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oz

Bruselloz tim diinyada yaygin olarak gérilen zoonotik bir hastaliktir ve 6nemli bir halk saghgi sorunu
olarak karsimiza cikmaktadir. Bu calismada kan kiiltirlerinden izole edilen Brucella suslarinda tir tayini
yapilmasi ve 11 farkh antibakteriyel ilaca karsi, antimikrobiyal duyarlilik oranlarinin belirlenmesi amaclan-
mustir. Saglik Bilimleri Universitesi, Konya Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari-
na Ocak 2011-Haziran 2013 tarihleri arasinda yatan hastalardan alinarak gelen ve kan kiiltiiriinden izole
edilen, 106 adet Brucella spp. susu calismaya dahil edilmistir. izole edilen suslar, baslica konvansiyonel
yontemler esas alinarak tanimlanmustir. Azitromisin, doksisiklin, gentamisin, levofloksasin, moksifloksasin,
rifampisin, siprofloksasin, streptomisin, tetrasiklin, tigesiklin ve trimetoprim/siilfametoksazoliin in vitro
antibakteriyel etkinlikleri E-test yontemi kullanilarak dederlendirilmistir. Her Brucella izolati icin, kati besi-
yerinde Ureyen kolonilerden 0.5 McFarland bulanikhiginda siispansiyon hazirlanmistir. Stispansiyon %5
koyun kani eklenmis Mueller Hinton agar yiizeyine yayilmistir. inokiilasyon yapilmis olan plaklara test
edilecek ilaglara ait gradiyent test (E-test, bioMerieux, Fransa) seritleri yerlestirilmistir. Besiyerleri 37°C’de
48 saat inkiibe edilmis ve Escherichia coli ATCC 25922 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 antimik-
robiyal duyarllik testi icin kalite kontrol suslar olarak kullanilmistir. Minimum inhibitor konsantrasyonu
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(MIiK) degerleri, “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)”iin Haemophilus tiirleri gibi yavas
Ureyen bakteriler icin belirledigi rehberlere gore degerlendirilmistir. Calismaya dahil edilen 106 Brucel-
la spp. suslarindan 90"1 Brucella melitensis, 16'si ise Brucella abortus olarak tanimlanmistir. Azitromisin,
doksisiklin, gentamisin, levofloksasin, moksifloksasin, rifampisin, siprofloksasin, streptomisin, tetrasiklin,
tigesiklin ve trimetoprim/siilfametoksazoliin MiK90 degerleri sirasiyla; 1 pg/ml, 0.25 pyg/ml, 0.19 ug/
ml, 0.25 ug/ml, 0.19 pg/ml, 0.75 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0.75 pug/ml, 0.38 ug/ml, 0.64 ug/ml, 0.19 pg/ml
olarak belirlenmistir. MiK90 degerlerine gore gentamisin, moksifloksasin ve trimetoprim/siilfametoksazol
en etkili antibakteriyel ilaclar olarak bulunmustur. Brucella suglarinin tamami, rifampisin disindaki test
edilen antibakteriyel ilaclarin tamamina duyarli bulunmustur. Yalniz alti sug rifampisine orta diizeyde
duyarlilik gostermistir. Florokinolonlar arasinda en etkili antibakteriyel ilacin moksifloksasin oldugu, bunu
siprofloksasin ve levofloksasinin izledigi gorilmustiir. Calismamizda, hastanemizde Brucella tedavisinde
kullanilan konvansiyonel antibakteriyel ilaglara karsi in vitro diren¢ olmadigi saptanmustir fakat Brucella
spp. izolatlarinin antibiyotik duyarlilik paterni bolgesel olarak farkhilik gosterebilmektedir. Bu nedenle, ile-
ride gelisebilecek diren¢ problemlerini 6nlemek icin, Brucella tiirlerinin antibiyotik duyarhliklarinin belirli
araliklarla takip ve kontrol edilmesinin gerekli oldugu sonucuna ulagilmustir.

Anahtar sézciikler: Brucella; kiiltiir; antibakteriyel ilaglar.

ABSTRACT

Brucellosis is a worldwide zoonotic disease and still continuous to be a major public health problem.
In this study, it was aimed to identify the Brucella strains to the species level isolated from blood cultures,
and to determine the rate of antimicrobial susceptibility against eleven antibacterial agents. A total of
106 Brucella spp. strains were included in the study, which were isolated from blood cultures in University
of Health Sciences, Konya Training and Research Hospital, Medical Microbiology Laboratory between
January 2011 and June 2013. Identification of the isolated strains were mainly based on conventional
methods. In vitro antibacterial susceptibilities of azithromycin, ciprofloxacin, doxycycline, gentamicin,
levofloxacin, moxifloxacin, rifampicin, streptomycin, tetracycline, tigecycline, and trimethoprim/
sulfamethoxazole, were evaluated by using the gradient (E-test, bioMerieux, France) strip method. The
bacterial suspensions adjusted to 0.5 McFarland turbidity was inoculated to Mueller Hinton agar plates,
supplemented with 5% sheep blood, and E-test strips of selected antibacterial were applied. The plates
were incubated in ambient air 48 hours at 37°C and Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus
aureus ATCC 29213 were used as quality control strains for antimicrobial susceptibility testing. Minimum
inhibitors concentration (MIC) values were interpreted according to Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) guidelines for slow-growing bacteria such as Haemophilus spp. Of the 106 Brucella spp.
strains included in to the study, 90 were identified as Brucella melitensis, and 16 were Brucella abortus.
MIC,, values of azithromycin, ciprofloxacin, doxycycline, gentamicin, levofloxacin, moxifloxacin,
rifampicin, streptomycin, tetracycline, tigecycline, and trimethoprim/sulfamethoxazole were determined
as 1 pyg/ml, 0.25 pg/ml, 0.19 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0.19 pg/ml, 0.75 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0.75 pg/mi, 0.38
pug/ml, 0.64 ug/ml, and 0.19 pg/ml respectively. According to MIC9O values, gentamicin, moxifloxacin,
and trimethoprim/sulfamethoxazole, were the most effective antibacterial agents. All the Brucella
strains were sensitive to all the tested antibacterial agents except rifampicin. Only six isolates showed
intermediate susceptibility to rifampicin. With regard to fluoroquinolones, the most active antibacterial
agent was moxifloxacin, followed by ciprofloxacin and levofloxacin. In our study, no resistance was found
for the classically recommended antibacterial agents used in the treatment of Brucella species in our
hospital but antibiotic susceptibility patterns of Brucella spp. may vary geographically. As a result it was
concluded that, the antimicrobial susceptibilities of Brucella species should be determined and controlled
periodically to avoid the possible development of resistance problems in the future.

Keywords: Brucella; culture; anti-bacterial agents.
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GiRiS

Bruselloz, Turkiye'nin de icinde bulundugu Akdeniz Ulkelerinde sik goriilen, hem hay-
vanlarda hem de insanlarda enfeksiyon olusturan bir hastaliktir. Huicre ici, gram-negatif
bir bakteri olan Brucella spp.’nin etkeni oldugu zoonotik bir hastalik olan brusellozun ger-
cek insidansi, istenen dizeyde bildirim yapilmamasi, bazi olgularin subklinik seyretmesi
nedeniyle bilinmemektedir'. Bruselloz, Tiirkiye’de 6zellikle de Orta, Dogu ve Giineydogu
Anadolu bélgelerinde yaygindir. Turkiye Saglik Bakanhg verilerine gore; 1970 yilinda 37
olgu bildirilmisken bu sayi artarak 2004 yilinda 18.408 olgu bildirimine ulagmistir (insi-
dans orani 25.67/100.000)2. insanlari enfekte eden Brucella tiirleri Brucella abortus, Bru-
cella melitensis, Brucella canis ve Brucella suis olsa da en sik karsilasilan tiir B.melitensis tir>.

Hastalik, etkenin agiz yoluyla alinmasi, mukoza ve derideki siyriklar yoluyla direkt te-
masi ya da inhalasyonla bulagir*. Hastalik; abortus, akut bébrek yetmezligi, endokardit,
splenik apse, spondilit ve ensefalit ile iliskilendirilmistir>. Brucella enfeksiyonlarinin klinik
bulgular patognomonik olmayip, subklinik enfeksiyondan santral sinir sistemi enfeksi-
yonlarina kadar degisken klinik tablolarla karsimiza cikabilmektedir.

Hastaligin kesin tanisi kan ya da doku 6rneklerinden, kltiir yapilmasi veya polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) gibi molekiler yontemlerle etken bakterinin gosterilmesiyle yapil-
maktadir. Ancak, klinik laboratuvarda en sik kullanilan tani yéntemleri Rose Bengal, tiip
aglitinasyon testi gibi serolojik testlerdir. Brucella cinsi bakterilerin antimikrobiyal ilaclara
karsi direng gelistirme olasiligi diistik olmakla birlikte, 6zellikle tedaviye yanit alinamadi-
g1 durumlarda Brucella kiltliri ve antibiyogram yapilmasi 6nemlidir. Uygun antibiyotik
tedavisinin yapiimadigi durumlarda agir sekeller ve uzun dénemde artmis morbidite go-
rulebilmektedir.

Bu calismada, brusellozun endemik olarak goriildigu bolgemizde, klinik 6rneklerden
izole edilen Brucella spp. suslarina karsi tedavide kullanilan 11 antibiyotigin in vitro etkin-
liginin arastinlmasi amaclanmusgtir.

GEREC ve YONTEM
Bakterilerin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Saglik Bilimleri Universitesi, Konya Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina Ocak 2011-Haziran 2013 tarihleri arasinda yatan hastalardan alinarak
gonderilen kan kiilttrlerinden Uretilen 106 Brucella spp. suslan calismaya dahil edildi. Ye-
tiskin hastalardan alinan kan 6rnekleri BACTEC Plus Aerobic/F, BACTEC Plus Anaerobic/F
ve pediatrik yas grubu icin alinan kan ornekleri BACTEC Peds Plus/F (Becton Dickinson
and Company-BD, Sparks, MD, ABD) kan kiiltiir siselerine inokule edildi ve BACTEC
9240 (BD, ABD) otomatize sistemi ile 5 guin inklibe edildi. Bruselloz 6n tanisi ile gelen
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ornekler icin inkibasyon 21 gline kadar uzatildi. Cihaz pozitif sinyal verdikten sonra kan
kaltur siselerinden %5 koyun kanh agar (Becton Dickinson, ABD ve bioMerieux, Fransa),
cikolata agar (Becton Dickinson, ABD ve bioMerieux, Fransa) ve Eosin Methylene Blue
(EMB) (Becton Dickinson, ABD ve bioMerieux, Fransa) agara pasajlar yapilarak 24-48
saat 37°C’de inkiibe edildi. Ureyen kolonilerden alinan érnekler Gram ile boyandi ve
gram-negatif kiiciik kokobasil morfolojisindeki mikroorganizmalara katalaz, oksidaz, tire-
az testi ve Brucella antiserumu (polivalan ve monovalan) (BD & Difco, ABD) uygulana-
rak konvansiyonel yéntemlerle tanimlandi. izole edilen suslar otomatize sistem Phoenix
(Becton Dickinson, Sparks, Maryland, ABD) ve VITEK 2 (bioMerieux, Mercy'ltolle, Fransa)
ile tir duizeyinde tanimlandi.

Antibiyotik Gradiyent Yontemi

E-test (bioMerieux Fransa), Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda ve %5 koyun kani
iceren Mueller Hinton agar (Becton Dickinson, ABD ve bioMerieux, Fransa) kullanilarak
yapildi. Besiyerleri 37°C’de 48 saat inkube edildi. Kalite kontroli “Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)” onerilerine gore, Escherichia coli ATCC 25922 ve Staphylococcus
aureus ATCC 29213 kontrol suslari kullanilarak yapildi®.

Sonuclarin Yorumlanmasi

On bir cesit antibiyotie ((azitromisin, doksisiklin, gentamisin, levofloksasin,
moksifloksasin, rifampisin, siprofloksasin, streptomisin, tetrasiklin, tigesiklin, trimetoprim/
stlfametoksazol (TMP/SMZ)) karsi antimikrobiyal etkinin belirlenmesinde CLSI'nin
Haemophilus tiirleri icin belirledigi sinir degerler referans alindi®.

istatistiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) testi kullanilarak degerlendiril-
di. p degerinin < 0.05 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calisma kapsaminda yer alan 106 Brucella spp. izolatinin 901 B.melitensis, 16'si
B.abortus olarak tanimlanmugtir. Brucella spp. suslari icin E-test ile elde edilen MiKso ve
MIK,,, degerleri Tablo I'de gosterilmistir. MIK,, degerleri en dustik TMP/SMZ, moksiflok-
sasin ve gentamisin icin, en yliksek azitromisin icin saptanmistir. MIK,, degerlerine gére
en etkili florokinolonun moksifloksasin oldugu, bunu siprofloksasin ve levofloksasinin iz-
ledigi gortlmustir (Tablo I).

Suslarin tamami rifampisin digindaki antibiyotiklere duyarli bulunmustur. CLSI’'nin gli¢
iireyen mikroorganizmalar icin MiK belirleme kullanim standartlarina gére, B.melitensis
suslarinin dordii ve B.abortus suslarinin ikisi rifampisine orta diizeyde duyarl saptanmustir.
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Tablo . Brucella spp. Suslari lgin E-test MiK Araliklari, Sinir Degierleri ve MK, MiK, Degerleri

MiK MIK

50 90 . CLSI sinir degerleri

Antibiyotik (ug/ml) (ug/ml) MIK araligi (CLSI) (ug/ml)
1 R

Azitromisin (AZ) 0.38 1 0.016-256 pg/ml <4 - -
Doksisiklin (DC) 0.125 0.25 0.016-256 pg/ml <1 - -
Gentamisin (GM) 0.125 0.19 0.064-1024 pg/ml <4 - -
Levofloksasin 0.125 0.25 0.002-32 pg/ml <2 - -
Moksifloksasin (MX) 0.125 0.19 0.002-32 pg/ml <1 - -
Rifampisin (RI) 0.38 0.75 0.002-32 pg/ml <1 2 <4
Siprofloksasin (Cl) 0.19 0.25 0.002-32 pg/ml <1 - -
Streptomisin (SM) 0.38 0.75 0.064-1024 ug/ml <8 - -
Tetrasiklin (TC) 0.25 0.38 0.016-256 pg/mi <2 - -
Tigesiklin (TGC) 0.19 0.64 0.016-0.19ug/ml <2 <4 <8
Trimetoprim/
Silfametoksazol 0.64 0.19 0.002-32 pg/ml <2 - -

(TMP/SMZ)

MiK: Minimum inhibitor konsantrasyonu; S: Duyarli; I: Orta duyarli; R: Direncli.

TARTISMA

Bruselloz (ilkemizde yaygin gorilmekte olup, degisik kliniklerle karsimiza cikmaktadir.
Bruselloz icin temel bulas kaynagi pastorize edilmemis siit ve siit trtinlerinin tiiketimidir.
Ayrica, enfekte aerosollerin inhalasyonu ve enfekte hayvan sekresyonlar ile bulasabil-
mektedir. Ulkemizde hastalik en sik Dogu, Giineydodu ve i¢ Anadolu bélgelerimizde
gorulmekle birlikte her boélgeden olgu bildirimleri yapilmaktadir. Brucella turlerinin hic-
re ici mikroorganizmalar olmalari, tedavide hicre icine girebilen antibiyotikleri kullan-
may1 gerektirmektedir’. Uygun antibiyotik kullanimina ragmen, hastalik uzun stirmekte
ve belli oranlarda relaps gorulebilmektedir. Bu hastalikta uzun siire kombine antibiyotik
tedavisi kullanilmaktadir. Glniimuzde en etkili tedavi protokolleri arasinda doksisiklin,
rifampisin ya da streptomisin ile kombinasyonlari bulunmaktadir®. Bruselloz olgularinin
%710-15'inde tedavi sonrasi relaps goriilebilmektedir. Brusellozda relapslar ¢cogunlukla
antibiyotik direncine bagli degil, yetersiz ve yanlis antibiyotik kullanimi sonucu gelis-
mektedir. Tiirkiye’de Brucella spp. izolatlar icin yapilan antimikrobiyal duyarlilik calisma
sonuglarinin 6zeti Tablo 1I'de verilmistir.

Brucella cinsi bakterilerde in vitro duyarlilik testlerine yonelik standart bir yontem ol-
mamasi nedeniyle rutin duyarlilik testi yapilmasi 6nerilmemektedir. Ayrica, test sonuglari
pH, inokiiliim miktari ve besiyeri gibi pek cok faktérden etkilenmektedir®'°. Brucella bak-
terisi ile laboratuvarda giivenlik kabinleri olmadan calismak son derece risklidir. Ozellikle,
diliisyon yontemleri hem zaman alict hem de enfeksiyon riskini artiran yontemlerdir. Disk
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Tablo Il. Tiirkiye'de Brucella spp. zolatlari ile Yapilan Antimikrobiyal Duyarlilik Testlerinin Sonuglari

rotrmactar e Kediye Midanve telye S Tuone
Ankara
Sehir(ler) Kirikkale Konya Adana Kayseri Ankara Adana
Konya
& B.melitensis 46 90 65 74 37 87
g B.abortus - 16 - - 5 -
Yontem E-test E-test E-test E-test E-test E-test
Tetrasiklin 0.25 0.38 - - 0.064 -
Doksisiklin - 0.25 0.032 0.03 - 0.047
Streptomisin 0.50 0.75 - 0.5 - -
_ Gentamisin - 0.19 - - - -
% Siprofloksasin 0.25 0.25 0.125 0.125 0.19 0.19
=é Moksifloksasin - 0.19 - - - -
Z  Levofloksasin - 0.25 0.125 - - -
Tigesiklin - 0.64 - - - 0.125
Tnmetoprim/ i 0.19 0.023 0.06 1.5 .
Rifampisin 1 0.75 1.5 0.5 1 1.5
Azitromisin 1 1 - - - -

difiizyon yontemi kolaydir ancak standardize degildir. Diliisyon yontemlerine gore daha
kisa zamanda ve kolay uygulanabilir bir yontem olan E-test antibiyotik duyarllk aragtir-
malarinda siklikla kullaniimaktadir. Hastaligin tanisinda en sik serolojik testler kullaniimak-
tadir. Serolojik testler ile ilgili bir takim dezavantajlar bulunmaktadir. Serolojik testlerde
diger bakterilerle capraz reaksiyon gorulebilmektedir. Enfeksiyonun erken déneminde,
immdunsiipresyon durumlarinda ve blokan antikor varliginda yanhs negatif sonuglar go-
rilmektedir. Hastaligin tanisi 6yku, klinik ve serolojik bulgular ile konulmaktadir ancak
kesin tani icin etkenin kan veya diger viicut sivi kiiltlrlerinden izole edilmesi gerekmek-
tedir. Brucella’nin kan kdltiirlerinden izolasyon orani %15-70 arasinda degismektedir.
Son zamanlarda Tiirkiye'de yapilan calismalarda kan kultir pozitiflik oranlari %82.6-84.1
olarak tespit edilmistir' '3, Kemik iligi kiiltirleri, kan kiiltiiriine gére daha yiiksek oranda
izolasyon imkani saglamakla beraber, daha invaziv bir islem olmasindan dolayi klinikte
tercih edilmemektedir.

Tetrasiklinler, Brucella tedavisinde en etkili ilaglardir. Tedavide yaygin kullanilmalarina
ragmen, in vitro calismalarda tetrasiklin direnci gériilmemektedir''6, Bruselloz tedavi-
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sinde kullanilan antibiyotikler arasinda, doksisiklinin en dustk MiK90 degerlerine sahip
oldugu gériilmektedir'*'”. Bizim calismamizda gentamisin, TMP/SMZ ve moksifloksa-
sinin MiK90 degerleri doksisikline gore daha dusiik olarak gortlmektedir. Bruselloz teda-
visinde streptomisin etkili olmakla beraber, ototoksisite, nefrotoksisite gibi yan etkiler ve
parenteral formda bulunmasi nedeniyle tedavide yaygin olarak kullanilmamaktadir'®'?.
Rifampisin tedavide kullanilan bir diger ila¢ olup, oral yoldan alinmasi bir avantajdir. Ca-
lismamizda rifampisine karsi direng gorilmemistir ancak B.melitensis suslarinin dordi ve
B.abortus suslarinin ikisi rifampisine orta diizeyde duyarli saptanmustir.

Hicre ici mikroorganizmalara etki edebilmeleri nedeniyle florokinolonlar tedavide
kullanilan bir diger alternatif antibiyotik grubudur. in vitro calismalarda florokinolonlar
Brucella spp.’ye karsi etkili bulunmuslardir'*18, Yapilan calismalarda MiK degerlerinin cok
distk ancak relaps oranlarinin yliksek olmasi, ayrica asidik pH’da inaktive olmalar nede-
niyle monoterapide kullanilmalari sakincali olarak bulunmustur'*>2°, Kinolon iceren teda-
vi kombinasyonlari, brusellozda birinci basamak tedavi olarak énerilmemektedir?'. Alis-
kan ve arkadaslarinin?? yaptigi calismada en etkin florokinolon sparfloksasin olarak tespit
edilmistir, bunu levofloksasin ve siprofloksasinin izledigi gorilmustur. Calismamizda flo-
rokinolonlarin MiK90 degerleri tetrasiklin ve doksisiklinle benzer diizeylerde bulunmustur.

Esel ve arkadaslarinin?® 74 B.melitensis izolati ile yaptiklari calismada; doksisiklin, sip-
rofloksasin, rifampisin, streptomisin ve TMP/SMZ MiK90 degerleri sirasiyla 0.06 pg/ml,
0.125 pg/ml, 1 pyg/ml, 0.5 pg/ml ve 0.06 pg/ml olarak tespit edilmistir. Yapilan baska
bir calismada; doksisiklin, siprofloksasin, rifampisin ve TMP/SMZ MiK90 degerleri sirasiyla
0.06 pg/ml, 0.19 pg/ml, 1 pg/ml ve 1.5 pg/ml olarak tespit edilmistir?*. Yapilan in vitro
calismalarda azitromisinin Brucella tiirlerine etkili oldugu gésterilmistir?>. Calismamizda
azitromisin MiK90 degerinin diger antibiyotik MiK90 degerlerine gore yiiksek olmakla bir-
likte etkili oldugu izlenmistir.

Tigesiklinin Brucella spp. izolatlarinda in vitro etkinligi ile ilgili az sayida calisma bu-
lunmaktadir. Dizbay ve arkadaslari®®; tigesiklini, rifampisin, TMP/SMZ, streptomisin ve
doksisikline gére daha etkili bulmuglardir. Ulkemizde yapilan bazi calismalarda tigesiklin
doksisikline gére daha diisiik etkili bulunmustur?’-2, Bizim calismamizda tigesiklin rifam-
pisin ve streptomisine gore daha etkili olmakla beraber doksisiklin ve TMP/SMZ'ye gore
daha disuk etkili gortlmusgtdr.

Brusellozda uygun tedavinin hemen baslanmasi ve duizenli uygulanmasi ile hastali-
gin kroniklesmesinin ve komplikasyonlarinin 6nlenebilecegi bilinmektedir. Brucella icin
rutin antimikrobiyal duyarllik testi yapilmasi onerilmese de; tedavi basarisizligi ve relaps
durumlarinda yapilacak antimikrobiyal duyarlilik testleri tedavi stratejilerinin belirlenme-
sinde yol gosterici olabilir. Brucella turlerinin antibiyotik duyarlilik paterni Gilkeden Ulkeye,
hatta bolgeden bolgeye farklik gostermektedir. Tedavide siklikla kullanilan antibiyotik-
lere karsi diizenli olarak in vitro duyarlilik calismalarinin yapilmasi, tedavi stratejilerinin
belirlenmesi agisindan 6nemlidir.
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