
¢ogunlugunun en viriilan tiir olan B. melitensis oldugunu gordiik (11,48,76,104,111,112,119).
Simsek ve ark. (48,) insan kaynakli Brucella izolatlariin tip-biyotiplerini tespit ederek
sonuclar1 epidemiyolojik olarak irdeledikleri calismalarinda, Ankara Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nde izlenen 70 bruselloz olgusundan 65’inin (%92.8) B. melitensis, 5’inin ise

(%7.2) B. abortus oldugunu; Baykam ve arkadaslar1 (114) Ankara Numune Egitim ve
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Aragtirma Hastanesi’nde yatan 42 brusellozlu hastadan 37’sinin B. melitensis, 5’inin ise B.
abortus oldugunu; Kuloglu ve arkadaglar1 (123) Trakya Bolgesi’nden hastalik etkeni olarak
izole edilen 49 kdkenin 48’inin B. melitensis, 1’inin ise B. abortus oldugunu bildirmislerdir.
Ulkemizde B. canis ile ilgili veri azdir, B. suis’e bagl olguya rastlanmamistir. Diger endemik
iilkelerde de 6rnegin Itaya (14), Yunanistan, Kibris ve Suriye’de (10) yapilan ¢alismalarda da
en ¢cok B. melitensis izolat1 rapor edilmektedir. Daha az goriildiigli iilkelerde de olgularin
cogunun B. abortus ya da B. suis kaynakli oldugu bildirilmektedir (29,104). Trakya Bolgesi
hatta tiim Tiirkiye’de kiigiikbas hayvanciligin biiyiikbas hayvanciliktan daha fazla olmasi B.
melitensis infeksiyonunun daha sik olmasini agiklamaktadir.

Brucella’nin  izole edilmesi ve idantifikasyonunun yanisira biyotiplendirilmesi,
epidemiyolojik calismalar ve eradikasyon programlari agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.
Brucella suslarinin tiir ve biyotip tayininde DSO’niin onerdigi standart ydntemler,
biyokimyasal 6zellikler (CO,’e gereksinim, H,S iiretimi), boyalara (tiyonin ve bazik fuksin)
duyarlilik, Tbilisi faj1 ile lizisin degerlendirilmesi ve A-M monospesifik antiserumlari ile
agliitinasyondur. Ornegin italya’da en yaygin olarak B. melitensis biyotip 1, Suriye’ de ise her
ti¢ tipin de var oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (48). Bizim ¢alismamizda bu standart
yontemlere gore, Tiirkiye’de yapilan diger calismalara (11,112-114) benzer sekilde sonuglar
elde etmis olup; calismamiza aldigimiz 43 Brucella izolatinin 42’sinin B. melitensis biyotip 3,
I’nin ise B. melitensis biyotip 1 oldugunu saptadik.

Sonug olarak bolgemizde insan brusellozunda en 6nemli etkenin B. melitensis ve en
yaygin susun B. melitensis biyotip 3 oldugunu gordiik. Bizim ¢alismamizin esas amaci farkl
olsa da bu verilerin bolgemizde ve iilke genelinde epidemiyolojik veri kaynagi olarak
kullanilabilecegini diisiiniiyoruz.

Calismanmizda kullandigimiz standart kékenlerin MIiK degerleri, tiim antibiyotikler igin
CLSI’de &nerilen degerler arasinda bulundu (100). MiK degerlerinin yorumlanmasinda ve
duyarlilik durumlarinin tespitinde; CLSI’nin siprofloksasin ve rifampisin i¢in Haemophilus
tiirleri icin belirledigi MIK yorumlama standartlar1 siir degerler olarak kullanilirken,
streptomisin ve doksisiklin igin biyoterdrizmin olas1 etkenleri i¢in MIK yorumlama
standartlar1 sinir degerler olarak kullanildi. Ayrica B. melitensis M16 ve B. melitensis Ether
kokenlerinin MIK degerleri de saptandi ve her 2’si de tiim antibiyotiklerimize duyarl
bulundu.

Tetrasiklin analogu olan doksisiklin; iyi bir farmakokinetige, lipofilik yetenege ve

biyoyararlanima sahip oldugundan bruselloz tedavisinde tercih edilmektedir (11) ve bruselloz
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tedavisinde kullanmlan antimikrobiyaller arasinda en diisiik MIKg, degerine sahip olandir
(8,11,112-114,117,120).

Calismamizda doksisiklin icin; her iki yontemle en diisiik MiKoy degerlerini saptarken,
Tiirkiye’de (8,107,112,114) ve diinyanin cesitli bolgelerinde (14,98,110) yapilan diger
calismalardaki sonuclara benzer MIK degerleri elde ettik. Calismamizda MiKogo degerleri 48
saat inkiibasyon sonunda agar diliisyon ve E Test yonteminde ayni saptanirken, 72 saat
inkiibasyondan sonra agar diliisyon MKy, degerinin E Test MiKg, degerinden 1 kat diliisyon
yiiksek oldugu saptandi. Esel ve ark. (8) agar diliisyon ve E Test yontemini, Giir ve ark. (9)
broth mikrodiliisyon ve E Test yontemini karsilagtirdiklar: her iki ¢calismada doksisiklin igin
48 saatlik inkiibasyon sonunda anlamli bir farklilik bulunmazken, Akova ve ark. (76) broth
mikrodiliisyon yonteminde, Yamazhan ve ark. (120) agar diliisyon yonteminde E Test
yontemine gore daha yiiksek MiK degerleri saptamislardir. Calismamizda 72 saat inkiibasyon
sonunda her iki yontemle doksisiklin i¢in elde ettigimiz MIiK degerleri, Ariza ve ark.’nin
(110) ve Bosch ve ark.’nin (111) agar diliisyonla elde ettikleri MiK degerlerine benzer
bulundu. Giir ve ark. (9) MIK degerleri mukayese edildiginde broth mikrodiliisyon ve E Test
yontemini uyumlu bulurken, bizim ¢alismamizda Esel ve ark.’nin (8) ¢alismalarinda oldugu
gibi MiK degerleri agisindan agar diliisyon ve E Test ydntemi arasinda iliski bulamadik.

Doksisiklin i¢in MiK degerleri yorumlandiginda tiim izolatlar diger ¢alismalarda oldugu
gibi hem agar diliisyon (8,14,98,110,120) hem de E Test yonteminde(9,11,12,107,113,114)
doksisikline duyarli bulundu. Esel ve ark. (8) agar dillisyon ve E Test yontemini, Giir ve ark.
(9) broth mikrodiliisyon ve E Test yoOntemini karsilastirdiklart her iki caligmada da
yorumlama kategorisine gore bizim calismamizda oldugu gibi doksisiklin i¢in testler arasinda
%100 uyum saptamislar. Bizim c¢alismamizda ayrica 72 saat inkiibasyon sonunda doksisiklin
test edildiginde her iki yontemle biitiin izolatlarin duyarli oldugunu saptadik ve her iki testin
duyarlilik agisindan uyumunu %100 bulduk.

Calismamizda streptomisin icin; her iki yOntemimizle 48 saat inkiibasyon sonunda
Turkmani ve ark.’nin(10), Kaya-Firat ve ark.’nin(116) E Test, Akova ve ark.’nin(76) broth
mikrodiliisyon, Khan ve ark.’nin broth mikrodiliisyon yonteminde elde ettikleri sonuglara
benzer MiK degerleri elde ettik. Kili¢ ve ark.’nin (109), Ayashioglu ve ark.’nin (11) ve Esel
ve ark.’nin (8) E Test yontemi, yine Esel ve ark.’nin agar ydntemi ile tespit ettikleri MIK
degerlerinden daha yiiksek sonuclar elde ederken, Trujillano-Martin ve ark.’nin (98) agar
diliisyon yontemi ile tespit ettikleri MIK degerlerinden daha diisiik sonuglar elde ettik. ise

Ariza ve ark.’nin (110) ve Bosch ve ark.’nin (111) 72 saat inkiibasyon sonunda agar diliisyon
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yontemi ile elde ettigi MIK degerlerinden daha yiiksek degerler tespit ettik. Giir ve ark. (9)
MIK degerleri mukayese edildiginde broth mikrodiliisyon ve E Test ydntemini %82 uyumlu
bulurken, biz de calismamizda 48 saat inkiibasyon sonunda agar diliisyon ve E Test arasinda
anlamli iliski bulduk, ancak 72 saat inkiibasyonda iliski bulamadik. Esel ve ark. (8)
calismalarinda MIK degerleri acisindan agar diliisyon ve E Test yontemi arasinda uyum
bulamazken, Rubinstein ve ark. (87) agar diliisyon ve broth diliisyon yontemleri arasinda
anlaml fark bulamamuslar.

Streptomisin icin MIiK degerleri yorumlandiginda tiim izolatlar diger calismalarda
oldugu gibi hem agar diliisyon (8,76,110,111) hem de E Test yonteminde (8-11,116)
streptomisine duyarli bulundu. Esel ve ark. (8) agar dilisyon ve E Test yontemini
karsilagtirdiklar1 ¢alismada yorumlama kategorisine gore bizim calismamizda oldugu gibi
streptomisin icin testler arasinda %100 uyum saptamislar. Calismamizda ayrica 72 saat
inkiibasyon sonunda streptomisin test edildiginde her iki yontemle biitlin izolatlarin duyarl
oldugunu saptadik ve her iki testin duyarlilik agisindan uyumunu %100 bulduk.

Calismamizda siprofloksasin B. melitensis suslarina karst doksisiklin kadar etkili
bulunmustur. Siprofloksasin i¢in; E Test yontemi (8,10-12,14,107,109,112-114), agar
dilisyon yontemi (77,88,90,118) ve broth diliisyon yontemi (86) ile yapilan g¢aligmalara
benzer sonuglar elde ettik. Ancak Trujillano-Martin ve ark.’nin (98) ve Yamazhan ve ark.’nin
(120) agar diliisyon yontemi, Akova ve ark.’nin (76) broth mikrodiliisyon, Khan ve ark.’nin
(121) broth yonteminde elde ettikleri sonuglardan anlamli derecede diisiik bulduk. Her iki
testimizle 72 saat inkiibasyon sonunda ise Bosch ve ark.’nin (111) ve Doganay ve ark.’nin
(119) agar diliisyon yontemiyle elde ettikleri sonuglara benzer sonuclar elde ettik.
Calismamizda Esel ve ark.’nin (8) calismalarinda oldugu gibi MIK degerleri agisindan agar
dilisyon ve E Test yontemi arasinda iligki bulamadik. Rubinstein ve ark. (87) ise agar
diliisyon ve broth diliisyon yontemleri arasinda anlamli fark bulamamuslar.

Siprofloksasin i¢cin MIK degerleri yorumlandiginda tiim izolatlar; agar diliisyon
(8,77,88,90,111,118,119), E Test (8,10-12,14,107,109,112-114), broth mikrodiliisyon (76) ve
broth dillisyon yontemi (121) ile duyarlilig: tespit edilmis diger ¢alismalarda oldugu gibi
siprofloksasine duyarli bulundu. Esel ve ark. (8) agar diliisyon ve E Test yontemini
karsilastirdiklar1 ¢alismada yorumlama kategorisine gore bizim caligmamizda oldugu gibi
siprofloksasin i¢in testler arasinda %100 uyum saptamislar. Bizim ¢aligmamizda ayrica 72

saat inkiibasyon sonunda Bosch ve ark.’nin (111) ve Doganay ve ark.’nin (119)
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caligmalarinda oldugu gibi siprofloksasin test edildiginde her iki yontemle biitiin izolatlarin
duyarli oldugunu saptadik ve her iki testin duyarlilik agisindan uyumunu %100 bulduk.

Rifampisin MIK degerleri E Test (8,10-12,14,107,109,112-114,116), agar diliisyon
(98), broth diliisyon (86,121) ve broth mikrodiliisyon (76) yontemleriyle yapilmis diger
calismalara benzer MIK araliginda tespit edildi. Bizim ¢alismamizda 72 saat inkiibasyondan
sonra saptanan MIK degerleri de diger galismalardakine (110,111) benzer MIK araliginda
tespit edildi. Rifampisinin MIK degerleri 0.5-2 pg/ml arasinda degismektedir. Calismamizda
48 saat inkiibasyon sonunda Egel ve ark.’nin (8) ¢alismasindaki sonuglara benzer olarak agar
diliisyon yontemi ile 43 izolatimizin 35’ini (%81) >1pg/ml altinda bulurken, E Test yontemi
ile 43 izolatimizin tiimiinii (%100) >1pg/ml’nin altinda bulduk. Giir ve ark. (9) MIK degerleri
mukayese edildiginde; broth mikrodiliisyon ve E Test yontemini %91 uyumlu bulurken, biz
de calismamizda 48 saat inkiibasyon sonunda agar diliisyon ve E Test arasinda anlamli iliski
bulduk, ancak 72 saat inkiibasyonda iliski bulamadik. Esel ve ark. (8) ¢alismalarinda MiK
degerleri agisindan agar diliisyon ve E Test yontemi arasinda uyum bulamazken, Rubinstein
ve ark. (87) agar diliisyon ve broth dillisyon yontemleri arasinda anlaml fark bulamamaglar.

Calismamizda higbir izolat her iki test yonteminde de rifampisine direngli
bulunmamistir. Ancak 48 saat inkiibasyon sonunda Esel ve ark.’nin (8) ¢alismasinda oldugu
gibi agar diliisyonla 43 susun 8’1 orta derecede duyarli bulunan izolatlar E Test yontemi
kullanildiginda duyarli bulunmustur. Baykam ve ark. (114) E Test yontemiyle test edilen 33
B. melitensis susunun 4’{inii, Turan ve ark. (107) 82 susun 19’unu rifampisine orta derecede
duyarli bulurken; Kose ve ark. (113) ise E Test yontemiyle 11 susun tamamini duyarh
bulmuslardir. Calismamizda 72 saat inkiibasyon sonunda 43 susun 41’ini orta derecede
duyarli olarak saptarken E Testler arasinda uyumlu sonu¢ elde edemedik. Ayrica 72 saatlik
inkiibasyon goz oniine alindiginda, Ariza ve ark. (110) agar diliisyonla yaptiklar1 ¢aligmada
rifampisine direngli sus saptayamamisken, Bosch ve ark. (111) agar diliisyon yontemiyle
yaptiklar1 calismada direngli suglar saptamislardir. Calismamizda test ettigimiz diger
antimikrobiyallerin her iki testle duyarlilik durumlarmi %100 uyumlu bulurken, rifampisinle
bu uyum %83 olarak saptandi.

Caligmamizda test ettigimiz doksisiklin, streptomisin, siprofloksasin ve rifampisin
antimikrobiyallerine karsi Tirkiye’den bildirilen diger c¢alismalarda oldugu gibi direng
saptanmamustir. Ancak rifampisine (14,111), siprofloksasine (86,120) ve calismamizda test

etmedigimiz makrolidlere (120) ve trimetoprim-sulfometoksazol’e kars1 artan direnci bildiren
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(114,122) caligmalar mevcuttur. Buna karsin Ariza ve ark. (110) in vivo direncin in vitro
etkinlikle iligkisini bulamamuislar.

Bruselloz tedavisinde tedavi basarisizligi, niikslerin artmasi ve mevcut kullanilan
geleneksel ilaglarin kullanim zorlugu ve yan etkileri gibi nedenler yeni antimikrobiyallerin
denenmesi ihtiyacini dogurmustur. Bu nedenle tetrasiklin analogu olan tigesiklin (107,115),
yeni kusak kinolonlar (77,86-88,90,98), makrolidler (9,11,12,76,120) ve sefalosporinlerin
(8,94,112,113) kullanimina iliskin in vitro calismalar yapilmaktadir. Bu calismalardan
bazilarinda antimikrobiyallerin tek tek kullanimindan ¢ok kombine tedavideki etkinliklerinin
saptanmast amaglanmig, buna yonelik testler yapilmis ve sonuglari yaymnlanmistir
(12,87,109,116).  Arastirmacilar ~ kombinasyon tedavisinde en  etkili  rejimin
rifampisin+tetrasiklin ~ kombinasyonu  oldugunu  (12,116), florokinolon+tetrasiklin
kombinasyonunun kullanililabilecegini (122) ve florokinolon+tetrasiklin kombinasyonunun
kullanilmamasi gerektigini (87) bildirmislerdir.

Tirkiye’de ve diinyanin gesitli bolgelerinde yayimlanan bu ¢alismalardaki bulgularla
bizim ¢aligmamizda saptadigimiz bulgular karsilagtirdigimizda;

Doksisiklin hala en etkili ajanlardan biridir. Iyi bir farmakokinetige, lipofilik yetenege
ve biyoyaralanima sahip oldugundan tetrasiklin analogu olarak tercih edilmektedir (11).
Calismamizda en diisiik MIK degerleri doksisiklinle elde edilmistir.

Bruselloz tedavisinde yaygin kullanilmasina karsin Streptomisin; tedavide etkili olsa da
parenteral kullanim zorlulugu, ototoksik ve nefrotoksik yan etkilerinin varlig1 alternatif tedavi
seceneklerinin  degerlendirilmesi gerekliligini ortaya c¢ikarmistir (11). Calismamizda
streptomisinin MIiK degerleri daha onceki ¢alismalarda belirlenen MIK degerleri arasinda
bulunmustur ancak Trujillano ve ark.’min (98) caligmalarinda tespit ettikleri MIK
degerlerinden daha diisiik sonuglar tespit edilmistir.

Kinolonlarin in vitro etkinligi iyi olsa da in vivo etkinlikleri tartigmalidir (10). Bizim
calismamiza gore siprofloksasin B. melitensis suslarma karsi doksisiklin kadar etkili
bulunmustur. Kinolonlarla tedavide relaps oranlarinin yiiksek olmasi (8,119) ve kinolonlarin
asidik pH’da aktivitelerinin azalmasi (76) nedeniyle monoterapide kullanilmalar1 sakincalidir.
Kinolonlarin kombinasyon rejimlerinde kullanilmasina dair ¢aligmalar da mevcuttur (87,122).
In vitro ¢alismalarda diger klasik kombinasyon rejimlerine esit bir etkinlik goriilmesine
ragmen giliniimiizde yayinlanmis randomize klinik ¢aligmalar kinolon kombinasyonlarini ilk

tercih olarak desteklememektedir (11). Rifampisinle kombine kullanilmamasi ancak
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doksisiklin veya streptomisine tolerans gelismis vakalarda alternatif olarak kullanilmasi
uygundur (77).

Rifampisin toksik etkileri olmasina karsimnoral uygulanim kolayligina sahiptir.
Calismamizda higbir izolat rifampisine direngli bulunmamistir. Rifampisinin tiiberkiiloz i¢in
kullanimas1 gereksinimi ve Ozellikli vakalarda alternatif ilag tedavisi gereksinimi, baska
antimikrobiyallerin kullanilmasinin arastirilmasina yol agmigstir. Buna bagh olarak Brucella
suslar1 icin antibiyotik duyarlilik testi; 6zel vakalarda, epidemiyolojik arastirmalarda ve
potansiyel tehlikelerin varliginda segilecek tedavinin belirlenmesine yardimci olabilir. Bu
nedenle Brucella antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in basit, ucuz ve duyarli bir yontemin
bulunmasi, olusabilecek herhangibir ilag direncinin erken belirlenmesinde faydali olabilir
(10).

Sonug olarak Brucella duyarlilik testleri rutin olarak uygulanmamakta ve ek olarak
CLSI’'nin bu mikroorganizmalar i¢in 6nerdigi standart bir duyarlilik testi bulunmamaktadir.
Brucella’nin in vitro duyarhliklarina iliskin az sayida calisma mevcuttur. Bu c¢alismalarda
cesitli yontemler denenmistir. Broth dillisyon, agar diliisyon, E Test ve disk diffiizyon
yontemi antimikrobiyallerin MIK degerlerinin tespiti i¢in uygulanmustir.

Disk diffiizyon yonteminde zon ¢aplarinin biiyiik olmasi ve disk diffiizyon yontemi ile
diliisyon yontemleri arasinda uyum bulunamamasi nedeniyle Brucella suslarinin duyarlilik
calismasi i¢in bu yontem 6nerilmemektedir (8,122).

Broth diliisyon yontemiyle yapilan ¢aligmalarda elde edilen sonuglar agar diliisyon
yontemi ile uyumlu olsa da (9,87) diliisyon yontemlerine gore daha kisa zamanda ve kolay
uygulanabilir bir yontem olan E Test yontemi Brucella suslarinin duyarlilik paternlerinin
arastirilmasinda tercih edilen bir yontemdir (10-12,14,77,107,109,112-116,119,120). E Test
yontemi ile ilgili sorun standardize olmamasidir. Tiirkiye’deki arastirmacilarin ¢ogu E Test
yontemini kullanmis ve birbirlerine benzer sonuglar bildirmisler ve E Test yonteminin daha
giivenilir ve pratik oldugunu savunmuslardir. E Test yontemini broth mikrodiliisyon yontemi
ile karsilastiran Giir ve ark. (9) MIK degerlerinde anlamli bir faklilik saptamanuslar. Aksine
Akova ve ark. (76) mikrodiliisyonla, Yamazhan ve ark. (120) agar diliisyonla yaptiklari
calismalarinda E Test yontemine gore daha yiiksek MIK degerleri saptamislardir.

Calismalarda Brucella agar, MHB, MHA (eksiz veya %1 PoliViteX ‘le gii¢lendirilmis
veya %1 PoliViteX + %1 hemoglobin’le veya %1 PoliViteX + %35 koyun kani ilave edilmis)
kiiltiir ortamlar1 kullanilmaktadir. Birgok calismada farkli yontemler, kiiltiir ortamlari,

inokulum yogunlugu ( 10>-10° arasinda degisen), atmosfer sartlar1 (normal atmosferik hava
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veya %5- 10 CO,’li ortam), pH’lar (pH:5 veya pH:7) ve inkiibasyon siireleri uygulanmistir.
Bu farkliliklarin MiK degerlerini etkiledigini bildiren ¢alismalar mevcuttur. Garcia-Rodriguez
ve arkadaslar1 (90) calismalarinda test kosullarindaki degisikliklerin orta derecede etkili
oldugunu, pH:5 ve pH:7’de inokulum yogunlugundaki artiglarin antibiyotiklerin aktivitesi
tizerine belirgin etkisi olmadigini, pH degisikliklerinin baz1 antibiyotiklerin aktivitelerinde
degisiklige sebep oldugunu bildirmislerdir. Akova ve ark. (76) pH degisikliklerinin bazi
antibiyotiklerin aktivitelerinde degisiklige sebep oldugunu saptamiglardir. Giir ve ark. (9) pH,
inokulum ve kiiltiir ortamimin farkliliginin sonuglar1 etkileyebilecegini sdylemislerdir.
Marianelli ve ark. (14) her iki kiiltiir ortaminda anlamli farliliklar olmadigi halde inhibisyon
zonunun net goriilmesinden ve MIK Kkalibresini belirten striplerin daha kolay okunabilir
olmasindan dolay1 MHA kiiltiir ortaminin tercih edilmesi gerektigini 6ne siirmiislerdir.

Bizim c¢alismamizla diger calismalar ve calismamizdaki agar diliisyon ve E Test
yontemi arasindaki farkliliklar; kiiltiir ortami, inokulum, atmosferik kosullar ve kullanilan
yontemlerin farkliligindan ve de Brucella suslariin bolgesel degisiklik gostermesinden
kaynaklaniyor olabilir.

Calismamizda MIK degerleri goz dniine alindiginda; sadece streptomisin ve rifampisin
test edildiginde agar diliisyon yontemi ile E Test yontemi arasinda uyum bulundu. Duyarlilik
paterni goz Oniine alindiginda ise; doksisiklin, streptomisin ve siprofloksasin test edildiginde
%100, rifampisin test edildiginde %83 uyum bulundu. Benzer sekilde Esel ve ark. (8) da
sadece rifampisin i¢in E Test ile agar diliisyon yontemi arasinda uyum saptamiglardir. Bu
nedenle E Test yonteminin B. melitensis suslarmin MIK degerlerinin ve duyarlilik
durumlarinin tespitinde kullaniminin siirli oldugunu sdylemislerdir. Ancak her iki test
yonteminde MIK degerlerinin saptanmasinda rakamsal farkliliklarm olusu  6lciim
kalibrasyonlarmin farkliligma dayanmaktadir. Ornegin; agar diliisyon ydnteminde 0.03-
0.06- 0.125- 0.25 diliisyon katlar1 mevcutken E Test yonteminde bu diliiyon katlar1 0.023-
0.032- 0.047- 0.064- 0.94- 0.125- 0.19- 0.25 seklindedir. Agar diliisyon yontemi ile E Test
yontemi mukayese edilirken E Test yonteminde tespit edilen deger; agar dillisyondaki iki
deger arasma denk geliyorsa, bu iki degerin biiylik olan degerine yuvarlanarak rapor
edilmektedir. Ornegin; E Test yonteminde 0.032 pg/ml olarak saptanan deger 0.06 pg/ml
olarak rapor edilmektedir. Calismamizda agar diliisyon yontemi ile 0.03 pg/ml olarak
saptanan MIK degeri E Test yontemiyle 0.032 pg/ml saptanmasina ragmen 0.06 pg/ml olarak
rapor edilmistir. Bu nedenle ¢alismamizda MIK degerleri paterni géz oniine alindiginda,

rakamsal acidan farkliliklarin olusu her iki yontem arasindaki uyumu smirli bulmamiza
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neden olmustur. Duyarlilik paterni goz oniine alindiginda ise; bu uyumun %100’lere vardigi
saptanmistir. Bu saptamalar 1s18inda Brucella izolatlan test edildignde E Test yonteminin
kolay uygulanabilir, basit, fazla zaman ve emek gerektirmeyen bir yontem olmasi ve zon
caplarinin net olarak goriilebilmesinden dolayr MIK degerlerinin ve buna bagli olarak
duyarlilik paternlerinin dogru olarak saptanabilmesi nedeniyle tercih edilebilecegini
diisiiniiyoruz. Ancak biz calismamizda dort antimikrobiyal test ettik. Bruselloz tedavisinde
kullanilan diger antimikrobiyallerin de bu iki yontemle karsilastirilmali olarak test edilmesi
gerekliligini goz ardi edemeyiz. Bu nedenle Brucella’larin antimikrobiyal duyarliliginin
saptanmasinda standardizasyon olusturmak i¢in bizim c¢aligmamiza benzer ve daha kapsamli

bir¢cok calismanin yapilmasi gerektigini diisiiniiyoruz.

93



SONUCLAR

TUTF Klinik Mikrobiyoloji Laboratuari'nda Ocak 2002-Aralik 2004 tarihleri arasinda
hastalardan alinan 41 adet kan kiiltiirii ve 2 adet eklem sivis1 6rneginden, standart metotlarla
izole edilen ve Brucella olarak adlandirilan 43 sus calismaya alindi. Izole edilen suslardan
42’1 B. melitensis biyotip 3, 1’1 B. melitensis biyotip 1 olarak adlandirildi. Bu suslarin in vitro
olarak doksisiklin, streptomisin, siprofloksasin ve rifampine duyarliliklar1 agar diliisyon
referans yontemi ve E Test yontemi ile arastirilarak, 48 ve 72 saat siirenin sonunda CLSI agar
diliisyon referans yontemi sonuglari ile karsilastirilmistir.

Calismamizda bakteri inokulum yogunlugunu 10* CFU/ml olacak sekilde hazirladik.
Agar diliisyon ve E Test yontemi ile hazirladigimiz MHA plaklarim1 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon sonunda degerlendirdik.

Agar diliisyon ve E Test yontemiyle doksisiklin test edildiginde; biitiin izolatlarimizin
MIK degerlerini 48 ve 72 saat sonunda CLSI’nin sinir degerleri arasinda bulduk. MiK
degerleri karsilastirildiginda; doksisiklinin 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda agar diliisyonla E
Test-1, agar dillisyonla E Test-2 arasinda degerler agisindan iliski bulamadik. E Test-1ve E
Test-2 arasinda ise degerler acisindan iligki oldugunu gordiik. Yorumlama kategorisine gore
degerlendirdigimizde; agar diliisyon ve E Test yontemi ile 43 susun 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonda doksisikline duyarli oldugunu tespit ettik (%100). Doksisiklin i¢in yorumlama
kategorisini istatistiksel olarak degerlendirdigimizde agar diliisyonla E Test arasindaki uyumu
%100 bulduk.

Agar diliisyon ve E Test yontemiyle streptomisin test edildiginde; biitiin i1zolatlarimizin
MIK degerlerini 48 ve 72 saat sonunda CLSI’'min smr degerleri arasinda bulduk. MIK

degerleri karsilastirildiginda; streptomisinin 48 saat inkiibasyonda agar diliisyonla E Test-1,
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agar diliisyonla E Test-2 arasinda ve E Test-1’le E Test-2 arasinda degerler agisindan anlamli
iliski bulurken, 72 saat sonunda ise; agar diliisyonla E Test-1, agar diliisyonla E Test-2
arasinda ve E Test-1’le E Test-2 arasinda degerler agisindan iligki bulamadik. Yorumlama
kategorisine gore degerlendirdigimizde; agar diliisyon ve E Test yontemi ile 43 susun 48 ve
72 saatlik inkiibasyonda streptomisine duyarli oldugunu tespit ettik (%100). Streptomisin i¢in
yorumlama kategorisini istatistiksel olarak degerlendirdigimizde agar diliisyonla E Test
arasindaki uyumu %100 bulduk.

Agar dilisyon ve E Test yoOntemiyle siprofloksasin test edildiginde; biitiin
izolatlarrmizin MIK degerlerini 48 ve 72 saat sonunda CLSI’nin sinir degerleri arasinda
bulduk. MIK degerleri karsilastirildiginda; streptomisinin 48 saat inkiibasyonda agar
diliisyonla Siprofloksasinin 48 ve 72 saat inkiibasyonda MIK degerleri karsilastirildiginda
agar diltisyonla E Test-1, agar diliisyonla E Test-2 arasinda ve E Test-1’le E Test-2 arasinda
degerler agisindan iligki bulunmadi. Yorumlama kategorisine gore degerlendirdigimizde; agar
diliisyon ve E Test yontemi ile 43 susun 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda siprofloksasine duyarl
oldugunu tespit ettik (%100). Siprofloksasin i¢in yorumlama kategorisini istatistiksel olarak
degerlendirdigimizde agar diliisyonla E Test arasindaki uyumu %100 bulduk.

Agar diliisyon ve E Test yontemiyle rifampisin test edildiginde; 48 saat sonunda agar
diliisyon yontemi ile suslarin 8’inin (%19) rifampisine azalmis duyarlilik gosterdigi, E Test-1
ve E Test-2 yontemi ile ise rifampisine duyarli oldugu belirlenmistir. Agar dilisyon yontemi
ile 72 saat sonunda ise izolatlarin 41’inin (%95), E Test-2 yontemi ile 4’liniin (%9)
rifampisine azalmis duyarlilik gosterdigi, E Test-1 yontemi ile ise rifampisine duyarli oldugu
belirlenmistir. Rifampisinin 48 saat inkiibasyonda MIK degerleri karsilastirildiginda agar
dilisyonla E Test-1, agar diliisyonla E Test-2 ve E Test-1’le E Test-2 arasinda degerler
acisindan anlamli iliski bulduk. Rifampisin test edildiginde 72 saat sonunda; agar diliisyonla E
Test-1, agar diliisyonla E Test-2 arasinda bir iliski bulamazken, E Test-1’le E Test-2 arasinda
degerler agisindan iliski bulduk. Yorumlama kategorisine gore degerlendirdigimizde; agar
diliisyon yontemi ile 48 saat inkiibasyonda rifampisine 43 susun 35’inin (%81) duyarli, 8’inin
(%19) ise orta derecede duyarli; 72 saat sonunda da 43 susun 2’sinin (%35) duyarli, 41’inin
(%95) ise orta derecede duyarlt oldugunu saptadik. E Test-1 yonteminde 43 susun hepsinin
(%100) 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda rifampisine duyarli oldugunu saptadik. E Test-2
yonteminde ise 48 saat inkiibasyonda rifampisine 43 susun hepsinin (%100) duyarli; 72 saat
sonunda ise 43 susun 39’unun (%91) duyarli, 4’linlin (%9) orta derecede duyarli oldugunu

saptadik. Her ti¢ testi karsilastirdigimizda; 48 saat inkiibasyon sonunda 8 izolati, agar
95



diliisyon yontem ile rifampisine orta derece duyarli bulurken ayni 8 izolat1 her iki E Test
yontemi ile duyarli bulduk. Izolatlarrmizdan 35’1, agar diliisyon yéntemi ile rifampisine orta
derece duyarli bulurken ayni1 35 izolat1 her iki E Test yontemi ile duyarli bulduk. Bununla
birlikte 72 saat inkiibasyon sonunda ise; 41 izolati, agar diliisyon yontemi ile rifampisine orta
derece duyarli bulurken E Test-1 yontemi ile ayni1 41 izolatt1 duyarli bulduk, ayni sekilde 2
izolat1 agar diliisyon yontemi ile rifampisine duyarli bulurken E Test-1 yontemi ile aynm 2
izolat1 yine duyarli bulduk. izolatlarimizin 4’iinii, E Test-2 yontemi ile rifampisine orta derece
duyarli bulurken agar diliisyon yontemi ile aynm1 4 izolatti orta derece duyarli bulduk.
Izolatlarimizin 2’sini agar diliisyon yontemi ile rifampisine duyarli bulurken, E Test-2
yontemi ile aym1 2 izolati yine duyarli bulduk. Rifampisin i¢in yorumlama kategorisini
istatistiksel olarak degerlendirdigimizde agar diliisyonla E Test arasindaki uyumu %83
bulduk.

Bu bulgular 1s181inda E Test yonteminin B. melitensis suslari i¢in alternatif bir duyarlilik
test yontemi olarak kullaniminin E Test yonteminin kolay uygulanabilir, basit, fazla zaman ve
emek gerektirmemesi ve zon caplarinin net olarak goriilebilmesinden dolayr MIK degerlerinin
ve buna baglh olarak duyarlilik paternlerinin dogru olarak saptanabilmesi nedeniyle uygun
olacagimi  diislinliyoruz.  Brucella’larin  antimikrobiyal  duyarliliginin  saptanmasinda
standardizasyon olusturmak icin bruselloz tedavisinde kullanilan diger antimikrobiyallerin de
bu iki yontemle karsilastirilmali olarak test edilmesini ve bizim ¢alismamiza benzer ya da daha

kapsamli birgok caligmanin yapilmasi gerektigini diisiiniiyoruz.
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OZET

TUTF Klinik Mikrobiyoloji Laboratuari’nda Ocak 2002-Aralik 2004 tarihleri arasinda
hastalardan alinan 41 adet kan kiiltiirii ve 2 adet eklem sivis1 6rneginden, standart metotlarla
izole edilen ve Brucella olarak adlandirilan 43 sus calismaya alindi. izole edilen suslardan
42’1 B. melitensis biyotip 3, 1’1 B. melitensis biyotip 1 olarak adlandirildi. Bu suslarin in vitro
olarak doksisiklin, streptomisin, siprofloksasin ve rifampine duyarliliklar1 agar diliisyon
referans yontemi ve E Test yontemi ile arastirilarak, 48 ve 72 saat siirenin sonunda CLSI agar
dilisyon referans yontemi sonuglari ile karsilastirilmistir.

Biitiin izolatlar 48 ve 72 saat sonunda hem agar diliisyon hem de E Test yontemi ile
doksisiklin, streptomisin ve siprofloksasine duyarli iken 48 saat sonunda agar diliisyon
yontemi ile suslarin 8’inin (%19) rifampisine azalmis duyarlilik gosterdigi, E Test-1 ve E
Test-2 yontemi ile ise rifampisine duyarli oldugu belirlenmistir. izolatlarin 72 saat sonunda
ise; agar dillisyon yontemi ile 41’inin (%95), E Test-2 yontemi ile 4 {iniin (%9) rifampisine
azalmis duyarlilik gosterdigi, E Test-1 yontemi ile ise rifampisine duyarli oldugu
belirlenmistir.

Iki ydtem arasinda MIK degerleri géz Oniine alindiginda; sadece streptomisin ve
rifampisin test edildiginde agar diliisyon yontemi ile E Test arasinda uyum bulunurken,
duyarlilik paterni goz Oniine alindiginda; doksisiklin, streptomisin ve siprofloksasin test
edildiginde %100, rifampisin test edildiginde %83 uyum bulundugu belirlendi.

Bu bulgular 15181inda E Test yonteminin B. melitensis suslari i¢in alternatif bir duyarlilik
test yontemi olarak kullaniminin siirli olacagi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Brucella melitensis, antibiyotik duyarliligi, E Test

97



ASSESMENT OF DOXYCYCLINE, RIFAMPIN, STREPTOMYCIN,
CIPROFLOXACIN OF BRUCELLA STRAINS ISOLATED IN TRAKYA
UNIVERSITY HOSPITAL BETWEEN 2002- 2004 WITH AGAR
DILUTION AND E-TEST METHODS

SUMMARY

In this study, 43 Brucella strains isolated by standard methods from 41 blood and 2 joint
fluid samples of patients who administered to Clinical Microbiology Laboratory of Trakya
University, Medical Faculty were examined. Forty-two of isolated strains were named as B.
melitensis biotype 3 and one was named as B. melitensis biotype 1. In vitro sensitivity of these
strains to doxycycline, streptomycine, ciprofloxacin and rifampin were determined using agar
dilution method and E Test method, these findings were compared to results of CLSI agar
dilution, which is reference method, at the end of 48 and 72 hour-periods.

All isolates were found to be sensitive to doxycycline, streptomycine and ciprofloxacin
at the end of 48 and 72 hours by both agar dilution method and E Test method. At the end of
48 hour period, 8 of strains (19 %) showed decreased sensitivity to rifampin by agar dilution
method, whereas E Test-1 and E Test-2 method revealed that these strains were sensitive to
rifampin. At the end of 72 hours, however, 41 and 4 of strains (95% and 9%) showed reduced
sensitivity to rifampin by agar dilution method and E Test-2 method, respectively, while

increased sensitivity to rifampine was found by E Test-1 method.
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In respect to MIC values between two methods, when only streptomycine and rifampin
were tested, a concordance was found between agar dilution method and E Test. As
sensitivity pattern was taken into account, when doxycycline, streptomycine and ciprofloxacin
were tested, concordance rate was 100%, and with rifampin 83% of concordance was found.

With these findngs, it is concluded that use of E Test method would be limited as an

alternative sensitivity test method for B. melitensis strains.

Key Words: Brucella melitensis, antibiotic sensitivity, E Test
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EK 1.
Etik kurul karari

: T.C
TRAKYA UNIVERSITES]

- TIP FAKULTESI
ETIK KURUL KARARLARI

Oturum: Sayist : o6 Karar Tarihi: OF. 05, @05

8-Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu 05.05.2005" tarihinde »2002-2004 yilan
arasimnda T.U.Tip Fakiiltesinde Izole Edilen Brucella kokenlerinde doksisilklin,
rifampisin, .streptomisin, siproflcksasin duyarlih@mm agar -diliisyon ve E-Test
yontemleriyle saptanmasy” adli TUTFEK-2005/56 protokol no.u Aras.Gor.Dr.Arzu
F.ERTEM’in tez calismasini incelemek iizere topland: -

Yapilan inceleme sonucunda ¢alismamn Fakiiltemiz Klinik Bakieriyoiloji ve Infekmyon
Hastaliklari Anabilim Dalinda yapilacag: ve sorumlusunun Yrd.Dog.Dr.Figen KULOGLU

oldugu; arastirma protokoliintin amag, yaklasim, gereg vé ‘yontemler ile goniilli bilgilendirme
metni dikkate alinarak incelenmesi sonucunda;, Helsinki Deklerasyonu Kararlarina, Hasta
Haklan Yénetmelizine ve eiik kurallara uygun olarak hazilandigma TUBAP tarafindan
desteklenmesi kosuluyla; yapilabilecegine mevcudun oybirligi ile karar verildi.
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BAEKAN
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Prof.Dr.Ahmet TEZEL Yrd.Doc.Dr.Umit N. BASARAN  Yrd. Dog. Dr. Cengiz TUGLU
 Klinisyen Uye Klinisyen Uye ) Klinisyen Uye -
I¢ Hastaliklar1 Uzmani Cocuk Cerrahisi Uzmani Psikiyatri Uzmamn
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Yrd. Dog. Dr Ufuk USTA- Yrd.Dog.Dr.Sevei ESKIOCAK Ecz.Imran OGUZ
Uye B:yoklmya Uzmam Uye
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