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OZET

Amag: Bu calismada, bruselloz tedavisinde etkinligi
kanitlanmis olan doksisiklin ile hentiz etkinligi ko-
nusunda yeterli arastirma yapilmamis olan levoflok-
sasinin in vivo olarak Brucella spp. laboratuvar susuna
etkinlikleri karsilastirildi.

Materyal ve Metod: Her birinin agirhg 20-45 gram
arasinda degisen toplam 59 adet BALB/c beyaz deney
faresine Brucella spp. laboratuvar susu intraperitoneal
yolla verildi ve kronik bruselloz olusmast i¢in 30 gtin
kafeslerinde aseptik ortamda bekletildi. Uygulanan
antibiyotiklerin etkinliginin belirlenmesi icin deney
hayvanlar1 dort gruba ayrldi. Onalti fareden olusan
birinci gruba (A grubu) 50 mg/kg/gtn levofloksasin
20 gtn i.p, 17 fareden olusan ikinci gruba (B grubu)
50 mg/kg/giin levofloksasin 30 giin i.p, 13 fareden
olusan tgtinct gruba (C grubu) 50 mg/kg/gtin dok-
sisiklin 30 gtin oral gavaj yolu ile verildi. On fareden

olusan kontrol grubuna (D grubu) ise herhangi bir te-
davi verilmedi.

Bulgular: Tedavi stiresi sonunda, levofloksasin uygu-
lanan A ve B gruplarinda iyilesmeyen fare sayist sira-
styla 16 ve 15 iken, doksisiklin uygulanan C grubun-
da 2 idi. Tedavi sonrasi farelerin dalak kulttirlerinde
tireyen koloni sayilarinin ortalamasi; kontrol grubu-
nun disinda en yiiksek A grubunda oldugu belirlendi.

Tedavi etkinligi yontinden levofloksasin ve doksisiklin
uygulanan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamh bulundu (p<0.001).

Sonug: Levofloksasin deneysel fare modeli brusello-
zun tedavisinde yetersiz iken, bu modelde doksisiklin
etkin bulundu.

Anahtar Kelimeler: Fare brusellozu, tedavi, doksi-
siklin, levofloksasin. Nobel Med 2011; 7(1): 56-60
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COMPARISION OF THE EFFICACY OF
DOXYCYCLINE AND LEVOFLOXACIN IN
THE EXPERIMENTAL MURINE BRUCELLOSIS
MODEL

ABSTRACT

Objective: In this study, the efficacy of doxycyline the
effect of which against brucellosis is well known, and that
of levofloxacin, the efficacy of which against brucellosis has
not been studied thoroughly in the treatment of brucellosis
were compared.

Material and Method: A total of 59 white BALB/c mice
with body weigth of 20-45 g were used. Brucella spp.
laboratory strain was given to the mice intraperitoneally,
and they were kept in their cage asepticaly, in order to
form chronic brucellosis for 30 days. In order to detect
the efficacy of applied antibiotics mice were divided into
four grups. The first group (Group A), consisting of 16,
were treated with levofloxacin (50 mg/kg/day) for 20 days
intraperitoneally, the second group (Group B) consisting of

17 mice were treated with levofloxacin (50 mg/kg/day) for
30 days, the thirth group (Group C) consisting of 13 mice
were treated with doxycyline (50 mg/kg/day) for 30 days
orally. And no therapy was applied to group D, the 10 mice
consisting control group.

Results: At the end of the treatment period, the number of
the mice which did not recover, in the levofloxacin-treated
group A and B were 16 and 15 respectively, and in the
doxycyline-treated group were 2. The mean value of the
colonies produced in the spleen of the mice after treatment
was determined to be the highest in group A, except for
control group. The difference of treatment between the
groups receiving levofloxacin and doxycyline was found
statistically significant (p<0.001).

Conclusion: Levofloxacin was inefficent in the treatment
of the experimental murine brucellosis model, whereas
doxycyline was effective.

Key Words: Murine brucellosis, therapy, doxycyline,
levofloxacin. Nobel Med 2011; 7(1): 56-60

GIRiS

Brusella, memeliler arasmda genis bir konak dagihim
gosteren faktiltatif intraselliiler bir bakteridir.! Brusella
cinsi bakterilerle olusan bruselloz, titreme ile yiikse-
len ates, kas ve btyiik eklem agrilan ile seyreden bir
zoonozdur. ** Brusella bakterileri; koyun, keci sigr,
manda ve domuz gibi hayvanlarn etleri, stit, idrar gibi
viicut swvilari, infekte stit ile hazirlanan stt trtnleri,
infekte hayvanin gebelik materyali aracihig ile insanla-
ra bulasir.!” Brusellozda klasik tedavi stiresinin uzun-
lugu, tedavilerdeki yetersizlikler ve ntiksler, kullanilan
antibiyotiklerin yan etkileri nedeniyle yeni ilaclarin
denenmesine gerek duyulmustur. In vitro calismalarn
sonuglar ile klinik sonuclarn korelasyonu ¢nemlidir.®
Hiicre i¢i penetrasyonu ¢ok iyi olan yeni kinolonlarin
tedaviye girisi timit vericidir. ’

Bu calismada yeni kinolonlardan levofloksasin'in in
vivo olarak Brucella spp. laboratuvar susuna etkinligi,
klasik tedavi yontemlerinden biri olan doksisiklin te-
davisi ile karsilastirnldi.

MATERYAL ve METOD

Bu ¢alisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobi-
yoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve labora-
tuvarlarinda Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya De-
neysel Arastirma Merkezinde yapildi. Etik kurul onay1
Erciyes Universitesi Tip Fakiltesinden alindi.

Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Arastirma ve Uy-
gulama Hastanesi Merkez Laboratuvarinda infektif
endokarditli bir hastadan izole edilen ve Brusella spp.
olarak 6n tiplemesi yapilan laboratuvar susu calisma
icin secildi.

Calisma, her birinin agirhigr 20-45 (37+5,6g) gram
arasinda degisen toplam 59 adet BALB/c beyaz deney
faresinde yapildi. Farelerin bakimu Erciyes Universitesi
Hakan Cetinsaya Deneysel Arastirma Laboratuvarinda
yapildi. Temizlik, yiyecek ve icecekleri gtinlitk olarak
saglandu.

Brusella bakteri kolonileri 8x10*bakteri/mL olacak se-
kilde serum fizyolojik ile stispanse edildi. Bakteri stis-
pansiyonundan her bir fareye 0,5 mL intraperitoneal
yolla instilin enjektort ile verildi. Brusella bakterisi
verilen deney hayvanlarinda kronik brusella infeksi-
yonunun olusmast i¢in otuz gtin stireyle kafeslerinde
bekletildi.

Uygulanan antibiyotiklerin etkinliginin belirlenmesi
icin deney hayvanlar1 dért gruba ayrildi. Onath fare-
den olusan birinci gruba (A grubu) 50 mg/kg/gtn le-
vofloksasin 20 gtin i.p, Onyedi fareden olusan ikinci
gruba (B grubu) 50 mg/kg/gtin levofloksasin 30 giin
i.p ve onti¢ fareden olusan tictinctt gruba (C grubu)
50 mg/kg/giin doksisiklin 30 gtn oral gavaj yoluyla
verildi. On fareden olusan kontrol grubuna (D grubu)
ise herhangi bir tedavi verilmedi.
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Tahlo 1: Tedavi sonrasi dreyen brusella bakteri koloni sayilar.

ougr | Dmetioym | Koo | Min
A 16 1.030.000 350.000-2.440.000
B 17 400,000 0-1.860.000
C 13 0 0-4.260
D 10 2463.000 1.156.000-5.200.000

Kruskal Wallis Varyant Analizi Mann Whitney U testi, X’= 41,22 p< 0,001
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Hayvanlarda brusella infeksiyonunun varligimn be-
lirlenmesi icin bakteri inokiilasyonundan 20 giin
sonra deney hayvanlarindan ti¢ tanesi rastgele secildi
ve anestezi altinda (ketamin 100 mg/kg) aseptik ko-
sullarda dalaklar alinarak ayr1 ayri 1 mL steril serum
fizyolojik (SF) icinde homojenizator ile homojen hale
getirildi. Her bir homojenat ti¢ brusella agar plagina
ekilerek 37°C'da 5-7 giin inkibe edildi. Ureyen ko-
lonilerden gram boyama yapildi ve verilen bakteri ile
ayni bakteri olup olmadig incelendi.

Yirmi gtinltk tedavi sonunda onalti fareden olusan
A grubundaki deney hayvanlar ketamin anestezisiy-
le sakrifiye edildi. Deney hayvanlarinin aseptik ko-
sullarda cikarilan dalaklart 1 ml steril SF icinde ho-
mojenatdrde homojen hale getirilip homojenatin 0,1
mL’sinin1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 dilisyonlar: ya-
pildi ve her biri ti¢ ayr brusella agara ekildi. Kultiirler
tireme agisindan ikinci gtinden itibaren kontrol edildi.
Yedi gtin sonunda koloniler sayildi. Her bir diltisyon
icin ti¢ plagin ortalamasi alinip 1 mL’deki koloni sayist
hesaplandi. Koloni sayiminda, tiim plaklar sayildi, 30-
300 koloni bulunan plaklar degerlendirilmeye alindi. ®

B, C ve D gruplarindaki fareler 30 gtin sonunda yukar-
da uygulanan teknikle koloni sayilar hesaplandi.

MIC tayini icin E-test (AB biodisk- Sweden) stripleri
kullanildi.

Tedavi protokolt farkli uygulanan deney hayvani
gruplan arasinda farkin olup olmadigi SPSS progra-
minda Kruskal Wallis Varyant Analizi Mann Whitney
U testi ile degerlendirildi. Tedavi protokolit uygulanan
gruplar arasinda fark olup olmadigi Ki Kare testi ile
arastirild. ©

BULGULAR

Tedavi sonrast fareler sakrifiye edildi ve dalaklar ¢i-
karilarak SF icinde aseptik kosullarda homojenatlar
hazirlandi. Bu homojenatlarn brusella agarda kiltiir-
leri yapildi ve inktibasyon sonrasi bakteri kolonileri
sayildi. Bulgular Tablo 1’de gosterildi. Tedavi proto-
kolit farkli olan bu gruplarnn dalak homojenatlarindan

tireyen bakteri koloni sayilar yontinden her bir grup
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p< 0,001 ).

Levofloksasin tedavisi verilen B grubu 17 fareden 2
tanesinde (%11,8) doksisiklin tedavisi verilen C gru-
bu 13 fareden 11 tanesinde (%84,6) iyilesme goriildii.
lyilesen farelerin dalak kulttirlerinde tireme olmadi
(koloni say1st:0). Levofloksasin tedavisi verilen A gru-
bu farelerden 16’sinda da (16/16: %100,0), B grubu
17 fareden 15’inde (15/17: %88,2), doksisiklin teda-
visi verilen C grubu 13 farenin 2’sinde (2/13: %15,4)
ve herhangi bir tedavi verilmeyen D grubu 10 farenin
10unda (10/10: %100) iyilesme olmadi.

Levofloksasinin sagiltimdaki basari oranlarn karsilas-
unldiginda, hicbir farenin iyilesmedigi A grubu ve 2
farenin iyilestigi B grubu ile tedavi verilmeyen D grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu
(p>0,05). Doksisiklin verilen C grubunda tedavi basa-
r1s1 ise istatistiksel olarak anlamh idi (p<0,05). Bulgu-
lar Tablo 2’de gosterildi.

Bu calismada kullanilan Brusella laboratuvar susu-
nun MIC duyarhihg E test yontemi ile belirlendi.
Levofloksasin'in MIC degeri 0,032 pg/mL olarak bu-
lundu. Doksisiklin’in MIC degeri ¢alisilamadi.

TARTISMA

Bruselloz diinya genelinde, 6zellikle Akdeniz tilkeleri
ve bazi gelismekte olan tilkelerde, bir halk saghg prob-
lemi olmay1 stirdtirmektedir. Brusella cinsi bakteriler
intraselltiler bakteri grubundadir. Bu durum hastaligin
uzun stireli seyrinde ytiksek relaps insidansina ve mik-
roorganizmanin terapotik ajanlar ile dokulardan eradi-
kasyonunda giicliige neden olmaktadir.'®'* Tedavide,
guntimtizde en stk olarak doksisiklin ile streptomisin

kombinasyonu uygulanmaktadir.'*!*

Brusella cinsi bakterilerin antibiyotiklere karsi in vitro
olarak duyarhliklan ile ilgili pek ¢ok calisma yapilmis-
ur. Trujillano-Martin ve ark®nin brusella bakterileri
tizerinde yaptiklar ¢alismada levofloksasinin MIC de-
gerini 0,5 pg/mL ve trovaflosasinin MIC degerini 1 pg/
mL, Domingo ve ark'' ise azitromisinin MIC degerini
2 mg/L olarak bulmuslardir. Garcia-Rodriguez ve ark"
tarafindan yapilan benzer calismada klaritromisin’in
MIC degerini 8 pg/mlL ve azitromisinin MIC degerini 2
pg/mL, Landinez R ve ark'® azitromisinin MIC degerini
0,5-1,0 pg/mL olarak bildirmislerdir. Lang ve ark'” ise
kinolon grubu antibiyotiklerin brusellozun tedavisin-
de tek basina uygulanmasimin uygun olmadigini, an-
cak streptomisin veya rifampisin veya doksisiklin ile
birlikte uygulanmasinin uygun oldugunu bildirmis-
lerdir. Ulkemizde de benzer arastirmalar yapilmistir.
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Akova ve ark '® azitromisinin MIC degerini 1 pg/mL,
Demirdag ve ark® ise Klaritromisin'in MIC degerini 4
pg/mL olarak bulmuslardir. Stimerkan ve ark'®, labora-
tuvarlarinda izole edilen brusella suslarina ait antibak-
teriyel duyarliliklarini inceleyerek kinolon grubundan
siprofloksasin, ofloksasin, pefloksasin, norfloksasinin
MIC,, degerlerini sirasiyla 0,5, 1, 4 ve 4 mg/L; sefalos-
porinlerden seftizoksim, seftriakson, sefotaksim ve se-
furoksime ait MIC,, degerlerini sirasiyla 0,25, 1, 2, 32
mg/L; diger antibiyotiklerden tetrasiklin, doksisiklin,
streptomisin, rifampisin, trimetoprim/stilfometaksazol
ve eritromisine ait MIC, degertleri sirasiyla 0,5, 0,5, 2,
4, 4, 32 mg/L olarak belirlemiglerdir.

Calismamizda, levofloksasinin E-test yontemi ile MIC

degeri 0,032 pg/mL olarak belirlendi. Bu bulgular
dtnyada ve tilkemizde yapilan calismalar ile karsilas-
trildiginda, calismada kullanilan brusella susunun in
vitro duyarhliklarinin genelde birbirine benzedigi go-
rilmektedir.

Shasha ve ark?® akut deneysel fare bruselloz modelin-
de rifampisin ve doksisiklin’i oral ve i.p yolla uygula-
diklar calismada kiir saglamuislar, fakat siprofloksasin,
ofloksasin ve pefloksasin ile ise basar1 saglayamamus-
lardir. Lang ve ark?! akut brusellozda hastalara gtinde
iki kez verdikleri Siprofloksasin ile tedavide basaril
olamamuslardir. Shasha ve ark**’nin yapuklart bas-
ka bir in vivo calismada rifampisin'in deneysel fare
brusellozunda doksisiklinden ¢ok daha iyi sonuclar
verdigini, hatta cesitli dozlarda kullanilan doksisiklin
ile rifampisin kombinasyonunun rifampisinin yalniz
basina kullanimu ile benzer sonuclar gosterdigini bil-
dirmiglerdir. Lang ve ark? siprofloksasinin tek bagina
veya streptomisin ile kombinasyonunun akut brusel-
loz tedavisinde yeterli olmadigini; Doksisiklin-strep-
tomisin ve rifampisin-sterptomisin tedavi rejimlerinin
ise sinerjistik etkili ve bruselloz tedavisinde son derece
avantajli oldugunu bildirmislerdir.

Kronik fare brusellozunda uygulanan azitromisinin
50 mg/kg dozda infeksiyonu énemli dlctide azalttig,
doksisklinin ayni dozda uzun stireli veya doksisik-
lin-sterptomisin kombinasyonu uygulamasinin daha
etkin oldugu bildirilmektedir. Brusella ttrlerine karst
doksisiklinin lipofilik olmasi, nétral ve asit cevredeki
biyoaktivitesi ile insan bruselloz tedavisi i¢in halen en
iyi secenek olduguda vurgulanmaktadir. '' Domingo
ve ark' tarafindan yapilan bir calismada B. melitensis
ile infekte disi BALB/c farelerinde doksisiklin ve strep-
tomisin tedavisinin humoral immtn cevap tzerine
etkinligi arastrilmis, yalmz doksisiklin (50 mg/kg/12
saat) 45 gln veya streptomisin (10 mg/kg/12 saat) ile
kombinasyonun 14 giin uygulama sonucunda infek-
siyonun siddetinde ¢nemli 6l¢tide azalma sagladig ve
ozgtl IgG diizeyinde artma oldugu gosterilmistir. Kirk

Tablo 2: Brusella bakterileri ile infekte edilen farelerin antibakteriyel tedavi bulgulan.
iyilesen iyilesmeyen Toplam
Gruplar
Sayl % Sayi % Sayl %
A 0 00 16 100,0 16 1000
B 2 118 15 88.2 17 1000
C il 846 2 154 13 1000
] 0 00 10 00 10 1000
Toplam 13 232 43 168 96 1000
" =3681 p<DS

bes gtin uygulanan doksisiklin btitiin hayvanlarda 78.
gtinde kur saglamistir. B. melitensis ile infekte fareler-
de azitromisin ve doksisiklin-streptomisin kombinas-
yonunun terapotik rejim aktivitesi karsilastirilmis ve
kronik modelde azitromisin 50 mg/kg/gtin dozda ard
arda 10, 14 veya 21 gtinde infeksiyonda ¢nemli bir
azalma kaydedilmistir. Bununla beraber doksisiklin
(50 mg/kg/12 saat 21 giin) azitromisinden daha etkili
bulunmustur. 2

Calismamizda dort grupta incelenen kronik fare bru-
selloz modelinde A grubuna 50 mg/kg/gtin levofloksa-
sin 20 giin i.p, B gubuna 50 mg/kg/gtin levofloksasin
30 gtin i.p ve C grubuna 50 mg/kg/gtin doksisiklin oral
gavaj yoluyla verildi. Kontrol D grubuna tedavi veril-
medi. Tedavi sonrasi fare dalaklarindan yapilan bakte-
riyolojik kulttrlerde kontrol grubu disinda en yiiksek
koloni sayist ortalamast A grubunda ve kismen B gru-
bunda gozlendi (Tablo 1). Levofloksisin verilen A ve
B grubu infekte farelerde tedavide basar saglanamaz-
ken, doksisiklin verilen C grubunda basar saglandig
gorildi. Uygulanan antibakteriyellerde doksisiklin
ile tedavi yapilan grupta elde edilen basar istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,05, Tablo 2). Doksisik-
lin ile tedavide bagar1 oranlart Domingo ve ark’larinin
yaptiklart calismalar ile uyumlu idi.'**?

Brusellozun tedavisinde levofloksasin in vitro olarak
etkili (MIC 0,032 pg/mL) oldugu halde, in vivo olarak
etkisiz bulunmasi bir celiskidir. Bu calisma, levoflok-
sasin veya diger antibiyotiklerin yalniz in vitro etkinligi
dikkate almarak klinik uygulamaya gecilmemesi ge-
rektigini gostermektedir. Laboratuvar calismalarinda
kombinasyon calismalarinin yapilmast, in vitro etkin-
ligin in vivo olarak hayvan modelleri ile korelasyonuna
bakilmast ve buna ¢nem verilmesi klinikteki basariy1
yiikseltecektir.

Sonuc olarak, bu calisma, insan bruselloz tedavisinde
doksisiklinin en iyi seceneklerden biri olarak bildiril-
digi gibi'"!"?, doksisiklinin fare bruselloz modelinde de
basan sagladigini, ancak levofloksasinin bu modelde
basarisiz oldugunu gostermektedir.
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