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BRUCELLA BAKTERILERINDE El\UI-ViTRO
ANTIBIYOTIK DUYARLILIGI

Biilent SUMERKAN

Bruselloz primer olarak evcil hayvanlarin bir hastalifn olmakla beraber Akdeniz hav-
zast ve Giiney Amerika basta olmak iizere bir ¢ok iilkede toplum saglifimi olumsuz yonde
etkileyen bir hastalikor. Baz: tilkeler alidiklart ciddi énlemlerle hastalift neredeyse eradi-
ke etmiglerdir. Ancak siit ve siit iirlinleri endiistrisi tam oturmamug, hayvan harcketleri
kontrol altinda tutulamayan baz iilkelerde hastalik endemik hatta hiperendemiktir (13).

Bir sekilde hayvanlardan insanlara gegen bu infeksiyonun tedavi siiresi diger birgok in-
feksiyon hastaliganin tedavi siiresine gore daha uzundur ve kabul gérmiis tedavi protokol-
lerine ragmen belli oranlarda relaps goriilmektedir (14},

In-vitro testlerin sonuglanna bakildiginda Brucella bakterilerinde tedavide kullanitan
ilaglarin coguna direng goriilmemekiedir. Hatta relaps sonrast izole edilen bakterilerde bi-
le, tedavide kullanilan ilaglar tekrar test edildifinde de yine direng goriilmemektedir (4).
Relapsin ya da tedavideki bagansizlifin sorumiusu olarak bakterilerin hiicre igi patojen ol-
malan diigiiniilmektedir, Bakteriler fagosite edildikleri makrofaj vb. hiicrelerde canlilikla-
rim siirdiirmekte, tedavi amaciyla verilen ilaglar bu bélgeye ulasamamakta veya ulagabil-
seler de bakterileri bazi nedenlerle inhibe edememektedirler. Boylece antibiyotikler uzun
slireli verilmediginde fagosite edildikleri hiicrelerde gizlenen bakteriler bir sekilde agifa
cikip relaps ya da tedaviye yanitsizlifa neden olmaktadirlar (14).

Brucella’larn fakiiltatif hiicre ici paraziti olmalart tedavide hiicre igine girebilen anti-
biyotikleri kullanmay1 gerektirir ve bu antibiyotiklere ragmen hastaliin uzun slirmesine ve
belli oranlarda da relapslara yol agar. Giiniimiizde efi ‘etkili tedavi protokolleri igerisinde
doksisiklinin rifampisin ya da streptomisin ile kombinasyonu yer ali. Bu ilaglarin toksik
ve yan etkileri 6zellikie gebelerde ve gocuklarda problem yaratir. Ek olarak uzun siireli oral
doksisiklin ve kas igi verilen streptomisin hasta uyumunda sorun yaratmaktadir, Yine de
tam anlamiyla relapslar 6nlenememektedir. Bu nedenlerie bruselloz tedavisinde yeni anti-
biyotiklerin ki, bunlar igerisinde bir kism1 hiicre icine iyi penetre olabilen ilaglardir, arag-
tirrlmast giindeme gelmektedir. Orek olarak vermek gerekirse yeni fluorokinolonlar agiz-
dan alindiginda iyi biyoyararlamm gésteren, yitksek doku konsantrasyonlarina ulagan, hiic-
re igine ¢ok iyi ve fazla miktarda penetre olabilen ilaglardir. Bu tip ilaglar Brucella gibi
hiicre i¢i organizmalarin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde kullamlmak fizere iyi
birer adaydwlar (11,17).

Giiniimiizde diinyamin bir¢ok yerinde uygulanmakta olan rutin antibiyotik duyarhhk
testleri ile ilgili yontemler mzh iireyen, besin gereksinimi karmagik olmayan bakterilere
gore standardize edilmigtir. Bugiin diinyada birgok {ilkede kabul gérmiis olan NCCLS stan-
dartlan igerisinde S.pneumoniae, H.influenzae ve N.gonorrhoeae gibi giig lireyen bakteri-
lerin duyarliik testleri standardize edilmigtir. Ancak difer gii¢ ireyen Helicobacter,
Campylobacter ve Brucella gibi bakteriler i¢in heniiz tam anlamiyla oturmug standart yon-
temler geligtirilemediginden klinik mikrobiyoloji laboratuvarlaninda bu bakterilere rutin
duyarlibk testleri énerilmemektedir, Bununla birlikte yeni ilaglann kesfedilmesi ve kesfe-
dilen bu ilaglarin yukanida sayilan nedenletle bruselloz tedavisine aday ilaglar olmasi,
mevcut ilaglarin durumlarinin aragtimlacak olmasi rutin diginda aragtirma amaghi olarak
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Brucella bakterileri icin de duyarlilik testleri yapilmasint gerektirmektedir. Ancak yapilan
testlerin sonuclarinin nasil yorumlanacagy agik degildir. Bu bakteriler igin direng ya da du-
yarhlik simir degerleri tam olarak belirlenmemistiv. Hatta streptomisin igin simr deger hig
bir bakteri icin NCCLS’te yer almamaktadir. Bilindigi gibi sinir degerlerin farkli infeksi-
yon bilgelerinde hesaplanmasi cofiu kez olanakli olmadifindan bu hesaplamalarda formiil-
ler genellikle serum igin Snerilmistir (15), Ote yandan bruselloz tedavisinde verilen ilaglar
kombine verildiginden ilag etkilegimlerini in-vitro incelemek de yararl olacaktir.

Brucella bakterileri polimiksin B, basitrasin, sikloheksimid, nalidiksik asit, nistatin ve
vankomisin gibi antibiyotik ve antifungal ajanlara direngli bakterilerdir. Brucella bakterile-
rini flora igeren kiiltiirlerden izole etmek amaciyla hazirlanan selekif besiverlerine bu ilag-
lar eklenir. Buna kargihk tetrasiklinler, aminoglikozitler, ko-trimoksazol, fluorokinolontar,
azitromisin ve difer makrolidier ve birgok beta-laktam antibiyotik Brucella izolatlarina in-
vitro etkili ilaglardir (13). Ancak bu mikroorganizmalarin intrafagositik yagamlan nedeniy-
le brusellozun tedavisi icin in-vitro etki gerekli ancak yeterli olmayan bir kosuldur,

Brucella bakterileri ile ilgili yapilimg duyarhlik caligmalarina bakaldifinda disk difitz-
yon yéntemiyle yapilmig ¢aligmalara kugku ile yaklagmak gerekir. Su anda rutin duyarhlik
testlerinde kullammda bulunan 30 mg doksisiklin, 30 mg streptomisin, 5 mg rifampisin
yiiklenmis diskler ile ¢caligildipinda 60-70 mm’ye varan zon ¢aplan elde edilmektedir (ya-
ymlanmanus bilgi). Bu kadar biiyiik zon ¢aplan ile disk difiizyon yonteminde direng va da
duyarlilik simir defierleri hakkinda bir yorumda bulunmak en azindan bu disklerle kolay ol-
masa gerek. Bu nedenlerle Brucella’lar ile ilgili duyarliik testlerinde ancak diliisyon (si-
v1 ya da agar) yontemleri ile yapilmig olan duyarlilik test sonuglar bize fikir verebilir,

Khan ve arkadaglan (9} ofloksasin, siprofloksasin ve difloksasin gibi kinolonlarla 47
Brucella melitensis sugu iizerinde yaptiklari cahgmada kinolonlar igersinde ofloksasini
(MICg4o=0.02 mg/mL) digerlerine gore daha etkili bylmuslardir. Bu ¢alismada ko-trimok-
sazol, streptomisin, tetrasiklin ve rifampisine direng bulunmarmgtir. Aragtirmacilar yotem
olarak sivi diliisyon y&ntemini kullanmiglardr,

Ruybinstein ve arkadaglan {12) 86 klinik B.melitensis izotati iizerinde yaptiklan ¢alig-
mada minosiklin, streptomisin, ko-trimoksazol, rifampisin ile birlikte siprofloksasin, pef-
loksasin, ofloksasin, fleroksasin ve sparfloksasini test etmigler, konvansiyonel ilaglar ara-
sinda minosiklini, kinolonlar arasinda ise siprofloksasini en etkili ilag olarak bulmuglardr.
Suglar arasindan rastgele birini segerck ilaglarin dldiirme hizlarma bakmuglar ve konvansi-
yonel ilaglar arasinda en hizh Sldiiren ilag olarak streptomisini (<12 saat) bulmusglardir. Yi-
nie kombinasyonlardaki $ldiirme hzlarina baktiklarinda en lnzh ldiiren kombinasyonlarin
streptomisinli kombinasyonlar (streptomisin + siprofloksasin, streptomisin + minosiklin,
streptomisin + rifampisin) oldugunu gostermislerdir. ' '

Garcia-Rodriguez ve arkadaglari (7) 62 Brucella kikeninde yaptiklart ¢aligmada kon-
vansiyonel ilaglar (streptomisin, rifampisin, terasiklin, ko-trimoksazol) ile rifapentini ve
eritromisin ile birfikte yeni makrolidleri (roksitromisin, azitromisin, klaritromisin ve dirit-
romisin) agar diliisyon yontemiyle test etmiglerdir. Makrolidler arasinda azitromisin ile
Klaritromisin etkili bulunurken roksitromisin, diritromisin ve eritromisin etkisiz bulunmusg-
tur. Rifapentin ise rifampisine benzer etki gostermistir. Bu ¢alismada da test edilen konvan-
siyonel ilaglara direngli sug bulunmamagtr,

Siimerkan ve arkadaglan (16) 52 Brucella melitensis klinik izolatinda agar diliisyon
yontemiyle yaptiklan ¢alismada test ettikleri kinolonlar arasinda sirastyla siprofloksasin
(MICy=0.5 mg/mL), ofloksasin (MICgy=1 mg/mL), pefloksasin (MICy=4 mg/mL) ve
norfloksasini (MICgy=4 mg/mL) etkili bulmuglardir. Bu ¢alisgmada BOS’a gegebilen sefa-
losporinler de test edilmig, sirasiyla en etkili olarak seftizoksim, seftriakson ve sefotak-
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sim bulunmug (MICg=0.25, 1 ve 2 mg/mL), sefuroksim yeterli etkiyi g&stermemigtir
(MICy=32 mg/ml. ). Bu ¢aligmada test edilen konvansiyonel ilaglara (tetrasiklin, doksisik-
lin, streptomisin, rifampisin, ko-trimoksazol) direngli sus bulunmamigken, eritromisin
(MICy=32 mg/mL) etkisiz bulunmustur,

Kinsara ve arkadaglan (10) Suudi Arabistan’da yaptiklan ¢cahgmada Brucella meliten-
sis suglarinda (n=37) ko-trimoksazole % 62 oramnda direng bildirmiglerdir. Ancak ¢aligma
disk difiizyon ile yapildif1 igin sonuglarma belki de kugku ile bakilabilir.

Relapslarin ya da tedavideki bagarisizifin nedeni olarak kullanilan kombinasyonlar-
da antagonizm olabilir mi diisiincesi akla gelebilir. Evrensel ve Siimerkan (5) doksisiklin
+ siprofloksasin, doksisiklin + rifampisin, doksisiklin -+ azitromisin, siprofloksasin + ri-
fampisin ve rifampisin + azitromisin kombinasyonlarnin etkisini 42 B.melitensis sugu iize-
rinde in-vitro arastirmuglar, yéntem olarak iki boyutlu “checkerboard” agar diliisyon yén-
temini kullanmglardir, Calismamn sonuglarina gére en fazla sinerfizm (% 33) doksisiklin
+ azitromisin kombinasyonunda goriiliirken, siprofloksasin + rifampisin ve doksisiklin +
siprofloksasin kombinasyonlarinda sinerjizm gozlenmemigtir. Bu ¢aligmada doksisiklin +
aritromisin ve siprofloksasin + rifampisin kombinasyonlarinda % 24 oraninda antagonizm
bulunmustur. Yine Akova ve arkadaglan (2) 20 B.melitensis sugu ile yaptiklari bir ¢aligma-
da rifampisin + azitromisin ve ofloksasin + rifampisin kombinasyonlarinda streptomisin +
doksisiklin ve rifampisin + doksisiklin kombinasyonlarina gére daha az oranda sinerjizm
bulmusglardir. Oysa Akova ve arkadaglanmn (3) yaptif1 bir klinik ¢ahigmada, tedavide kul-
landiklan siprofloksasin + rifampisin kombinasyonu rifampisin + doksisiklin kombinasyo-
nu ile kiyaslandiginda relaps agisindan herbangi bir fark bulunmarmmgtir.

Bu bilgiler 1s11nda acaba sorun makrofajlar icersinde fagolizozom pH’sinin 5 dolay-
laninda olmasindan mi kaynaklanmaktadir? Diger bir deyigle ilaglar hiicre igine iyi penet-
re olsalar bile pH 5’te etkileri mi azalmaktadir? Bu hipotezle birlikte bazi in-vitro galigma-
larda hiicre igine iyi gegebilen ilaglar Brucella bakterilerine kars: in-vitro olarak pH 5'te
test edilmigtir. Garcia-Rodriguez ve arkadaglan (6) kinolonlarin etkisini pH 5'te test eitik-
lerinde pH 7’ye gére daha diigiik bulmuglardir, yani pI 5’te MIK degerleri pH 7°dekine
oranla daha yiiksek bulunmustur. Akova ve arkadaglan (1) yaptiklart caligmada pH 5'te test
edilen antibiyotiklerde rifampisin digindakilerde (azitromisin, eritromisin, streptomisin,
doksisiklin, siprofioksasin ve ofloksasin) MIK degerlerinin yiikseldigini gostermiglerdir.
Ayni aragtirmactlar kombinasyonlarla yaptiklan ¢aligmada asidik pHl’mn rifampisin + dok-
sisiklin kombinasyonuna olumsuz etkisini bulurken, streptomisin + doksisiklin kombinas-
yonuna olumsuz yinde etki gisterilememigtir.

Biitiin bunlara bakildiginda relaps ya da tedavideki bagarisizhk oranlan in-vitro sonug-
larla tam olarak paralel gitmemektedir.

Brucella’lar ile laboratuvarda emniyet kabinleri olmadan ¢aligmak laboratuvar ¢aligan-
lan agisindan son derece risklidir, Ozellikle diliisyon yontemleri hem zaman alict hem de
infeksiyon riskini artiran yontemlerdir. Disk diflizyon yontemi kolaydir ancak standardize
degildir. Acaba E test yontemi ile duyarlilik testleri yapilabilir mi? Bu konuda Giir ve arka-
daglari (8) ¢ahgmalannda mikrodiliisyon yontemi ile E test yontemini karsilagtirnmsglar, E
test ydntemini ofloksasin ve siprofloksasin igin % 82, rifampisin i¢in % 91, azitromisin igin
% 95 ve doksisiklin i¢in % 100 oraninda mikrodiliisyon ydntemiyle uyumlu bulmuglardyr.

Sonug olarak Brucella bakterileri hiicre i¢i patojenler oldugundan doku ya da hiicre
kiiltiiriinde yapilmadifiz stirece herhangi bir duyarlilik testinin klinik etkiyi tngormesi
miimkiin olamamaktadir. Hatta hayvan deneyleri bile bu konuda yetersiz kalabilmektedir.
In-vitro galigmalara bakildiginda konvansiyonel antibiyotiklere de, yeni antibiyotiklerin bir
béliimiine de diren¢ yoktur. Ancak sorun hangi antibiyotifin segﬂmesmden ¢ok hangi doz-
larda ve ne kadar siireyle verilecegindedir.
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