Tiirk Mikrobiyol Cem Derg (2005) 35:10-15

Bruselloz I¢in Yeni Bir Deneysel Hayvan Modeli

Zeki YUMUK(*), Seyda CALISKAN(*), Devrim OZTURK DUNDAR(*), Volkan DUNDAR(*)

(*) Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kocaeli

OZET

Bruselloz insanlara hayvanlardan gecen ve 6zellikle gelismekte olan iilkelerde sik goriilen bir infeksiyondur. Hastaligin teda-
visinde ikili antibiyotik kombinasyonu 6nerilmektedir. Hayvan deneyleri ile baz1 antibiyotiklerin etkili oldugu gosterilmis ol-
masina ragmen, bu sonuglar klinikteki yiiksek relaps oranlariyla ortiismemektedir. Bu nedenle uygulanmakta olan hayvan mo-
delinin gozden gegirilmesi gerektigi diisiiniilerek, halen kullanilan intraperitoneal bulasma yoluna alternatif, dogal bulagsma
yolu denenmistir. Bunun i¢in Wistar sicanlar kilolarina gore eslestirilerek iki gruba ayrilmus, eslerden biri vektor, digeri he-
def sican grubuna dahil edilmistir. Her kafesteki vektor sicana intraperitoneal yolla B.melitensis injekte edilmis ve vektor s1-
canin hedef sigana infeksiyonu bulastirabilmesi igin 7 giin esler ayni kafeste tutulmustur. Bu siirenin sonunda hedef gruptaki
sicanlarin hepsine bulagsma oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak deneysel bruselloz calismalarinda kullanilan hayvan modelin-
de bulagsma yolu olarak dogal yol kullanilmasinin, klinik sonuglarla daha iyi ortiisecek veriler elde edilmesini saglayacag dii-
stiniilmektedir.

Anabhtar kelimeler: Bruselloz, tedavi, hayvan deneyi, dogal bulas
SUMMARY
A New Experimental Animal Model for Brucellosis

Brucellosis is a disease which infects human by infected animals and can be seen frequently in developing countries. Com-
bination of two antibiotics is recommended in the therapy of this infection. Despite the efficacy of some antibiotics was de-
monstrated in animal models, the results are not well correlated with relapses seen in the clinical administrations. Therefo-
re, existence animal model needs to be reevaluated by using natural route of exposure instead of intraperitoneal inoculation
of the bacteria. Wistar rats were matched by weight and paired so that one rat of pair was assigned as vector while second
rat was target. All vector rats in each cage were inoculated with B.melitensis intraperitoneally. The period for naturally trans-
mission of the disease from vectors to targets was presumed to be seven days. At the end of 7 days period, all rats in the tar-
get group were infected. As a result, the rout of natural transmission in experimental animal model is more reliable than in-
traperitoneal inoculation in the field of antibiotic researches which might have well correlations with clinical outcomes.

Key words: Brucellosis, therapy, animal experiment, natural transmission

GIRIS abortus meydana getirdigi icin biiyiik ekonomik ka-
Bruselloz evcil ve vahsi hayvanlarda goriilen ve in- yplara neden olmaktadir (3). Insan brusellozu tiim

sanlara hayvanlardan bulagan bir zoonotik hastaliktir dinyada, dzellikle gelismekte olan iilkelerde yaygin

(1). insanlara infekte sigir, koyun, keci ve diger gevis olarak goriilmektedir (4). Ozellikle B.melitensis ile

getiren hayvanlardan temas veya infekte iiriinlerin tii- meydana gelen infeksiyonlar daha agir seyretmekte-

ketilmesi ile bulasmaktadir (2). Hastalik hayvanlarda dir. Insan brusellozunda relaps ve tedavi basarisizli-

gina sik rastlanmaktadir (5). Insanlari brusellozdan

koruyabilecek etkili bir as1 heniiz gelistirilemedigi

letigim :  Zeki Yumuk icin hastalik nemini korumaktadir (6).
e-posta: zyumuk@isbank.net.tr

Brusellozdan korunmada etkili olabilecek as1 calig-
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malar1 hizla devam etmektedir. Agi olusturulabilecek
bir Brucella susu olugturma konusunda 6nemli mesa-
fe kaydedilmistir. As1 yapiminda kullanilacak susun
i) hiicresel immiiniteyi uyarabilmesi i¢in canli olma-
lebilmesi icin hiicre duvarinda oligopolisakkarit
(OPS) bulunmamasi gerektigi onerilmektedir (6). Bu
tarz bir as1 susunun gelistirilebilmesi icin Brucella
tiirlerine ait genomik caligmalara biiyiik umut baglan-
mustir (7). Bruselloz tedavisinde ise yeni antibiyotik-
ler tekrar denenmektedir. Monoterapinin mevcut an-
tibiyotik-lerle relapsi 6nleyebilmesinin miimkiin ol-
mayacag1 sonucuna varildigi icin kombine antibiyo-
tik tedavileri ilizerinde daha cok durulmaktadir (8).
Diinya Saglik Orgiitii’niin 1986 yilinda dnerdigi dok-
sisiklin ve rifampisin kombinasyonu beklenen bagari-
y1 saglamamustir (9). Klinik gézlemler sonucunda tet-
rasiklin ve streptomisin kombinas-yonunun doksisik-
lin ve rifampisin kombinasyonun-dan daha etkili ola-
bilecegi kanisina varilmistir, ancak bu kombinasyon-
da da relaps ve tedavi basarisizlif1 %7-12 oraninda
goriilebilmektedir (10).

Klinik ¢aligmalarin yaninda deneysel hayvan model-
leri de as1 ve tedavi ¢aligmalarinda yaygin olarak kul-
lanilmaktadir (11). Yarim asir once gelistirilen de-
neysel bruselloz hayvan modeli tedavide etkili olabi-
lecek, relaps ve tedavi basarisizliginin daha az gorii-
lebilecegi bir tedavi sekli gelistirebilmek amaciyla
giinlimiizde de kullanilmaktadir (12). Bu modelde fa-
re veya sigcan diger deney hayvanlarina kiyasla daha
fazla tercih edilmektedir. Fare ve sicanlarin insan
brusellozunu daha iyi yansitti1 yapilan ¢alismalarla
ortaya konulmustur (13). Kisaca model su sekilde uy-
gulanmaktadir; hayvana B.melitensis intraperito-neal
yoldan 2x103 cfu, 0.5 ml serum fizyolojik igerisinde
verilmektedir. Insandakine benzer brusella infeksiyo-
nunun geligebilmesi i¢in yaklasik bir hafta beklen-
mektedir (14,15). Bakterinin verilmesinden bir hafta
sonra tedavi oral veya intraperitoneal yoldan uygu-
lanmaktadir. Tedavinin etkinligi hayvanin dalak ve
karacigerinden bakterinin tamamen temizlenmesi ve-
ya sayisinin azalmasi kriterine gore degerlendiril-
mektedir. Bu metot kullanilarak denenen antibiyotik
veya antibiyotik kombinas-yonlarinin tamamen kiir
sagladig1 veya relaps1 azalttigir yapilan yayinlarda

gosterilmis olmasina ragmen, bunun insandaki tedavi
basarisini ve relapsi yansitmada yetersiz kaldigi go-
riilmektedir (13). Antibiyotiklerin bruselloz hastali-
gindaki etkisinin arastirilmasina olanak saglayan ve
uzun yillardan beridir kullanilan mevcut modelin, te-
davi basarisini ve relapslart gostermede klinik verile-
re yakin sonuclar verebilecek sekilde tekrar degerlen-
dirilmesi gerekmektedir. Metot tekrar gozden gegiril-
diginde deney hayvanina B.melitensis bakterisinin
bulagtirlma seklinde bir degisiklik Onerilebilecegi
diigiiniilmiigtiir. Bakteri mevcut modelde intrape-rito-
neal yolla bulastirilmaktadir. Dogal bulagma seklinin
genellikle kontamine bir hayvansal iiriiniin sindirim
yoluyla alinmasi veya infekte hayvanla direkt temas
yoluyla oldugu bilinmektedir. Cinsel temasla hastali-
gin bulastig1 gosterilmis olmasina ragmen, bunun in-
sandan insana bulasmada cok 6nemli bir bulagsma yo-
lu olmadig diisiiniilmektedir (3).

Bu caligmanin amaci mevcut modeli gercege daha
fazla yakinlastirmaktir. Bu nedenle bakterinin bulas-
tirilma sekli intraperitoneal yerine hayvanlarin birbir-
lerine temaslarina olanak veren dogal yol olarak de-
Sistirilmigtir.

GEREC VE YONTEM

Deney hayvanlar1 ve calisma sekli

Calismada kullanilan ve agirliklart 150-180 gr arasin-
da degisen 18 adet (17 erkek, 1 disi) Wistar sican
Kocaeli Universitesi Deneysel Hayvan Arastirmasi
Boliimiinden (DETAB) saglanmistir. Bu ratlar kilola-
rina gore eslestirilerek iki gruba ayrilmistir. Eslerden
biri vektor (n:9) digeri ise hedef sican grubuna (n:9)
dahil edilmistir. Eslestirilen sicanlar ayn1 kafese ko-
nulmustur. Siganlarin ait oldugu gruplarin karistiril-
mamast i¢in hedef grubundaki sigcanlar tirnak boyasi
ile isaretlenmistir. Her kafeste bulunan es sicanlardan
vektor grubuna ait olanlara B.melitensis intraperito-
neal yoldan injekte edilmistir. Siganlarin ¢alisma bo-
yunca su ve kat1 besine kesintisiz olarak ulasabilme-
leri saglanmusgtir.

Bakteri ve kiiltiir kosullar1

Calismamizda Pendik Veterinerlik Enstitiisii’'nden
temin edilen B.melitensis 16M standart susu kulla-
nilmistir. Saglanan sustan kiiltiir Brucella agar besi-
yerinde ( Difco, Detroit, MN, USA) bakteriler loga-
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ritmik faza girinceye kadar 37 °C’de yapilmustir.
Kiiltiirde iireyen bakteriler kullanilincaya kadar
4°C’de saklanmigtir. Deney hayvanlarindan izole
edilen B. melitensis tanist bakterinin koloni sekline,
yapisina, lireme tipine ve Gram boyal1 preparattaki
goriintiilerine gore yapilmustir.

Deneysel B.melitensis infeksiyon modeli

Logaritmik fazdaki B.melitensis 16M suslarindan
sereum fizyolojik icinde 2x105-4x105 canli hiicre
(cfu) iceren bir karigim hazirlanmistir. Bu karigim-
dan her bir kafesteki vektor siganlara 0,5 ml intrape-
ritoneal yoldan uygulanmistir. Vektor sicanlarin he-
def sicanlara infeksiyonu bulastirabilmesi i¢in 7 giin
farkli gruptaki iki es sicanin ayn1 kafeste yasamasina

izin verilmistir.

Inokiilasyon yapildiktan 7 giin sonra tiim sicanlarin
viicut agirliklar: tartilmis ve kaydedilmistir. Aseptik
kosullarda si¢anlarin dalak ve karacigerleri ¢ikartilip
tartilmis ve kaydedilmistir. Sicanlarin dalak ve kara-
cigerlerindeki B.melitensis sayisinin belirlenmesi
icin kiiciik bir doku parcast 1 ml steril serum fizyo-
lojik icerisinde homojenize edilmistir. Homojenize
edilen soliisyondan 0,1 ml, serum fizyolojik ile 10
kat diliie edildikten sonra Brucella agara ekilmistir.
Ekimler 37°C’de 72-96 saat inkiibe edildikten sonra
koloni sayimi yapilmistir. Her ekim 3 defa tekrar
edilmigtir. Elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak
kaydedilmistir. Inkiibasyonun dérdiincii giiniinde

Tablo 1. Dalaktan izole edilen B.melitensis say1si
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kiiltiirlerde iireme goriilmemis ise kiiltiirler steril ka-
bul edilmeden dnce 3 giin daha inkiibe edilmistir.

Istatistiksel analiz

Vektor ve hedef grubundaki sicanlarin karaciger ve
dalaklarindan izole edilen canli bakteri sayist (cfu),
viicut, dalak ve karaciger agirliklar1 ve organ/viicut
oranlart Mann-Whitney U testi kullanilarak karsilag-
tirllmugtir. P < 0.05 olmast durumunda aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Vektor ve hedef grubundaki siganlarin agirliklart
giinliik olarak kayit edilmistir. Her giin yapilan fizik
muayenede ¢alisma boyunca sicanlarda infeksiyona
ait bulguya ve sig¢anlarin viicutlarinda infeksiyonun
bulagmasina neden olabilecek hic¢ bir lezyona rast-
lanmamistir. Hedef gruptaki siganlarin hepsinde
Brucella bakterisi saptanmistir. Bu da infeksiyonun
dogal yoldan bulastigin1 gostermektedir. Vektor gru-
bundaki sicanlarin dalaklarindan izole edilen bakteri
say1s1 hedef grubundaki sicanlarin dalaklarindan izo-
le edilen bakteri sayisindan istatistiksel olarak an-
lamli derecede fazla bulunmustur (p<0.05) (Tablo
1). Vektor grubundaki sicanlarin karacigerlerinden
izole edilen bakteri sayist hedef grubundaki siganla-
rin karacigerlerinden izole edilen bakteri sayisindan
istatistiksel olarak anlamli derecede fazla bulunmus-
tur (p<0.05) (Tablo 2).

HEDEF GRUBU VEKTOR GRUBU

CIFTLER Dalak agirlig1 (g) CFU/dalak agirligi* Dalak agirlig1 (g) CFU/dalak agirligi*

Timii Parca**| Ortalama SD Timii Parca** | Ortalama SD
1 0.83 0.24 2.3316 0.0327 0.99 0.25 3.0080 0.1139
2 0.97 0.20 2.2250 0.1916 0.83 0.20 3.0155 0.1582
3 0.83 0.13 1.8494 0.2645 0.82 0.21 2.9509 0.1021
4 0.85 0.19 1.7480 0.2565 0.93 0.22 3.0315 0.1356
5 0.76 0.21 2.0000 0.2295 0.88 0.19 3.0943 0.2465
6 0.91 0.22 2.3525 0.2909 1.02 0.23 3.0447 0.1572
7 1.13 0.25 1.7787 0.3181 1.21 0.26 2.9301 0.1536
8 0.74 0.31 2.0871 0.1203 0.81 0.18 2.9917 0.0950
9 0.86 0.20 2.3418 0.1928 0.79 0.22 2.9334 0.0861
Grup
Ortalamasi 2.08+0.08 3.00+0.18
SEM

* Organdan izole edilen bakteri sayis1 gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli derecede farkli bulunmustur p<0.01

** 1 ml steril serum fizyolojik i¢inde homojenize edilen doku parcasi
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Her iki gruptaki siganlarin viicut, dalak, karaciger ve
organ/viicut agirhigr oranlart karsilastirilmistir. Her
iki gruptaki siganlarin benzer degerlere sahip oldugu
ve gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir fark ol-
madig1 goriilmiistiir (p>0.05).

TARTISMA

Bruselloz hastaliginda uygulanan antibiyotik tedavi-
si semptomlarin gecmesine, hastaligin siiresinin ki-

Tablo 2. Karacigerden izole edilen B.melitensis sayist

sellozu agir seyredebilmektedir ve etkili bir tedavi
uygulan-madiginda hastalik oliimle sonuglanabil-
mektedir (1). In vitro duyarlilik testleri Brucella cin-
si bakteriler intraselliiler yerlesim gosterdigi igin
dogru sonu¢ vermemektedir. Bruselloz tedavisinde
deneysel hayvan calismalari bu nedenlerle biiyiik
onem kazanmigtir (13). Bu calismada, mevcut de-
neysel bruselloz hayvan modeli yeniden degerlendir-
meye alinmistir.

HEDEF GRUBU VEKTOR GRUBU

CIFTLER Karaciger agirhigi (g)) CFU/karaciger agirhigr* Karaciger agirhig1 (g) CFU/dalak agirlhig1*

Tt Parca Ortatama — SD Tttt Parca**(g)| Orralama SD
1 9,17 0,1503 1,435 0,524 8,23 0,1503 1,812913 0,7242759
2 7,24 0,4465 1,041 0,578 8,22 0,4465 2,041393 0,69897
3 7,05 1,0057 1,644 0,734 9,25 1,0057 1,61595 0,544068
4 9,51 0,1248 2,138 0,391 8,56 0,1248 1,238046 0,4913617
5 7,87 0,3681 0,984 0,542 8,81 0,3681
6 9,39 0,4568 0,855 0,957 9,59 0,4568 1,96708 0,8573325
7 9,57 0,1898 1,752 0,768 8,16 0,1898 1,696356 0,968483
8 9,18 0,4789 1,445 0,223 9,18 0,4789 1,758155 0,3222193
9 7,25 0,2458 1,100 0,475 9,25 0,2458 2,147058 0,1760913
Grup
ortalamasi 1.377+0.5769 1.785+0.597

* Organdan izole edilen bakteri sayist gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli derecede farkli bulunmustur p<0.01

** 1 ml steril serum fizyolojik i¢inde homojenize edilen doku pargasi

salmasina neden olmaktadir (4). Tedavi uygulanan
hastalarda hastaliga bagl hayati tehdit edici kompli-
kasyon siklig1 azalmaktadir. Tek bir antibiyotik ile
hastaligin tedavisi niiks nedeniyle tercih edilmemek-
tedir. Bu nedenle ikili, hatta komplikasyonlarin teda-
visinde bazen ii¢lii antibiyotik kombinasyonlari 6ne-
rilmektedir (8). Diinya Saglik Orgiitii yetiskin bru-
selloz tedavisinde doksisiklin (200 mg/giin) ve ri-
fampisin (600 — 900 mg/giin) kombinasyonunu en az
6 hafta siireyle kullanilacak sekilde onermektedir.
Baz1 aragtirmacilar streptomisin ve tetrasiklin kom-
binasyonunu bruselloz tedavisinde doksisiklin ve ri-
fampisin kombinasyonu tedavisine gore daha basari-
It bulduklarin1 yaymlamstir (9). Bir ¢cok antibakteri-
yel ajan bulunmasina ragmen bruselloz tedavisine
heniiz istenen basari, niikslerin 6nlenmesi agisindan
saglanamamigtir. Hastaliga bagli komplikasyon ge-
listiginde (O6rnegin endokardit, menenjit) uygulanan
tedavi bazen yetersiz kalabilmektedir (8). Insan bru-

Bu calismada, bir kisim sicana (hedef) dogal yolla
brusellozu bulastirmak iizere araci si¢anlar (vektor)
kullanilmistir. Vektor grubundaki siganlara infeksi-
yon, mevcut modelde anlatildigi gibi intraperitoneal
injeksiyon seklinde bulastirilmistir. Hedef grubunda-
ki ratlar ise hastalig1 dogal yollarla (6rnegin salya,
solunum gibi) vektor grubundaki sicanlardan almis-
tir. Bir tanesi haricinde siganlarin hepsi erkek oldu-
gundan, bulagsmada cinsel iligkinin rolii incelenme-
migtir. Deney sonunda her iki gruptaki sicanlarin da-
lak ve karacigerlerinde bakteri izole edilmistir. Bu
bulgu hastaligin deneysel ortamda dogal yollardan
bulasabilecegini gostermektedir. Vektor grubundaki
sicanlarin dalak ve karacigerlerinden hedef grubun-
daki sicanlarin dalak ve karacigerlerinden izole edi-
len bakteriden daha fazla sayida bakteri izole edil-
mistir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak an-
laml1 bulunmustur.

Brusellozun tedavisinde hiicresel immiin yanit
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onemli rol oynamaktadir. Ancak ¢cogu zaman hiicre-
sel immiin yanit hastaligin iyilesmesinde yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle tedavide antimikrobiyal
ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilan klinik ¢alig-
malarda hastalifin erken doneminde antibiyotik te-
davisine baglamanin hastaligin daha ge¢ déoneminde
antibiyotik tedavisine baglanmasina gore tedavide
daha fazla basarisizliga ve niikslere neden oldugu
gosterilmigtir. Bu fenomen deneysel hayvan calis-
malarinda da gosterilmistir. Bunun nedeni olarak im-
miin sistemin antibiyotikler nedeniyle bakteriyle ye-
terli temasta bulunamamasi sonucunda yeterli yanit
olusturamamas: gosteril-mektedir. Gergekte antibi-
yotiklerin immiin yanitin olugmasi iizerine etkisi
olup olmadig: ¢alismalarda tam olarak gosterileme-
mistir (3). Bu nedenlerle tedavide bakteri sayisi ve
immiin sitemin olusturdugu yanit biiyiik 6nem ka-
zanmaktadir. Mevcut modelde B.melitensis intrape-
ritoneal yolla sicanlara inokiile edildiginden injekte
edilen bakteri sayist dogal sonucu yansitamamakta-
dir. Ayrica bilindigi gibi sindirim sistemi araciligry-
la alinan bakteriler barsak mukozasindan gegtikten
sonra immiin sisteme ait profesyonel veya profesyo-
nel olmayan fagositer hiicrelerle karsilagsmakta ve bu
hiicreler immiin yanitin olusmasinda 6nemli rol oy-
namaktadir (16). Mevcut modelde intraperitoneal
yolla bakterinin inokiilasyonu bu tarz etkilesime izin
vermedigi i¢in dogal durumu yansitamamaktadir.

Bu calismaya benzer sekilde domuzlara intrakon-
junktival, intravendz ve subkutanodz yollarla bakteri-
nin verilmesi bir bagka calismanin konusunu olustur-
mustur (17). Bahsedilen caligmada, intrakonjuntival
yolun denenen diger yollardan daha dogal bir model
olusmasina yardimci oldugu yaynlanmigtir. Ayni
sekilde bir bagka calismada as1 gelistirilmesine kat-
kist olabilecegi diisiiniilerek sicanlara B.melitensis
bakterisi intrakonjunktival yolla inokiile edilmis, el-
de edilen sonug¢ bagarili olarak degerlendirilmistir
(18). Yayinlanmis hi¢ bir ¢calismada konu bizim bu
calismamizdaki sekliyle ele alinmamigtir. Bruselloz
tedavisinde kullanilan antimikrobiyal ajanlarin kli-
nik kullanima girmesinde biiyiik 6neme sahip olan
mevcut deneysel bruselloz hayvan modelinin gelisti-
rilmesi gerekmektedir. Hastaligin tedavisinde yasa-
nilan sorunlarin ¢6ziim yolunun deneysel hayvan
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modelleri oldugu diisiiniilmektedir.
SONUC

Intraperitoneal bulastirma seklinin kullanildig1 hay-
van modeli sonuglar1 klinik uygulama sonuclartyla
tam Ortiismemektedir. Burada sorunun intraperitone-
al verilis yolu olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu calig-
mayla deney hayvanlarina infeksiyonun dogal yolla
9100 bulastirilabildigi gosterilmistir. Bundan sonra
yapilacak deneysel hayvan modelleriyle bruselloz te-
davi ¢aligmalarinda dogal bulagma yolu kullanilirsa
klinik uygulamayla daha uyumlu sunuclar aliabile-
cegi kanisina vartlmistir.
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