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OZET

Anahtar kelimeler: antibiyotik, yontem validasyonu, laktamator, penaz, ilag,
sefalosporin, sefpodoksim proksetil

Silahlar ne kadar dldiiriiciiyse ilaglar da en az o kadar dldiiriiciidiir. Ani ve nicel olarak
gozlenebilecek c¢oklukta olmasa da siirekliligi ve yeryiiziiniin her yerinde neden
oldugu oliimlerin toplami hesaplandiginda, ilaglarin ve kullanim sonuglariin
savaslardan daha fazla 6ldiiriicii oldugu kesindir.

Uretilen ilaclarin mikrobiyolojik analizlerinin ¢ogu Avrupa Farmakopesi baz alinarak
yapilmaktadir. Vitamin, agri kesici vb. ilaglarin mikrobiyolojik analizlerinde bir
aksilik goriilmezken antibiyotik ve tiirevlerinde sorun goriilmektedir. Ciinki
antibiyotikler bakteriyal kontaminasyonu inhibe etmektedir. Saglikli sonuglarin elde
edilmesi ve en iyi sonug alinan analiz yonteminin belirlenmesi igin ilaca 6zgii yontem
validasyonunun yapilmasi gerekmektedir.

90 mL peptona inokiile edilen mikroorganizmalarm 10°lik dilisyonundan 1 mL
ilave edilmis ve lizerine 10 g antibiyotik eklenerek karistirildi. Ayrica peptona
ndtralize edici ajan olarak 0.2 mL penaz veya 0.1 mL laktamator eklenerek ii¢ deney
grubu olusturuldu. Membran fitrasyon ve dokme ekim yontemleri kullanilarak
notralize edici ajanlarin(penaz ve laktomotorun) sefpodoksim proksetil etken
maddeli antibiyotigi inhibe edicilik oranlar1 belirlenmistir.

Deney sonucunda membran filtrasyon yonteminin sefpodoksim proksetil igerikli
antibiyotigin mikrobiyal kalitesinin belirlenmesinde en uygun yontem oldugu
belirlenmistir. Penaz ile yapilan deney sonuglarinda verim en yiiksek %8 iken,
laktamotor ile yapilan deney sonuglarmin %92 oldugu gozlenmistir. Dokme ekim
yontemindeki uygulamalar antibiyotigin etkisini inhibe etmede yetersiz kalmis ve bu
ylizden test grubunda {ireme gozlenmemistir. Notralize edici ajan olarak
laktamatorun sefpodoksim proksetil igerikli antibiyotigi inhibe ettigi tespit edilmistir.

viii



METHOD VALIDATION OF ANTIBIOTICS WITH SEFPODOXIM
PROKSETILE

SUMMARY

Keywords: antibiotic, method validation, lactamator, penase, drug, cephalosporin,
cefpodoxime proxetil

The more deadly the weapons are, the more deadly the drugs are. When the sum of
the continuity and the deaths it causes in all parts of the earth is calculated, although
it cannot be observed suddenly and quantitatively, the results of the drugs and their
use are more lethal than the wars.

Most of the microbiological analyzes of the drugs produced are based on the
European Pharmacopoeia. Vitamin, pain reliever and so on. microbiological analysis
of the drugs is not seen a problem in the antibiotics and derivatives are seen in the
problem. Because antibiotics inhibit bacterial contamination. In order to obtain
healthy results and to determine the best method of analysis, specific method
validation should be performed.

1 mL of 10-5 dilutions of microorganisms inoculated with 90 mL of peptona were
added and mixed with 10 g of antibiotic added. In addition, three experimental
groups were created by adding 0.2 mL of penase or 0.1 mL lactamator to the peptone
as neutralizing agent. Antimicrobial inhibition rates of cefpodoxime proxyl were
determined by membrane filtration and bulk sowing methods.

As a result of the experiment, it was determined that membrane filtration method is
the most suitable method for determination of microbial quality of cefpodoxime
proxetil antibiotic. In the results of the experiment with Penaz, it was observed that
the results of the experiment with lactamotor were 92%. Applications in cast sowing
were insufficient in inhibiting the effect of antibiotic and therefore no growth was
observed in the test group. As a neutralizing agent, the lactamator inhibited
cefpodoxime proxetil antibiotic.



BOLUM 1. GIRIS

Ulkemizde ilag sanayisi son zamanlarda oldukca hizli gelisme gdstermistir. 1960’11
yillarda ilaglar regeteye gore eczacilar tarafindan yapilmaktaydi. Giiniimiizde ise
ilaglar sayis1 giderek artan ilag fabrikalarinda iiretilmekte ve biiyiik bir hasta kitlesi
tarafindan kullanilmaktadir. Elimizde Tiirkiye’de iiretilen ilaglarin bir enfeksiyon
kaynagi oldugunu veya olabilecegini gosteren bir bulgu bulunmamaktadir. Bu
durum dretilen biitiin ilaglarin steril olmasindan degil, ilaglarin mikrobiyolojik
analizleri ile ilgili calismalarin yeterli olarak yapilmamasindan kaynaklanmaktadir
(Akin, 1981).

Onceleri bir tedavi araci olarak kullanilanilaglarin mikroorganizma igerebilecegi ve
bazi hastaliklarin nedeni olabilecegi diisiinilmiiyordu. 1963 yilinda agiz yoluyla
alinan ve lokal olarak kullanilan kontamine ilaglarin hastaliklara neden oldugu
saptand1. Bu durum ilaglarin da enfeksiyon kaynagi olabilecegini gosterdi (Dony,
1976). Ilaglarda bulunmasi muhtemel olan kontaminasyonlar insan saghigini
olumsuz yonde etkilemektedir. Ornegin; iginde P.aeruginosa bulunan bir goz
damlasi, kullanan hastalarda g6z hastaliginin olusmasinda rol oynar (Dony, 1976).
Bu yiizden firetilen ilaglar aseptik sartlarda tiretilmese bile patojen mikroorganizma

bakimindan kontamine olmamas1 gerekmektedir.

Antibiyotikler insanlardaki bazi hastaliklarin ilerlemesini 6nlemek, tedavi etmek ve
biyolojik fonksiyonlar1 istenen yonde degistirmek amaciyla uygulanan etkin
kimyasal ve biyolojik kokene sahip ilaglardir (AVMA, 2006). Bu nedenle
hammadde eldesi, isleme silireci ve iiretim sonrasindaki kalite kontrollerin
validasyonu biiyiik énem tasimaktadir (Oztiirk ve Yildiz, 2016). Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan hammaddelerin dikkatle hazirlanmis ve valide edilmis

tiretim yontemlerine ve prosediirlere gore yiiriitiilmek zorunda oldugu bildirilmistir.



Uretim islemleri Good Manufacturing Practise (GMP) prensiplerine gore

gergeklestirilmelidir (WHO, 2016).

Antibiyotiklerin insan sagligi i¢in dnemli bir yer teskil ettigi g6z oniline alindiginda,
tiretim asamalarinin ve mikrobiyolojik agidan incelenmelerinin diizenli ve kontrollii
bir sekilde yapilmas: gerektigi aciktir. ilaglarda olasi kontaminasyonu engellemek
adina yapilan ¢alismalar liretim asamasindan baslar (Ertiirk,2006). Bu kapsamda
yapilan ¢alismalar; ¢cevre kontrolleri (yiizey swabi, su, hava, basingli gaz kontrolleri
vs.) ve hijyen kontrollerini icermektedir. Uretim asamasinda en onemli dgelerden
biri iliretimin yapildig1 ortamdan kaynaklanabilecek kirlenmelerdir. Kirlenmenin
iiretimden, materyallerden, ekipmandan, oparatérden ya da iiretim ortamindan
kaynaklanabilecegi bilinmektedir. Mikrobiyolojik bulasma risklerini en aza
indirebilmek, konuyla ilgili personelin yeteneklerine, egitimine ve uygulamalarina

baghdir (Igin, 2006).

Uretim  prosesinde iiretilen  drnekler, mikrobiyolojik  kirlilik agisindan
degerlendirilmek tiizere mikrobiyoloji laboratuvarina yollanir. Laboratuvarda
tirinler yontemlerine uygun olarak c¢alisilmalidir. Ancak ¢alismanin yani sira hangi
yontemle daha verimli sonuclar aldigimiz da oOnemlidir. Bu ylizden Avrupa
Farmakopisi’nde yer alan yontemleri kullanmakla kalmayip, triine 6zgli daha

saglikli sonuglar elde edebilecegimiz yontemler gelistirmeliyiz.

Bu calismada; sefpodoksim proksetil igeren antibiyotiklerin mikrobiyolojik
kalitesinin belirlenmesinde kullanilan yOdntemlerin denenmesi ve elde edilen

verilere gore en uygun yontemin bulunmasi hedeflenmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Antibiyotigin Tanim

Antibiyotikler yaklasik 75 yildir kullanilan ve insanliga biiyiik yarar saglamis giiclii
ilaglardir (Liarrulve ark., 2001). En sade tanimu ile antibiyotikler; dogada diisiik
konsantrasyonlarda zaten bulunmakta olan, bir mikroorganizmanin iiremesini
inhibe eden maddeler olarak tanimlanabilir (Yildizve ark., 2010).Antibiyotik ismi
Yunanca anti(karsi) ve bios(yasam) sozciiklerinden tiiretilmistir. Sozliklerde ise;
bitkilerde, ozellikle kiif mantarlarinda bulunan ya da yapay olarak iiretilen,
mikroorganizmalarin gelisimini durduran ya da onlar1 yok eden maddelerin ortak
adidir (Gokge, 2017). 1940’larda antibiyotik sozciigiinii ilk kez Walksman
kullanmustir (Y1ildiz ve ark., 2010).

2.2. Antibiyotigin Tarihcesi

19. yiizyilda mikrobiyoloji alaninda biiytlik atilimlar yapilmistir. 19. yilizyilin ikinci
yarisinda, mikroorganizmalarin sagaltiminda yararlanilabilecek potansiyele sahip
olduklarini ilk diistinen Pasteur ve Joubert olmustur. Arastirmacilar, steril idrarda
1yl lireyen sarbon basillerinin diger bakterilerle kirlenmis idrarda iireyemediklerini
ve sonunda oldiiklerini saptamiglardir. Bu goézlemlerini deneysel olarak ortaya
cikarmak istemislerdir. Pasteur ve Joubert’in diger bakterilerle kirletilmis idrara
karistirilan sarbon basillerinin deney hayvanlarinda hastalik olusturmadigini ortaya
koymalari, enfeksiyonlarin antibiyotikle sagaltimi alanmindaki ilk adimlari

olusturmustur (Chambers, 2001).

1928 yilinda Staphylococcusvaryantlar1 iizerinde c¢alismalar yapan Alexander

Flemming, kiiltiir ortamina bulagmis bir kiif mantariningevresinde stafilokoklarin



tireyemediklerini ve oOldiiklerini bir rastlantt sonucu gormiistiir. Flemming bu
mantarlarin  Penicillum tiirlinden olmalarindan esinlenerek etken maddeye
penicillum adin1 vermistir. Boylece ilk antibiyotik Sir Alexander Flemming
tarafindan, 1928 yilinda kesfedilmistir (Topal ve ark., 2015). Bundan sonraki yillar
antibiyotik kesiflerinin altin yillar1 olmustur. Bilim insanlar1 diger antibiyotik
ozellikli molekiillerin kesfi i¢in yogun ¢aba harcamislardir (Yildiz ve ark., 2010).
Domagh, 1935 yilinda enfeksiyon hastaliklarinin kemateropisini siilfonomidlerle
baslatmis ve prontasil iizerinde yaptig1r calismalarla 1938 yilinda Nobel odiilii
kazanmistir (Aktuylu, 1998).

Streptomisinlerin, II. Diinya Savasi’nin genis insan kitlelerine yaydig: tiiberkiiloz
hastaliginin denetim altina alinmasinda biiyiik katkisi olmustur. Ozellikle Gr(-)
mikroorganizmalarda giderek artan direng gelisimlerine yol agmistir. Sonug olarak
etkinligini giderek yitirmis ve daha dar alanlarda daha bilingli olarak kullanilmaya
baglanmistir. II. Diinya Savasi’nin sonlarina dogru streptomisin, kloramfenikol ve
klortetrasiklinbulunmus vegiimiize kadar yiizlerce antimikrobiyal ajan literature

girmigstir (Topal ve ark., 2015).

2.3. Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi

Antibiyotikleri g¢esitli kriterlere gore siniflandirmak gerekmektedir. Antibiyotikler,
etki derecelerine, etki mekanizmalarina, kimyasal yapilarina ve farmakokinetik
Ozelliklerine cesitli sekillerde siniflandirilir (Gokge, 2017). Mikroorganizmalar
tizerindeki etki derecelerine gore bakteriyostatikler ve bakterisidler olmak iizere 2
sekilde  siniflandirilirlar.  Antibiyotiklerin  etki  mekanizmalarina  gore
smiflandirilmast en sik kullanilan siniflandirmadir. Detayli olarak Tablo 2.1.’de

verilmistir.



Tablo 2.1. Antibiyotiklerin etki giiclerine gore siniflandiriimasi

BAKTERISIDLER BAKTERIYOSTATIKLER
Penisilinler Tetrasiklinler
Sefalosporinler Kloramfenikol
Aminoglikozidler Siilfonamidler

Vankomisin Eritromisin

Rifampisin Klindamisin
Florokinolonlar Mikonazol

Polimiksinler Etambutol

Teikoplanin

2.3.1. Sefalosporinler

Sardinya Ada’sindaki Salmonella salginina karsi miicadelede arastirmalar yapan
Italya Cagliari Universitesi hijyen kiirsiisii profesorii Giuseppe Brotzou, 1948
yilinda, Cephalosporium acremonium mantarinin  Salmonella  {iremesini
engelledigini gozlemlemistir (IOM, 2010). Bu gozlemden sonra Oxford
Universitesi’nden 2 arastirmaci tarafindan ilk sefalosporin molekiilii kristalize
edilmis ve “penisilin-N" ad1 verilmistir (Y1ldiz ve ark., 2010).Bunu takiben 1964
yilinda E. Lilly ila¢ firmas1 bir sefalosporin olan sefalotini ilk ruhsatli sefalosporin
olarak tibbin kullanimma sunmustur. Bu yildan itibaren penisiline alternatifilag
olarak one c¢ikan sefalosporinler yaklasik 50 yildir kullanilmaktadirlar (Yildiz ve
ark., 2014).

Glintimiizde antibiyotik adi altinda ¢ok sayida ilag vardir. Sefalosporin bunlarin
icinde 6nemli bir orana sahiptir (IOM, 2010). Sefalosporinler grup olarak beta-
laktam grubu i¢inde yer alir. Ana biyokimyasal yapisinda ortak yap1 7-
amimosefalosporinik asittir. Bu yapt 6-APA yapisina benzer goriinse de iki ug
kismi R ve R2 kisimlar1 sentetik olarak yeni ilag gelistirmeye daha uygundur. Bu
Ozellik sayesinde birgok sefalosporin grubu antibiyotik sentezlenmistir.
Sefalosporinlerin tatlar1 ¢ocuklarin oral alimina uygundur. Genel olarak ¢ocuklar

tarafindan sevilenler; sefaklor, sefdinir, sefaleksin iken, sefuroksim aksetilin



cocuklar tarafindan kabulii daha zordur (Baguley ve ark., 2012). Sefalosporinler
yar1 omiirleri penisiline gére daha uzun olanbakterisidal ilaglardir. ilag profilleri

giivenilirdir. Penisiline goére daha pahali olmalari ise dezavantajidir.

Sefalosporinler antibakteriyel etki spektrumlarina gore ‘kusak’ veya ‘jenerasyon’

basliklari ile gruplandirilmiglardir.

Tablo 2.2. Sefalosporinlerin kusaklari ve etkinliklerindeki temel 6zellikler

Birinci Kusak Sefalosporinler Sefaleksin Gram pozitif etkinlikleri vardir.
Sefadroksil Oral kullanilirlar.
Sefazolin
Sefalotin

Ikinci Kusak Sefalosporinler Sefaklor Gram  negative  etkinlikleri
Sefuroksim vardir.
Sefotetan Hem parenteral hem oral
Sefoksitin kullanilirlar.

Uciincii Kusak Sefalosporinler Sefotaksim Gram  negative  etkinlikleri
Seftadizm vardir.
Seftriakson Parenteral kullanilirlar.

Sefpodoksim

Dérdiincii Kugak Sefalosporinler  Sefepim Gram pozitif ve gram negatiflere
etkinlikleri vardir.

Parenteral kullanilirlar

Besinci Kugak Sefalosporinler Seftarolin Gram  negative  etkinlikleri
Seftobiprole vardir.

Oral kullanilirlar.

2.3.2. Sefpodoksim proksetilin antibakteriyel 6zelliginin inhibasyonu

Sefalosporinler grup olarak B-laktam gurubu icinde yer alir, ana biyokimyasal
yapisi ortak yap1t 7-aminosefalosporinik asittir (Yildiz ve ark., 2014).

Sefalosporinlerin genel molekiiler yapisi1 Sekil 2.1.’de verilmistir.
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Sekil 2.1. Sefalosporinlerin molekiiler yapisi (Url-6)

B-laktam tiirevi antibiyotikler bakteriyel organizmada hiicre duvari biyosentezini
inhibe ederek ¢aligir ve en yaygin kullanilan antibiyotik grubudur (Mshref, ve ark.,
2017).

Tim B-laktam antibiyotiklerin yapilarinda B-laktam halkasi vardir. Bu nedenle B-
laktamlara karsi iki ana inhibisyon sekli vardir; bunlardan birincisi penisiline
baglanarak proteinlerinin degistirilmesi (Sekil 2.2.), ikincisi pB-laktam halkasinin
enzimatik hidrolizidir (Sekil 2.3.).Laktamator enzimi sefpodoksim proksetilin aktif
laktam halkasini hidrolize eder ve bu da antibiyotigi etkisiz halegetirir. Laktamator
enzimi, antibiyotik yapisini kirarak antibiyotik direnci olusturur. Hidroliz yoluyla,
B-laktam halkasin1 agarak molekiiliin antibakteriyel 6zelligini etkisiz hale
getirir.(Drawz, 2010).
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Sekil 2.2. Sepfodoksim proksetilin protein baglanma enzimlerinin degisimi (Url-8)
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Sekil 2.3. Sepfodoksim proksetilin laktamaz enzimi ile hidrolizi (Url-7)

et

Laktamator enzim tiirevli bir {riindiir ve [-laktam tiirevi antibiyotiklerin
etkisizlestirilmesi i¢in 6zel olarak tasarlanmistir. Birinci, ikinci, tigiincii, dordiincii
ve besinci kusak sefalosporinleri etkisiz hale getirebilir. ila¢ endiistrisinde rutin
mikrobiyolojik incelemeden dnce, test drneklerinde bulunan beta-laktam aktif ilag
bilesenlerinin etkisizlestirilmesinde kullanilir. Steril sivi laktamator, test

orneklerine dogrudan katilabilen kullanima hazir bir ¢dzeltidir.

Penaz konsantresi, P-laktamlarin 6zellikle penisilinlerin inaktivasyonu igin
tasarlanmis yiiksek saflikta pesilinaz enzimi igeren bir iriindiir. Mikrobiyolojik
incelemelerden Once kan veya doku orneginden B-laktamlarin inaktivasyonu ig¢in
penaz konsantresi kullanilabilir. Test Orneklerine dogrudan katilabilir. Penaz

konsantresi sadece in-vitro kullanima uygundur.

Bu calismada penisilinaz enzimi ile penisilin baglanma proteinlerinin degistirilmesi
ve laktamator ile de B-laktam halkasinin hidrolizi amaglanmistir. Boylece 2 farkli

inhibisyon sekli arastirilmistir.

2.4. Antibiyotiklerin Kullanim Alanlari

Son yillarda artan antibiyotik kullanimi, hayatimizin her alaninda kendini
gostermektedir. Ozellikle insan ve hayvan sagligi, gida sektdriinde besinlerin
korunmasi, balik gibi sucul canlilarin sagligive ilag endiistrisinde bilimsel arastirma

faaliyetleri i¢in antibiyotikler yogun bir sekilde kullanilmaktadir.
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Antibiyotikler tiim diinyada en ¢ok kullanilan ilaglar arasinda yer almaktadir.
Antibiyotikler, gelismemis ve az gelismis olan iilkelerde yanlis ve asir
kullanilmaktadir. Avrupada antibiyotiklerin 2/3’si insan tibbinda, 1/3’i ise
hayvanlarda kullanilmaktadir (Fedesa, 2001).

Ancak bilingsiz ve gereksiz antibiyotikkullanimi sonucunda hem ¢evresel sorunlar
hem de besin zinciri yoluyla canlilarda, 6zellikle insanlarda saglik problemleri

meydana gelmektedir (Topal ve ark., 2015).

2.4.1. Tiirkiye’de antibiyotik kullanim

Tiirkiyede ilag sektoriinde yaklagik 300 firma faaliyet gostermekte ve firmalarin
53’linlin iiretim tesisi bulunmaktadir. Tiirkiye’de, ilag sektoriinde antibiyotikler ve
analjezikler basta olmak iizere, fermantasyon, ekstraksiyon ve sentez yoluyla

birgok ila¢ etken maddesi iiretilmektedir (Sarigay, 2009).

Tiirkiye’de 2002 yilinda 969 milyon kutu ilag¢ iretilmistir. 2002 yilinda tedavi

gruplarina gore ilag kullanimi yiizdesi en fazla %18.1 ile antibiyotiklerde olmustur.

2.5.  Antibiyotiklerin Viicuttaki Hareketleri (Farmakokinetik)

2.5.1. Emilim

Bir ilacin etkin olabilmesi i¢in enfeksiyonun bulundugu bolgeye ulagmasindan
once ilacin uygulama yerinden emilmesi gereklidir. Genellikle damar igine
uygulama ile emilimin tam oldugu kabul edilirken, kas i¢ine ya da oral uygulamada
emilim tam olmazve daha yavastir (Aktuylu, 1997). Emilim ile ilgili iki 6nemli
parametre vardir. Bunlardan ilki emilim derecesi yani oranmi digeri ise emilim
hizidir. Bu iki parametre o antibiyotigin biyoyararlanimini belirler. Biyoyararlanim
antibiyotigin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri kadar, hastanin fizyolojik ve patolojik

durumu ile de ilgili olarak degiskenlik gosterir (Aktuylu,1997 ; Karten, 2000).
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[lacin emiliminde rol oynayan bircok faktdr vardir. Bunlar ilacin kendi
biyokimyasal yapisi, gastrointestinal sistemin hareketi, gecis zamani, kan akis hizi,
gastrointestinal sistem igerigi ve pH’1, bagirsak duvarinin metabolizmasi, ilag-ilag

ve ilag-gida etkilesimidir (Aktuylu, 1997).

2.5.2. Dagilim

[lacin dagilim hacmi; bir ilacin viicutta denge i¢inde dagilimi sonucu elde edilen
plazma konsantrasyonunu belirleyen sivinin hacmidir. Viicutta ilacin dagilimini
etkileyen ¢esitli faktorler vardir. Antibiyotiklerin lipid ¢oziinilirliigiliniin iyi olmast,
plazma proteinlerine baglanma oranlarinin diisiik olmasi ve doku proteinine
baglanma Ozelliklerinin yiliksek olmasi, daha yiiksek doku penetrasyonuna yol
acmaktadir. Doku penetrasyonunun yiiksekligi ayni zamanda plazma

konsantrasyonunun diisiikliigli anlamin1 tasimaktadir (Karten, 2000).

2.5.3. Atilim

Eliminasyon antibiyotigin aktif olan kisminin viicuttan uzaklastirilmasidir.
Antibiyotiklerin 6nemli bir kisminin eliminasyonu degismeden veya metabolitleri
ilebobrekler araciligr ile olmaktadir. Bu nedenle bobrek yetmezligi olan hastalarda
doz araliginin acilmasi, doz azaltilmasi veya bu iki yontemin birlikte uygulanmasi
gerekebilir (Aktuylu, 1997).Antibiyotiklerin ikinci dnemli eliminasyonu karaciger
yoluyla olur. Lipofilik ilaglar karaciger yoluyla elimine olur. Karaciger o6zellikle
bobrek tarafindan yapilamayan eliminasyonlarin yapilmasinda 6nemli rol oynar.
Bobrek ve karaciger disinda bilinen eksresyon ve digki ile eliminasyon gibi diger

eliminasyon yollar1 klinikte daha az 6nemlidir (Karten, 2000).

2.6.  Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalari(Farmakodinamik)

Farmakodinamik, antibiyotik ile mikroorganizmanin etkilesimini zaman dilimi
icinde  inceler ve  antibiyotik  konsantrasyonlarindaki  degisikliklerin

mikroorganizmanin biiylime dinamiklerine ve 6liimiine olan etkisini ifade eder. Bu
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etkilesim baslica iki alandaki etkileri degerlendirmeyi amaglar. Etki degerlendirme

kriterlert;

1. Antibiyotik konsantrasyonundaki artis ile mikroorganizma oliim hiz1 ve
boyutu arasindaki iliski,
2. Antibiyotik diizeyleri MiK degerinin altina diistiigiinde mikroorganizmanin

biliyiimesinde inhibitor etkilerin devam edip etmedigi, ediyorsa bunun boyutu ile
iligkisi (Cevik, 2007).

Tablo 2.3. Antibiyotiklerin etki mekanizmalar1

Bakteri hiicre duvar sentezini inhibe ederek veotolitik Penisilin

enzimleri active ederek Sefalosporin
Monobaktamlar
Karbapenemler
Basitrasin
Vankomisin
Teikoplanin
Ristosetin
Sikloserin

Sitoplazma membrane permeabilitesini bozarak Polimiksinler
Amfoterisin B
Gramisidin
Nistatin
Ketokonazol

Flukonazol

Bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe ederek Aminoglikozidler
Tetrasiklinler
Eritromisin
Klindamisin

Kloramfenikol

DNA ve RNA sentezini bozarak Kinolonlar
Rifampisin
Mitomisn-in
Aktinomisin
Doksorubisin

Daunorubisin

Intermedier metabolizmay1 bozarak Siilfonamidler

Sulfonlar
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2.7.  Antibiyotiklerin Yan Etkileri

Diinya Saglik Orgiitii’ne gére bir maddenin ilag amacina uygun bicimde profilaksi,
tan1 ya da tedavi amaciyla kullanildig1 dozlarda ortaya ¢ikan hedeflenmemis ve

zararh etkilere yan etkiler denir (WHO, 2005).

Antibiyotik kullaniminin artisi ile birlikte ilaglara bagliyan etki goriilme siklig1 da

artmaktadir. Tiim antibiyotiklerin potansiyel olarak yan etki riski vardir.
[lag seciminde antibiyotigin terapotik etkisi ile yan etki riski mutlaka

karsilagtirllmalidir.  Antibiyotiklerin yan etkisi genis bir spektrum gosterir
(Aktuylu,1997 ; Ulutan, 2004).

Tablo 2.4. Antibiyotiklerin genel yan etkileri

Hematolojik Bobrek Karaciger Sinir sitemi
Aplastik anemi Intertisiel nefrit Transaminaz Ototoksisite
yiiksekligi
Hemolitik anemi Urik asit nefropatisi ~ Kolestatik hepatit ~ Gérme bozukluigu
Megaloplastik anemi Metabolitlerin Kernikterus Konwvulsiyon

nefrotoksisitesi

Notropeni Hematuri Hepatic nekroz  Pisisik bozukluklar
Kanama Albuminiiri Periferik néropati
Lokopeni Akut tiibiiler nekroz Noromuskiiler blok
Eozinofili Ensefalopati
Trombositopeni Ataksi
Tromosit Bas agrist

disfonsiyonu

Bas donmesi

Haliisinasyon
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2.8. Mikrobiyal Limit Test

Toplam aerobik bakteri ve toplam kiif maya sayisinin tespitinde kullanilan testtir.
Spesifik mikroorganizmalarin varliginin belirlenmesi amaciyla kullanilan kantitatif
bir analiz yOntemidir. Steril olma zorunlulugu olmayan iriinler Avrupa
Farmakopesi’nde yazan limit belirleme testlerine gore analize alinir. Farmakopede
yazan deger araliginda bulununan sonuglarda iiriin temiz kabul edilir. Uriinlerdeki
mikrobiyal kirliligin tespiti ¢ok onemlidir. Bu yilizden limit testleri dikkatli ve

6zenli yapilmalt dogru sonuglar raporlandirilmalidir.

2.8.1. Yontem validasyonu

Mikrobiyal limit testlerinde Avrupa Farmakopesi dikkate alinarak ¢aligilir. Ancak
Avrupa Farmakopesi’nde yer alan analiz yontemleri genel olarak kullanilan
yontemlerdir. Daha verimli sonuglar elde edilebilmesi i¢in bu yontemlerin iiriine
Ozgii hale getirilmesi gereklidir. Avrupa Farmakopesi dikkate alinarak iiriine 6zgii

yontemler AR-GE laboratuvarlari tarafindan gelistirilir.

Yontem validasyonlarinin dogrulugu kanitlanmalidir. Bunun ig¢in tekrarlanabilir
olmasi1 ve sonuglarinin birbirinden ¢ok farkli olmamasi gereklidir. Bir yontem
validasyonunun kabul gorebilmesi i¢in ayni ¢aligmanin tim sartlar ayni kalmak
suretiyle 3 kere tekrarlanmasi, kontrol guruplarinin olmast ve verim yiizdelerinin

Avrupa Farmakopesi’nde istenilen araliklarda olmas1 gerekmektedir.

Yontem validasyonlarinda tirtindeki kirliligin optimum verimde elde edilmesi adina

farkli analiz yontemleri, farkli dilisyonlar, belli mikroorganizmalar denenir.
2.8.2. Analiz yontemleri
Antibiyotiklerin analizlerinde ti¢ temel ekim yontemine bagvurulmaktadir. Dogru

analiz yontemlerinin se¢iminde Avrupa Farmakopesi’nde var olan teknigin,

antibiyotikteki kirliliklerin tespitinde en yiiksek derecede verimlerin alinmasi adina
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valide edilmesi gerekmektedir. Yontem validasyonlarinda en dogru teknigi bulmak
adina bu yontemler denenmektedir. Bu yontemler; membran fiiltrasyon yontemi,

dokme ekim yontemi ve yiizeye yayma ekim yontemidir.

2.8.3. Diliisyon hazirlanmasi

Seyreltme yapma, mikrobiyolojik yonden incelemeye alinan orijinal 6rnek i¢indeki
mikroorganizma sayisinin belli oranlarda seyreltilerek (diliie edilerek) daha aza
indirilmesini amacglayan bir islemdir. Bu amacla kullanilan sivilara diliisyon
coOzeltisi (seyreltme sivisi) denir. Seyreltmede iki husus ¢ok Onemlidir. Bunlar;
seyreltme ¢Ozeltisinin se¢imi ve seyreltme oranidir. Seyreltme ¢ozeltisinin
mikrobiyal say1 ilizerinde bir degisiklige neden olmamasi gerekir. Coziicii ilave
etmek  suretiyle  ¢oOzeltinin  konsantrasyonunun  azaltilmasi  islemine
seyreltme(diliisyon) denir. Bu isleme yiiksek konsantrasyonlu c¢ozeltilerden diisiik
konsantrasyonlu ¢6zelti hazirlamak igin basvurulur. Bu seyreltme ile olusan gelen
madde konsantrasyonun azalmasini diizeltmek igin hesaplanan faktore diliisyon

faktori denir.

2.8.4. Kullamlan bazi test mikroorganizmalari

Antibiyotiklerde patojen olmayan mikroorganizmalarin belli limitlerde kabul
edilebilir olmasina karsin patojen olan mikroorganizmalarin antibiyotikte kesinlikle
barinmamasi gerekmektedir. Bu amagla gelistirilen yontemlerin validasyonu
kapsaminda numune i¢ine katilan patojen mikroorganizmalar mevcuttur. Amag
yontemin, mikroorganizma igeren iriinlerdeki bu patojenlerin varligini tespit edip

etmedigini gormektir.
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2.8.4.1. Staphylococcus aureus ATCC 6538

Staphylococcus aureus aerobik bakteriler arasindadir. Fakiiltatif aerobdur. Hem
oksijenli hem oksijensiz ortamlarda glikozdan asit olusturabilir. Gram pozitif
koktur. Hiicre kiimeleri olusturur. Katalaz pozitiftir. Kurumaya ve yiiksek tuz
konsantrasyonlarina karsi oldukg¢a yiiksek direng gosterir. Staphylococcusaureus
cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarindan invazif kemik-eklem enfeksiyonlari,
menenjit ve artrit gibi patolojik durumlarla ilgili olarak ortaya ¢ikan bir
organizmadir. Tasidig1 sar1 pigmentten dolay1 goriiniisii sar1 renkdir (Martinko,

2014; Bucak ve ark., 2014).

Sekil 2.4. Staphylococcus aureus mikroskop goriintiisii (Url-1)
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2.8.4.2. Bacillus subtilis ATCC 6633

Bacillus subtilis oksijenli solunum veya gegici oksijenli solunum yapan, 25-35°C
tireyen bir bakteri cinsidir. Gram pozitif, kirpikli bir basildir. Dogada ¢ok yaygin
olarak bulunur. Kapsiilsiizdiir ve zenginlestirilmemis besiyerinde ¢ok rahat

tireyebilir.

B. subtilis gidalar1 kontamine ederek gida zehirlenmelerine yol agabilir. Diisiik
toksijenik Ozellige sahip olmakla beraber maruz kalindiginda alerjiye sebep
olabilir. Rough(piitiirlit) seklinde koloniler olusturur. Beyazimsi renktedir
(Bilgehan, 1995; Agacfidan ve ark. 2005).

wwwy microbiologyinpictures.com

s CCM 1999 (ATCC ¢

Sekil 2.5. Bacillus subtilismikroskop goriintiisii (Url-2)
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2.8.4.3. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Pseudomonas aeruginosa gram negatif, ¢cubuk seklinde, kemoorganotrofik aerobik

morganizmalardir. Polimer kamg¢ilar1 vardir. Katalaz pozitiftirler.

Pseudomos tiirlerinin bir¢ogu patojeniktir. Firsat¢i bir organizma olan bu bakteri
viicut direnci diisiik kisilerde enfeksiyonlara neden olur. Pseudomonas aeruginosa
insanda idrar ve solunum yollar1 enfeksiyonlarina sebep olur. Yaygin olarak
kullanilan bir¢ok antibiyotige karsi direnglidir (Aktas ve ark. 2012;Martinko,
2014).

Sekil 2.6. Pseudomonas aeruginosamikroskop goriintiisii( Url-3)
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2.8.4.4. Candida albicans ATCC 10231

Tek hiicreli fungus olup Ascomycetes’lere dahildir. Eseyli ¢ogalan, diploid, maya
tipt bir mantar tiirtidiir. Maya hiicreleri bakteri hiicrelerinden ¢ok daha biiyiiktiir.
Insanlarda oral ve vajinal firsatc1 enfeksiyonlarin etmenidir (Kingsbury ve Wagner,
1990; Martinko, 2014).

Sekil 2.7. Candida albicansmikroskop goriintiisi ( Url-4)
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2.8.4.5. Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

Kiifler flamentli funguslardir. Dogada yaygindirlar. Mikroskopta bir sap, sapa bagl
bir top ve topun etrafina dogru yayilan piiskiiller seklinde goriiliir. Paranasal sinus
hastaliklarina sebep olurlar. Gida bozulmalarina da neden olmaktadirlar.(Varga ve

ark., 2011; Martinko, 2014).

Sekil 2.8. Aspergillus brasiliensismikroskop goriintiisti ( Url-5)



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada, eczanelerden temin edilen sefpodoksim proksetil igerikli 20 kutu
antibiyotik kullanilmistir. Deneyde kullanilan test mikroorgnizmalar1 ( S. aureus,
P. aeruginosa, B. subtilis, C. albicans, A. brasiliensis) Kemiteks firmasindan
liyofilize olarak satin alinmistir. Calismalar Sakarya Universitesi, Biyolloji Boliimii

Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvari’nda yapilmistir.

3.1.1. Kullanilan arac-gerecler

Arastirmamizda Kullanilan baslica ekipmanlar, 30-35°C ve 20-25°Cinkiibator, Su
banyosu, vortex, 1siticili manyetik karistirici, mikropipet, laf kabini, hassas terazi,
filtre, membran filtrasyon cihazi, koloni sayicidir.

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismamizda kullanilan nétralize edici ajanlar(laktamator ve penaz) CPC

firmasindan satin alinmistir.

3.2. Yontem

Bu c¢alismada direk ekim yontemi ve membran filtrasyon ile ekim yoOntemi

kullanilmistir.
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3.2.1. Kullanilan besiyeri i¢erikleri ve hazirlanmasi
Arastirmamizda kullanilan besiyerleri Merck firmasindan satin  alinmistir.

Besiyerleri asagida belirtildigi gibi hazirlanmistir. Calismamizda Tryptic Soy Agar,
Tryptic Soy Broth, Sabouraud Dextrose Agar besiyerleri kullanilmigtir.

Tablo 3.1. Kullanilan besiyeri marka katalog no ve lot bilgileri

BESIYER ADI MARKASI KATALOG NO LOT NO
TSA MERCK 1.05458 VM780458
SDA MERCK 1.05438 VM811438
TSB MERCK 1.05459 VM785759

TSA besiyerini hazirlamak i¢in 40 gram toz halindeki TSA 1 L suda karistirilarak
¢oziildii. Ph’1 sterilizasyon sonrasi 7.3 olacak sekilde NaOH ile ayarlandi.
Otoklavda 100°C‘de 15 dakika eritildi. Cikartilip 45°C‘ye geldikten sonra 250
mL’lik siselerde kapaklar1 yarim kapatilarak otoklava konuldu. 121°C’de 15 dakika
otoklavda steril edildi. Kullaniom zamanina kadar +4°C‘de buzdolabinda

bekletilmistir.

Coziintirliik: Tam ¢oziintlir
Renk: Saydam, agik amber
Koku: Besiyerine 6zgii koku

Raf dmri: 4 hafta

Tablo 3.2. 1 L TSA besiyeri igerigi

Pancreatic Digest of Casein 15.0g
Papaic Digest of Soybean 509
Sodium Chloride 509

Agar 1509
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SDA besiyerini hazirlamak i¢in 65 gram toz halindeki SDA 1 Lsuda karistirilarak
¢oziildii. PH’1 sterilizasyon sonrast 5.6 olacak sekilde NaOH ile ayarlandi.
Otoklavda 100°C*de 15 dakika eritildi. Cikartilip 45 °C’ye geldikten sonra 250
mL’lik siselere boliindii. Kapaklar1 yarim kapatilarak otoklava konuldu.121°C’de
15 dakika otoklavda steril edildi. Kullanim zamanina kadar +4°C*de buzdolabinda
bekletildi.

Coziniirlik: Tam ¢oziiniir

Renk: Saydam, sarims1 kahverengi
Koku: Besiyerine 6zgii koku

Raf omrii: 4 hafta

Tablo 3.3. 1 L SDA besiyeri igerigi

Peptic Digest of Animal Tissue 5.0g9
Pancreatic Digest of Casein 5049
Dextrose 40.0 g
Agar 15.0¢9

TSB besiyerini hazirlamak igin 30 gram toz halindeki TSB 1 L suda karistirilarak
¢oziildii. pH’1 sterilizasyon sonrasi 7.3 olacak sekilde NaOH ile ayarlandi.250
mL’liksiselerde, kapaklar1 yarim kapatilarak otoklava konuldu.121°C’de 15 dakika
otoklavda steril edildi.

Coziiniirliik: Tam ¢oziiniir
Renk: Saydam, agik amber
Koku: Besiyerine 6zgii koku
Raf 6mrii: 4 hafta

Tablo 3.4. 1L TSB besiyeri igerigi

Pancreatic Digest of Casein 17.0g
Papaic Digest of Soybean 3.0¢
Dextrose 25¢
Sodium Chloride 509

Dipotassium Phosphate 25¢
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3.2.2. Tampon cozelti hazirhg:

Bu calismada tampon 06zelti olarak NaCl Pepton pH: 7.00 soliisyonu kullanildi.3.6
g potasyum dihidrojen fosfat, 7.2 g disodyum hidrojen fosfat, 4.3 gr sodyum Klorid,
1.0 g meat pepton tartildi.1 L suda karistirilarak ¢oziindiiriildii. pH’1 sterilizasyon
sonrasi 7.0 olacak sekilde NaOH ile ayarlandi. 250 mL’lik siselere konularak ve
kapaklar1 yarim kapatilarak otoklada 121°C’de 15 dakika steril edildi.

Coziiniirliikk: Tam ¢oziiniir
Renk: Saydam, renksiz
Koku: Besiyerine 6zgii koku
Raf 6mrii: 4 hafta

Tablo 3.5. 1 L pepton besiyeri igerigi

Potassium Dihidrogen Phosphate 3.69
Di-sodium Hidrogen Phosphate 7249
Sodium Chloride 43¢
Meat Pepton 109

3.2.3. Test mikroorganizmalarinin aktiflestirilmesi

Hazir  olarak  satinalinan  liyofilize  kiiltiirlerden  mikroorganizmalar
aktiflestirilmistir. Bunun i¢in liyofilize kiiltir 100 mL TSB igerisine inokiile
edilmis ve 24 saat 30-35°C‘lik inkiibatérde tiremesi i¢in bekletilmistir. 24 saatin
sonunda TSB icerisinde liremisolan mikroorganizmalardan bakteriler i¢cin TSA, kiif
ve mayalar icin SDA besiyerine inokiile edilmistir. Bakteriler 30-35°C‘lik
inklibatorde 24 saat, kiif ve mayalar 20-25°C‘lik inkiibatérde 72 saat inkiibe

edilmistir. Taze aktiflestirilmis kiiltiirlerden dilisyonlar hazilanmustir.
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Tablo 3.6. Kullanilan Mikroorganizmalar

BAKTERI ADI ATCC KODU MARKASI
S.aureus ATCC 6538 Microbiologics- 485
P.aeruginosa ATCC 3027 Microbiologics- 484
B.subtilis ATCC 6633 Microbiologics- 486
C.albicans ATCC 10231 Microbiologics- 443
A.brasiliensis ATCC 16404 Microbiologics- 392

3.2.4. Mikroorganizma dilisyonlarinin hazirlanmasi

Aktiflestirilmis suglar ortalama 0.5 Mc Farland degeri olacak sekilde yogunluklari
ayarlanmistir. 0.5 Mc Farland yogunlugunda hazirlanan siispansiyonlardan pepton
¢ozeltisi kullanilarak dilisyon serisi(10™ -10"°)hazirlanmistir.Mikroorganizma
sayisiin az olmasi deneyin verimliligini hesaplamak i¢in onemldir. Bu nedenle

analizlerde 10°’lik dilisyon kullanilmustir.

Sekil 3.1. Dilisyon hazirligi asamalar1 a)TSB igerisinde bulunan bakterinin vortex ile karistirilmasi
b)bakterinindze yardimi ile pepton dolu tiipe aktarimi c)pipet ile seyreltme igleminin yapilist

d) kullanima hazir seyreltilmis dilisyonlar
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3.2.5. Dokme ekim yontemi

9 cm capindaki petrilere test orneklerinden 1 mL numune dokiilir. 40-45° C
sicaklikta olan besiyerinden 15-20 mL petriye aktarilir. Karistirilarak katilasmaya
birakilir.

3.2.5.1.D6kme ekim yontemi ile deneyin yapilisi

Test grubu:

90 mL peptonun igine kullamlan mikroganizmalarin10®’lik dilisyonundan
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida
albicans, Aspergillus brasiliensis) 1 mL eklenmis ve tizerinel0 gsefpodoksim
proksetil igeren antibiyotik eklenerek karigtirilmistir. Petriye bu karisimdan birer

mL aktarilarak dokme ekim yontemi ile 3 farkli ¢alisma yapilmistir.

Test grubunun;

1.Calisma kontrol grubu olarak nétralize edici ajan eklenmeden,

2.Caligmaya notralize edici ajan olarak 0.2 mL penaz eklenerek,

3.Calismada ise noétralize edici ajan olarak 0.1 mL laktamator kullanilarak
yapilmistir.

Hazirlanan karigimdan 1 mL petriye aktarilarak tizerine besiyeri dokiilmistiir.
Pepton grubu:

90 mL peptonun igine 10°’lik mikrroganizmadilisyondan (Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida albicans, Aspergillus

brasiliensis) 1 mL ilave edilmistir. Petriye bu karisimdan 1’er mL aktarilmistir.



27

Pepton grubunun;

1. Calismasi nétralize edici ajan eklenmeden,

2. Calismaya notralize edici ajan olarak 0.2 mL penaz eklenerek,

3. Calismada ise nétralize edici ajan olarak 0.1 mL laktamator kullanilmistir.
Hazirlanan karisimdan 1 mL petriye aktarilarak tizerine gerekli besiyeri

dokiilmiistiir.

Inokulum grubu:

10°°1ik mikroorganizma dilisyonundan (Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida albicans, Aspergillus brasiliensis)1 mL
petriye aktarildi.Her ¢alisma igin ayr1 inokulum grubu hazirlanmistir. Inkiibasyon
stiresince petriler her giin kontrol edilmis, {ireme goriilmesi varsa sayilarak

belirlenmis ve not alinmistir.

Tim deney gruplarinda bakteri i¢eren petrilere TSA besiyeri, kiif ve maya iceren
petrilere SDA besiyeri dokiilmiis ve donmalari i¢in bir siire beklenilmistir.Bakteri
inokiilasyonu gergeklestirilen petriler 30-35°C’lik inkiibatérde 5 giin stireyle, kiif

ve maya petrileri 20-25°C’lik inkiibatorde 7 giin siireyle inkiibe edilmistir.

3.2.6. Membran filtrasyon ekim yontemi

Membran filtrasyon yontemi ile biiyiikk partikiilller igermeyen sivilarin
mikrobiyolojik analizleri gergeklestirilir. Porgapt  0.45um’yi  ge¢cmeyecek
ozellikteki membran filtreler kullanilir. Membran filtrasyon yonteminde amag 0.45
um<dan biiyiikk olan bakterilerin porlarda tutunmasi ile ¢ok az sayida
mikroorganizma igeren iiriinlerde dahi saglikli sonug alinabilmektir. Filtre materyal
tipi, mikroorganizma tutma potansiyeli test edilecek 6rnegin komponentlerinden
etkilenmeyecek sekilde secilir. Yontem validasyonlarinda her mikroorganizma igin

bir filtre kullanilir. Ornek, membran filtreye transfer edilir, hemen filtre edilir ve
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filtre uygun miktarda pepton ile yikanir (Koksal ve Samasti, 2007; Kireggi ve ark.,
2016).

3.2.6.1. Membran filtrasyon ile deneyin yapilisi

Test grubu:

TSA ve SDA besiyeri petrilere dokiilerek calisma asamasina kadar +4°C’de
bekletilmistir. 90 mL peptonun icine10’lik érnek mikroorganizma dilisyonundan
(S.aureus, P.aeruginosa, B.subtilis, C.albicans, A.brasiliensis) 1 mL ve 10g
sefpodoksim proksetil igeren antibiyotik eklenerek karistirilmistir. Hazirladigimiz
karisimdan 1 mL filtreye aktarilarak stizdiirilmiisve 300 mL pepton ayni filtreden
gegcirilerek filtrenin temizlenmesi saglanmistir. Filtreler steril pens yardimi ile
besiyerlerine yerlestirilmistir.Membran filtrasyon ekim yontemi ile 3 farkli ¢alisma

gergeklestirilmistir.

Test grubunu:

1.Calisma kontrol grubu olarak nétralize edici ajan eklenmeden,
2.Calismaya notralize edici ajan olarak 0.2 mL penaz eklenerek,
3.Caligmaya ise notralize edici ajan olarak 0.1 mL laktamator peptonlu karigimla

karistirilarak hazirlanmigtir.

Pepton grubu:

90 mL peptona 10°’lik mikrroganizma dilisyonundan (S.aureus, P.aeruginosa,
B.subtilis, C.albicans, A.brasiliensis) 1 mL eklenmistir. Hazirladigimiz karisimdan
1 mL filtreye aktarilarak siiziilmiis daha sonra300 mL pepton aym filtreden
gegirilerek filtrenin temizlenmesi saglanmistir. Filtreler steril pensle ile dnceden

doktiigiimiiz TSA ve SDA igeren petrilerine aktarilmustir.
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Pepton grubunun:

1.Calisma notralize edici ajan eklemeden,
2.Calisma notralize edici ajan olarak 0.2 mL penaz eklenerek,
3.Calismada noétralize edici ajan olarak 0.1 mL laktamator eklenerek

yapilmistir.

Inokulum grubu:

10°°lik mikroorganizma dilisyonundan (S. aureus, P. aeruginosa, B. subtilis, C.
albicans, A. brasiliensis) 1 mL filtreden siiziilmiistiir. Filtreler steril pens yardimi
ile 6nceden hazirlanan petrilere yerlestirilmistir.Her ¢alisma igin ayr1 inokulum
grubu hazirlanmis ve tiim calismalar 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
Inkiibasyon asamasinda petriler her giin rutin olarak kontrol edilerek iireme sayisi

takip edilmistir.

Tim deney gruplarinda bakteri igeren filtreler 30-35°C’lik inkiibatorde 5 giin
stireyle inkiibe edilmislerdir. Kiif ve maya igeren filtreler 20-25°C’lik inkiibatérde

7 glin bekletilmek suretiyle inkiibasyona birakilmistir.

3.2.7. % Verimin hesaplanmasi

Verim hesaplamasi1 yapilirken asagidaki esitlik denklemi (Denklem 3.1)
kullanilmistir. Test grubundan elde edilen veri, inokulum grubundan elde edilen

veriye boliinmiis ve 100 ile ¢arpilmistir. Sonuglar cfu/g olarak verilmistir. (3.1)

. test b
Yverim=——29"" 100

inokulum grubu



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Dokme Ekim Yontemi ile Elde Edilen Sonuclar

Dokmeekim yonteminde test, pepton ve inokulum gruplari, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida albicans, Aspergillus
brasiliensis mikroorganizmalar1 kullanilarak3 grup seklinde c¢alisilmistir. Elde
edilen verilerin ortalamasi, ¢alisilan bakteriler ve ¢alisma gruplar1 Tablo 4.1.’de
verilmistir. Elde edilen verilere gore test grubunda iireme gézlenmemis ve yontem

verimsiz kabul edilmistir.

Tablo 4.1. D6kme ekim yontemi analizlerinin ortalamalari

Caligsma Gruplar1  S. aureus P. aeruginosa B. subtilis  C. albicans A. brasiliensis

test grubu

0 0 0 0 0
pepton grubu 47 61 58 25 21
inokulum grubu 50 62 60 25 24

Sekil 4.1. Dokme ekim yontemi(S.aureus tizerinde) a)test grubu b)inokulum grubu
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4.2. Penaz Kullanilarak Yapilan Dokme Ekim Yontemi Deneyinin Sonuclari

Penaz kullanilarak yapilan dokme ekim ydntemindetest, pepton ve inokulum
gruplari, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Candida albicans, Aspergillus brasiliensis mikroorganizmalar1 kullanilarak 3 grup
seklinde calisilmistir.Elde edilen verilerin ortalamasi, caligilan bakteriler ve

calisma gruplar1 Tablo 4.2.’de verilmistir. Test grubunda lireme gézlenmemistir.

Tablo 4.2. Penaz kullanilarak yapilan dokme ekim yontemi analizlerinin ortalamalar

Caligsma Gruplar1  S. aureus P. aeruginosa B. subtilis  C. albicans A. brasiliensis

test grubu 0 0 0 0 0
pepton grubu 50 62 65 22 18
inokulum grubu 51 65 66 23 21

Y | Y

Sekil 4.2. Dokme ekim yontemi + penaz (S.aureus iizerinde) a)test grubu b)inokulum grubu
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4.3. Laktamator Kullanilarak Yapilan Dokme Ekim Yoéntemi Deneyinin

Sonuclari

Laktamator kullanilarak yapilan dokme ekim yonteminde test, pepton ve inokulum
gruplar1, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Candida albicans, Aspergillus brasiliensis mikroorganizmalar1 kullanilarak 3 grup
seklinde calisiimistir. Elde edilen verilerin ortalamasi, c¢alisilan bakteriler ve
calisma gruplar1 Tablo 4.3.’de verilmistir. Elde edilen verilere gore test grubunda

lireme gozlenmemis ve yontem verimsiz kabul edilmistir.

Tablo 4.3. Laktamator kullanilarak yapilan dokme ekim yontemi analizlerinin ortalamalari

Caligma Gruplar1  S. aureus P. aeruginosa B. subtilis  C. albicans A. brasiliensis

test grubu 0 0 0 0 0
pepton grubu 49 63 58 23 17
inokulum grubu 53 64 62 22 20

Sekil 4.3. Dokme ekim yontemi + laktamator (S.aureus lizerinde) a)test grubu b)inokulum grubu
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4.4. Membran Filtrasyon Ekim Yontemi ile Elde Edilen Sonuclar

Membran filtrasyon ekim yontemi kullanilarak gerceklestirilen deney sonucunda
elde edilen verilerin ortalamasi, calisilan bakteriler ve g¢alisma guruplari Tablo
4.4.°de verilmistir. Elde edilen verilere gore test gurubunda lireme gozlenmemis ve

yontem verimsiz kabul edilmistir.

Tablo 4.4. Membran filtrasyon ekim yontemi analizlerinin ortalamalar

Caligma Gruplar1  S. aureus P. aeruginosa B. subtilis  C. albicans A. brasiliensis

test grubu 0 0 0 0 0
pepton grubu 43 63 57 20 19
inokulum grubu 48 65 61 21 22

Sekil 4.4. Membran Filtrasyon ile ekim yontemi(S.aureus tizerinde) a)test grubu b)inokulum grubu
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4.5. Penaz Kullanilarak Gergeklestirilen Membran Filtrasyon Ekim Yontemi

Sonuglari

Penaz kullanilarak yapilan membran filtrasyon islemi sonucundaki veriler Tablo
4.5.’de verilmistir. % verim S.aureus’da %3, P. aeruginosa’da %7, B. subtilis’de
%4, C. albicans’da %7 ve A. brasiliensis’de %8 olarak belirlendi. Elde edilen
verilere gore % verim degerleri %3- %8 arasinda oldugu igin yontem verimsiz

kabul edilmistir.

Tablo 4.5. Penaz kullanarak yapilan membran filtrasyon ekim yontemianalizlerinin ortalamalar:

Calisma Gruplar1  S. aureus P. aeruginosa B. subtilis  C. albicans A. brasiliensis

test grubu 2 5 3 2 2
pepton grubu 49 63 58 24 20
inokulum grubu 51 64 62 26 23
% verim(cfu) 3 7 4 7 8

Sekil 4.5. Membran Filtrasyon ile ekim yontemi + penaz (S.aureus tizerinde) a)test grubu b)inokulum grubu
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4.6. Laktamator Kullanilarak Gergceklestirilen Membran Filtrasyon Ekim

Yontemi Sonuclari

Laktamator kullanilarak yapilan membran filtrasyon ekim yontemi testlerindenelde
edilen verilerin ortalamasi, calisilan bakteriler ve ¢alisma gruplari Tablo 4.6.’de
verilmistir. Elde edilen verilere gore % verim degerleri %72- %92 arasinda oldugu
icin yontem verimli kabul edilmistir. Bakterilerde daha yiiksek verim elde

edilmistir.

Tablo 4.6. Laktamator kullanarak yapilan membran filtrasyon ekim yontemi analizlerinin ortalamalari

Calisma Gruplar1  S. aureus P. aeruginosa B. subtilis  C. albicans A. brasiliensis

test grubu 48 60 56 19 16
pepton grubu 50 62 60 23 21
inokulum grubu 52 65 63 25 22
% verim(cfu) 92 92 88 76 72

Sekil 4.6. Membran Filtrasyon ile ekim yontemi + laktamator (S.aureus tizerinde) a)test grubu

b)inokulum grubu



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Antibiyotik igeren {iriinlerin mikrobiyolojik kontaminasyonu giiniimiizde ilag
endistrisinin karsilastigi ciddi bir sorundur. Bu durumun, Kirleticilerin tespitinde
standardize edilmis yontemlerin kullanilmamasindan kaynaklandig1
diisiiniilmektedir. Uretim asamasinda personelin hijyene dikkat etmemesi,
ekipmanin yetersiz temizligi, ¢evresel faktorler gibi nedenlerle tirtinler kontamine
olmus olabilir. Bu nedenle iriinlerin kalite kontrollerinde kullanilan yontemlerin

gelistirilmesi gerekmektedir. (Mackel ve ark., 1975; Maki veMartin,1975).

Calismamizda; sefpodoksim proksetil iceren antibiyotiklerin mikrobiyolojik
analizlerinde kullanilan yontemlerendétralize edici ajan eklemeleri yapilarak en
verimli yontemin belirlenmesi amaclanmistir.Bu ¢alismada sefpodoksim proksetil
icerikli 20 kutu antibiyotikle yontem validasyonu yapilmistir. Mikrobiyolojik ekim
yontemlerinden membran filtrasyon ekim yontemi ve dokme ekim ydntemi
kullanilarak% verim bakimindan karsilastirma yapilmistir. Her bir yontem igin
penaz veya laktamator kullanilmigtir. Notralize edici ajanlarin  sefpodoksim
proksetilin tizerindeki etkisi belirlenmistir. Penaz ve laktamatorun antibiyotik
tizerindeki inhibe edici etkisini test edebilmek icin Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida albicans, Aspergillus

brasiliensis suslar1 kullanilmistir.

Pepton grubu antibiyotik eklenmeden yalnizca noétralize edici ajan(blank olarak)
kullanilarak hazirlanmis ve test mikroorganizmalart {izerinde ndtralize edici
ajanlarin toksik etkilerinin olmadig1 goriilmiistir. Sefpodoksim proksetil icerikli
antibiyotikler ile yaptigimiz ¢aligmada nétralize edici ajan kullanilmadan yapilan
ekim yontemlerinin ikisindede iireme gozlenmemistir. Bu nedenle verim

hesaplanamadigi  i¢in  ¢alismalar  verimsiz ~ kabul  edilmistir. ~ Avrupa
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Farmakopesi’nde antibiyotiklerin analiz yontemlerinde mutlaka bir nétralize edici
ajan kullanilmast gerektigi acikca yazmaktadir (EP. 2009). Buna ragmen
calismanin biitiinliigii agisindan bir kez daha test edilmis ve Avrupa Farmakopesi

ile ayni1 bilgilere ulasilmistir.

Laktamotor enzim bazli bir Tdriindlir ve p-laktam tiirevi antibiyotiklerin
etkisizlestirilmesi i¢in kullanilir. Penaz konsantresi de B-laktam ve Penisilin tiirevli
antibiyotiklerin inaktivasyonunda sik¢a kullanilmaktadir(Drawz ve Bonomo,
2010).

Calismamizda nétralize edici ajan olarak penazin kullanildigt dékme ekim
yonteminden verim alinamazken, yine penaz kullanilarak yapilan membran
filtrasyon yonteminde verimin %3-8 araliginda oldugu tespit edilmistir. Avrupa
Farmakopesi’ne gore < %60 olan Sonuglar verimli kabul edildiginden bu yontem
verimsiz olarak degerlendirilmistir.Bu durum penazin sefpodoksim proksetil
icerikli antibiyotigin etkisini inhibe etmede yeterli etki gosteremedigini
diisiindiirmektedir. Notralize edici ajan olarak laktamatorun kullanildig: direk ekim

yonteminden verim alinamamaistir.

Notralize edici ajan olarak laktamatorun kullanildigt membran filtrasyon ekim
yonteminde verimler; S.aureus i¢in %92, P. aeruginosa i¢in %92, B. subtilis igin
%88, C. albicans igin %76 ve A. brasiliensis i¢in %72 olarak hesaplanmistir.
Notralize edici ajan olarak laktamatorun kullanildigi membran filtrasyon ekim
yonteminde test grubundaki koloni sayisi ile inokulum grubundaki koloni sayisinin
birbiriyle uyumlu oldugu gozlemlenmis ve verim %92-72 araliginda

hesaplanmustir.

Sri Agung ve ark. (2018) B-laktamaz igeren laktamatorun, 3. Kusak sefalosporinler
tizerindeki inhibe edici etkisini incelemisler ve P-laktamaz nétralize edici ajanin
enjektable 3. Kusak sefalosporinlerin antibakteriyel aktivitesini yiiksek oranda
inhibe ettigini rapor etmislerdir. Calismamizda da laktamatorun sefpodoksim

proksetil icerikli antibiyotigi inhibe ettigi goriilmiistir.



38

Mshref ve ark. (2017) yaptiklar1 bir ¢calismada, laktamator enziminin sefpodoksim
proksetilin aktif olan B-laktam halkasini hidroliz ederek antibakteriyel 6zelligini
inibe ettigini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da sefpodoksim proksetil i¢eren
antibiyotige karsi laktamatorun etkili oldugu goriilmiistiir. Mshref ve ark.(2017)

calismalarinin bizim ¢alismamizla benzerlik gosterdigi gozlenmistir.

Sefpodoksim proksetil igerikli antibiyotiklerde membran filtrasyon ekim
yonteminin dokme ekim yoOnteminden daha iyi sonuglar ortaya koydugu
goriilmiistiir. Bu yontemin notralize edici ajanlardan laktamator ile tam uyum

gosterdigi ve penazdan daha iyi sonuglar verdigi de ortaya konulmustur.

Sonug olarak ¢aligmamizla elde edilen bulgular: asagidaki sekilde 6zetleyebiliriz:

a. Notralize edici ajan kullanmadan yapilan calismalarin tiimiinde iireme
gbézlenmemistir.

b. Ekim yontemi olarak membran filtrasyon ekim yontemi daha iyi sonuglar
vermistir.

c. Sefpodoksim proksetil igerikli antibiyotikler igin spesifik nétralize edici
ajan laktamatordur.

d. En iyi sonuglar membran filtrasyon yontemi ve laktamator kullanilarak
yapilan ¢alismada elde edilmistir. Bu ¢alismanin amacina uygun olan yontemin de
bu oldugu belirlenmistir.

e. Laktamator kullanilarak yapilan membran filtrasyon yontemi sefpodoksim

proksetil iceren antibiyotikler icin mikrobiyolojik test yontemi olarak kullanilabilir.
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