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TEORIK KISIM

GIRIS

Penisilin'in klinikte kullanima girisi olan 1941 yi-
lindan bu yana antibakteriyel aktiviteyi gelistirmek igin de-
vamli arastirmalar yapilmis ve bu alanda son otuz yilda biiyiik
basarilar elde edilmistir. Bu arada mikroorganizmalarin peni-
silin G'ye direngleri hizla artmis ve direncin ilk sekli ola-
rak penisilinazlar taninmistir. Penisilinin tedaviye girisin-
den bes yil gibi kisa bir siire sonra Staphylococcus aureus
suslarinin %Z 75'i penisilinaz iretmeye baslamislar ve tedavi-
ye diren¢ gostermislerdir. Bu direng, ilki metisilin olan ya-
r1 sentetik penisilinlerin sentezi ve "birinci kusak" sefa-
lasporinler ile biiylik dlgiide altedilmistir. Metisilinden son-
.ra tedaviye giren ve f-laktamazi inhibe edici aktivitesi olan
diger penisilinler nafsilin ile oksasilin, kloksasilin, fluk-
loksasilin ve dikloksasilin gibi izoksazozil penisilinlerdir,
Bu bilegikler Gram negatif bakterilerin en dis tabakalarindan
kolayca gecemediklerinden ve penisilini baglayan proteinlere
ulasamadiklarindan Escherichia coli, Klebsiella ve Pseudomo~
nas gibi bakterilere etkili olamamislardir. Bu bakteriler
1960'11 yillardan beri hastahane infeksiyonlarinin baslica

etkenleri olmusglardar.

Benzil penisilin'in hidrofil yan zincirinin g-karbonu-
nun bir amino grubu ile siibstitiisyonu ile ampisilin elde
edilmistir. Genis spektrumlu ilk penisilin olan ampisilin
penisilin G'ye duyarli bakterilere, E.coli'nin birgok susuna,

Salmonella, Shigella ve Proteus mirabilis'e etkili oldugu



halde Klebsiella, Enterobacter ve Proteus'un birgok susuna

karsi inaktif, Pseudomonas'a karsi da tamamen etkisizdi.

Benzil penisilinde yan zincirin a-karbonunun daha kuv-
vetli polar gruplarla siibstitiisyonu karbenisilin, tikarsilin
gibi antipseudomonas ve antiproteus penisilinlerin sentezine
yol agmistir. Daha sonraki yillarda iireido halkasi tasiyan
azlosilin, mezlosilin veya piperazin halkasi tasiyan pipera-
silin, 1982'lerin sonunda da apalsilin tedavide Pseudomonas
aeruginosa ve Proteus'a kargi yiiksek aktiviteleri ile yer al-

mislardair.

Ne yazik ki bu genis spektrumlu penisilinlere karsz
da bakteri direnci ortaya c¢ikmigstir. Karbenisilin ve tikarsi-
lin'e diremng, Pseudomonas infeksiyonlarinain yaklasik Z 20'-

sinde go6riilmektedir(34).

Hastane infeksiyonlarina neden olan bakterilerden go-
gunun, bircok antibiyotige direng¢li oldugu bilinmektedir,
Hastane infeksiyonlarinda etken olarak en sik rastlanan bak-
teri Staphylococcus aureus'tur. Onceleri daha seyrek gdriilen
Gram negatif ¢omaklarin etken oldugu hastane infeksiyonlara
da giiniimizde ciddi bir durum olusturmaktadir. Gram negatif
¢omaklardan giiniimiizde hastane infeksiyonlarina en sik neden
olanlar P.aeruginosa, E.coli, Klebsiella, Proteus ve Salmo-
nella cinsi bakterilerdir(9,10). 1946 yilinda Japon arastiri-
cilar tarafindan R faktdriiniin gdsterilmesi, enterik bakteri-
lerde antibiyotige direncin bulunmasi, bGyle hastane infeksi-
yonu etkeni olan bakterilerin tedavisinde karsilasilan giig-
liikler konusunda aydinlatici olmustur(36). Ozellikle hastane
infeksiyonu etkeni olan bakterilerin R faktdrleri araciliga
ile dnceleri siilfonamid, streptomisin, tetrasiklin ve kloram-
fenikole karsi kazandiklari direng¢ bu infeksiyonlarin teda-
visinde gogunlukla basariyax engellemigtir. Daha sonralari am-
pisilin, kanamisin, neomisin'e karsi ayni basarisizlikla kar-

si1lasilmistir(2,36). Onceleri birgok hataligin tedavisinde



biiyiik bir basari ile kullanilan penisilinin sik ve diizensiz
kullanimi sonucu, 1958~1959 yillarinda izole edilen stafilo-
koklarin penisilinlere direnci 7% 78.6 iken bu oranin 1960 -
1961 yillarinda % 82, 1962-1963 yillarinda da % 85'e yiiksel-
digi bildirilmistir(11,12,13). Ayni yillarda P.aeruginosa
suglarinin % 100'e yakininin eritromisin, linkomisin, meta-
siklin ve metisiline diren¢li oldugu; % 90'dan fazlasinin da
ampisiline diren¢li oldugu bildirilmigstir(6). Klebsiella, En-
terobacter ve Serratia gibi bakterilerde 8-laktam grubu anti-~
biyotiklere karsi % 60-90 oraninda bir diren¢ oldugu bildi-
rilmistir(35). Son yillardaki arastirmalarda Klebsiella
pneumoniae'nin % 92'sinin, P.aeruginosanin % 99'unun, E.coli
suslarinin da % 80'inin ampisiline direngli oldugu gésteril-
mistir(24). .

Akman'in Ankara'da 40.000 Enterobacteriaceae su-
su ile yaptigr bir calismaya gére 1972-~1977 arasindaki 5 yil-
11k siirede ampisiline direng gosteren E.coli suslarinin oranz
1972'de % 55 iken 1977'de % 93'e yiikselmistir. Ayni sekilde
direng géstéren Proteus cinsi suslarin orani % 62'den % 97'-
ye, Salmonella cinsi suslarin orant % 42'den % 80'e yiiksel-
mistir. Pseudomonas aeruginosaya karsi da 1977 yilainda 7% 99

direng¢ goriilmiistir(l).

1976-1977 vyillarinda Istanbul'da yapilan benzer bir
¢alismada E.coli suslarinin 7% 93'i, Proteus cinsi suslarin
% 95'i, Salmonella (S.typhi disinda) cinsi suslarin % 99'u,
Pseudomonas cinsi sugslarin da Z 99'u ampisiline direng¢li bu-

lunmustur(38).

Gorildigi gibi, uzun siire sik kullanilan ampisilin gi-
bi antibiyotiklere direngli sus orani 1972'de % 50'yi asmis

ve 5 y1l sonra su orani % 90'lari bulmustur.

Gelistirilmis B-laktamaz stabilitesine sahip kuvvetli

antibiyotiklerin iliretilmesine karsin diren¢li mikroorganizma-



larla olan infeksiyonlar artmaya devam etmektedir. Son yil-
larda B-laktamaza bagli bakteri direnci sorununa yeni bir ¢o-
ziim ortaya konmustur. Burada dogal antibakteriyel aktivitesi
olmayan irreversibl bir f-laktamaz inhibitdrii penisilin tipi
bir antibiyotikle kombine edilmekte ve bunun enzimatik inak-
tivasyonunu Onleyerek antibiyotigin antibakteriyel aktivite-

sini korumaktadir.

Sulbaktam ve klavulanik asit bakteri direncine karsi
bu yeni yaklasim Ornekleridir. Tdeal bir B-laktamaz inhibits-

riinde aranan birtakim 6zellikler vardir:

- B—laktamazlara karsi genis bir aktivite alani olma-

lidir.

— B-laktamazlar ig¢in spesifik olmali, memelilerin en-

zimlerini, peptidaz'lari etkilememelidir.

- Ya kompetitif inhibitdr, ya da irreversibl inaktiva-

tor olarak etki gidstermelidir,

— Eger B-laktamaz periplazmik alanda lokalize olmusgsa
buna ulagabilmek i¢in bakterinin dis duvarindan pe-

netre olabilmelidir.
- Sulu ¢bzeltide dayanikli olmalidar.

— Labil penisilin ve sefolosporinlerin tahribine neden

olmamalidar.

- Antibiyotikle beraber toksitesi minumum olmalaidzir.
Insanlarda ulasilabilir konsantrasyonlarda aktivite

gbostermelidir,
~ Yan etkileri sinirli olmalaidair.

- Antibiyotiginkine benzer bir farmakokinetik profili

olmalaidar.

— Antibiyotikle fizikokimyasal wuyum iginde olmali-
dir(23,42).



Inhibitorler kompetitif olup olmadiklarina ve B-lakta-
maz ile reaksiyonlarinin irréversibl olup olmamasina gdre si-—

niflandirilairlar.

Kompetitif inhibitdrler baglanma yerlerine gére tanim-
lanirlar, Eger reaksiyon reversibl ise enzim iizerinde reaktif
bblgeye baglanarak reversibl bir kompleks olustururlar ve bu
da ortamda fazla substrat mevcut oldugunda enzimin serbest

birakilmasina yol agar.

Non-kompetitif dinhibitdrlerin substrattan daha farkla
bir boélgede enzime baglandigi diisiiniilmektedir. Ancak burada
da reaksiyon reversibldir ve sonunda B-laktamazin rejeneras-

yonuna yol agar.

Irreversibl inhibisyon {i¢ tip dinhibitdér tarafindan
gerceklestirilir. Bunlardan ilki, enzimdeki reaktif amino-
asit bdlgelerine kovalan baglanan aminoasit modifiye edici-
lerdir (Or.: p-chloromercuribenzoate). Bu faaliyet enzimi ir-
reversibl olarak inaktive eder ve rejenerasyonu &nler. Her
ne kadar aminoasit modifiye ediciler klinik olarak Onemli
degilse de, B-laktamazlari siniflandirmak igin kullanilmis-

lardair.

Ikinci tip irreversibl inhibisyonu aktif-bdlgeye ySne-
1lik dinhibitdrler olustururlar. Bunlar yapisal olarak bir -
laktam bilesigini andirmakla birlikte reaktivitesi ¢ok yiiksek
bir béliime sahiptirler ki, bu, enzim {izerindeki aktif bdlgey-
le inhibitdr arasindaki ilk reversibl baglantidan sonra faa-
liyete baslar. Inhibitériin bu reaktif b&liimii, bundan sonra
enzimin aktif bblgesine kovalan baglanir ve onu inaktif kilar
ve bu ikinci reaksiyonun irreversibl enzim rejenerasyonunu

énler,

Ugiincii tip irreversibl inhibitdére "intihar" inhibitdri

adi verilir, Bu tiir inhibisyonda, intihar inhibitdri kompe-



titif olarak B-laktamaza baglanarak, normalde B-laktam anti-

biyotik tarafindan tutulmasi gereken bdlgeyi isgal eder(21).

Ancak molekiiliin zayif substrat Gzelligi tasimasi dola-
yisiyla intihar inhibitdriniin hidrolizi engellenir. Bdylece
inhibitoriin kovalan baglanan reaktivitesi yiiksek komponentle-
re bdlinmesi ile sonug¢lanan daha avantajli bir reaksiyon yolu
izlenmis olur. Hem enzim, hem de intihar dinhibitdéri irrever-
sibl olarak imha olmuslardir(7,33,45). Sulbaktam kendi kendi-
ni tahrip eden bdyle inhibitdrlere ornektir; B-laktamazlari
inaktif proteinlere indirgeme yolu ile etki gdsterir ve boy-
lece substrat penisilini hidrolizden korur. $Sekil la'da bu

inhibisyon sematik olarak gérilmektedir,
Intihar inhibitdrlerinin 6zellikleri:

- Inhibitdrler aktif bdlgeye ydnelmislerdir. Bu bile-
sikler hedefleri ig¢in son derece Gzgiindliirler ve tok-
sik degildirler. Enzimleri adim adim inaktive eder-

ler. Bu faz zamana bagimlidar.

- Inaktivasyon genellikle irreversibldir ve inhibitd-
riin farmakokinetijine bagli olarak inhibitdriin kon-

santrasyonu azalsa bile etki devam eder.

—~ Inaktive olmus enzim iceren Protein kompleksi, 1 mol
enzim ve 1 mol inhibitdrden olusmustur. Sonucta bu
inhibitdrler diisiik konsantrasyonda da aktiftir-
ler(22).

SULBAKTAM-AMPISILIN HAKKINDA GENEL BILGILER

Deneylerimizde kullanilan Sulbaktam-ampisilin, 1 kisim
sulbaktam Na ve 2 kisim ampisilin Na'dan olusmus, B-laktamaz
inhibitdri tasiyan penisilin sinifi bir antibiyotiktir. For-
miile giren sulbaktam Na ve ampisilin Na'un kimyasal yapilarai,

kapali formiilleri ve molekiil agirliklari asagidadair:



SULBAKTAM Na
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Molekiil agirlagi: 255.22
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Sodium (28, 5R)-3,3-dimethyl-7-oxo-4-thia-l-azabicyclo
(3.2.0) heptane-2-carboxylate-4,4~dioxide

AMPISILIN Na
CH-CO- _——1/
| 4 \\TQCHB

N
N 7
Hy 0 Ncoond

(Cl6H18N3NaO4S)

Molekiil agirligi: 371.39

Monosodium (2S, 5R, 5R) 6 |(R)-2-amino-2-Phenylacetamido]
-3,3-dimethyl-7-o0x0-4~thia-l-azabicyclo|3.2.0|Heptane-2-
carboxylate

Sulbaktam~ampisilin suda kolay ¢6ziinen, beyaz, krista-
lize bir tozdur. Bu kombinasyonda bakterisit eleman ampisi-
lindir. Sulbaktam Na, Neisseriaceae'ye olan etkisi disinda
herhangi bir antibakteriyel aktiviteye sahip degildir. Peni-

siline direng¢li bakterilerin olusturdugu ¢esitli B-laktamaz-



lari dirreversibl olarak inhibe eder.

Sulbaktam-ampisilin klinik Onemi olan birg¢ok Gram po-
zitif ve Gram negatif aerop ve anaerop mikroorganizmaya etki-
lidir. Basta stafilokoklar ve streptokoklar (ampisiline di-
rengli suslar ve enterokoklar dahil) olmak ilizere Gram pozitif

mikroorganizmalar iizerinde yiksek bir aktivitesi vardir.

Gram negatif patojenlerin Sulbaktam-ampisilin'e duyar-
liklara farklailik gdsterir. Haemophilus influenzae, indol ne-
gatif Proteus, N.gonorrhoeae ve Acinetobacter'in ampisilin'e
diren¢li suslari sulbaktam-ampisiline duyarlidirlar. Kleb-
siella pneumoniae ve ampisilin'e duyarli E.coli iizerinde de
etkisi fazladir. Sulbaktam-ampisilin, Enterobacter aerogenes,
E.cloacae, indol pozitif Proteus, Serratia, Providencia ve
ampisilin'e direng¢li E.coli karsisinda orta derecede duyarli-
dir. P.,aeruginosa ise sulbaktam-ampisiline diren¢lidir. Ana-
eroplardan B.fragilis, B.melaninogenicus ve diger bacteroides
tiirleri, Clostridium perfringens ve Clostridium tiirleri,
Gram pozitif anaerop g¢omaklar ve koklar yiiksek diizeyde du-

yarlidirlar. Fusobacterium tiirleri ise direng¢lidir.

Sulbaktam~ampisilinin bu antibakteriyel etki tablo-
suna bagli olarak etkili oldugu hastaliklarin da genis bir
alan kapladiga goériilmektedir. Sulbaktam-ampisilin Haemophilus
influenzae, Klebsiella pneumoniae'nin duyarli suslarinin yol

agt1gi iist solunum yolu infeksiyonlarinda;

H.influenzae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bran-
hamella catarrhalis ve Klebsiella pneumoniae'nin duyarli sus-

larinin yol ag¢tiga alt solunum yolu infeksiyonlarinda;

S.aureus, S.epidermidis, E.coli, Klebsiella tiirleri (K.pneu-
moniae dahil), proteus tiirleri (indol pozitif ve indol nega-
tif), Bacteroides tiirleri (B.fragilis dahil olmak iizere),
Enterobacter tiirleri (E.aerogenes dahil olmak iizere) ve
Morganella morganii'nin duyarl: suslarinin yol agtigi deri

ve yumugsak doku infeksiyonlarinda;



E.coli, Klebsiella tiirleri (K.pneumoniae dahil) ve proteus
tiirleri (indol pozitif ve indol negatif) nin duyarli suslari-

nin yol a¢tigi idrar yollari infeksiyonlarinda;

E.coli, Klebsiella tiirleri (K.pneumoniae dahil olmak iizere),
Bacteroides tiirleri (B.fragilis dahil olmak iizere), Entero-
bacter tiirleri (E.aerogenes dahil olmak iizere), Peptococcus
tirleri (P.aerogenes dahil olmak iizere), Staphylococcus tiir-
leri (S.aureus dahil), S.epidermidis ve streptococcus tiirleri
(S.ﬁyogenes dahil)"nin duyarli suslarinin yol agtigi intra-

abdominal infeksiyonlarda;

E.coli, Bacteroides tiirleri (B.fragilis dahil), Peptococcus
tiirleri (P.aerogenes dahil), Klebsiella tiirleri (K.pneumoniae
dahil), Enterobacter tiirleri (E.aerogenes dahil) ve Strepto-
coccus tiirleri (S.pyogenes dahil olmak iizere)'nin duyarli

suslarinin yol agtigi jinekolojik infeksiyonlarda;

E.coli ve Staphylococcus tiirleri (S.aureus dahil olmak iize-
re)'nin duyarli suslarainin yol agtigi bakteriyel septisemi-

lerde;

S.aureus'un duyarli suslarinin yol ac¢tigi kemik ve eklem in-

feksiyonlarinda;

H.influenzae'nin duyarli suslarinin yol agtigi merkezi sinir

sistemi infeksiyonlarinda;

Neisseria gonorrhoeae'nin duyarli suslarinin yol agtlgi gono-—
kok infeksiyonlarinda; ampisiline duyarli mikroorganizmalarin
ve B-laktamaz {ireten mikroorganizmalarin neden oldugu mikst
enfeksiyonlar ig¢in sulbaktam-ampisilin tedavisinin uygun ol-
dugu ve baska bir antibiyotik ilavesine gerek olmadigi bildi-
rilmektedir(3,5,8,15,16,20,26,29,30,32).



Sulbaktam-ampisilin im ve iv yollardan verildiginde
hemen biitiin viicud sivi ve dokularina siiratle yayilir. Beyin
omurilik sivisina ge¢isi zayiftir. Damar ig¢i ve kas i¢i uygu-
lamayi takiben kanda sulbaktam ve ampisilinin yiiksek konsan-
trasyonlari olusur ve her iki maddenin yari émrii yaklasik bir
saattir. 24 saatte iiriner yoldan atilma orani Sulbaktam igin
% 85.15, ampisilin ig¢in % 83.,2'dir. Her ikisi de periton si-
visina % 92'nin iizerinde penetere olurlar(44). Saglikla erkek
goniilliilerde 1 g ampisilin ve 0.5 é sulbaktamin intramiiskiiler
uygulamasi sonucunda sirasiyla 18 mcg/ml ve 13 mcg/ml'lik

zirve konsantrasyonlari elde edilmistir.

2 g ampisilin ve 1 g sulbaktamin intravendz uygulama-
sindan sonra elde edilen en yiiksek serum konsantrasyonlari

sirasiyla 124 mcg/ml ve 68 mcg/ml'dir(17).
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DENEYSEL KISIM
GEREC VE YONTEMLER

1- GEREGLER

Bakteriler

in vitro diliisyon ve diffiizyon yontemleri ile antibi-
yotiklerin antibakteriyel etkilerinin arastirilmasina Istan-
bul Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali'na gelen idrar,
cerahat, bogaz salgisi, periton sivisi, beyin-omurilik sivi-
s1, balgam, iiretra salgisi gibi muayene 6rneklerinden etken
olarak izole edilen 59 Pseudomonas aeruginosa, 40 Escherichia
coli, 40 Proteus cinsi, 40 Klebsiella cinsi, 10 Salmonella
cinsi ve 40 Staphylococcus aureus susu olmak ilizere toplam 229

bakteri susu kullanilmistir.

Besiyerleri

in vitro diliisyon ve diffiizyon y6ntemlerinde ve anti-
biyotiklerin &ldirme zamani tayininde Miieller-Hinton buyyonu

(Oxo0id) ve Miieller-Hinton agari (Oxoid) kullanilmistar.

Antibiyotikler

Aktivitesi 913 mcg/mg olan sulbaktam-ampisilin Pfizer
fla¢ Fabrikasindan, aktivitesi 914 mcg/mg olan ampisilin Na,
Mustafa Nevzat Ilag¢ Fabrikasindan saglanmistir.
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Antibiyotik stok ¢Gzeltileri steril damitik su ile ha-

zirlanmis ve +4°C'de muhafaza edilmistir.

Standart Diskler

Sulbaktam-ampisilin'in 20 mcg'lik diskleri (10 mcg
sulbaktam +10 mcg ampisilin) (Oxoid lot 24643 EXP) kullanil-

migtir,

Cozeltiler

1 N NaOH (USP XX)

pH 6 Fosfat tamponu (USP XX)

%Z 0.5 Fenol kirmizisi ¢dzeltisi
% 1'1ik Nisasta ¢ozeltisi

Z 1'1ik Iyot ¢dzeltisi

Kullanilan Arac ve Aygitlar

Mettler H 72 hassas terazi

KB 600 Heareus marka etiiv

SD 505 Asepta marka otoklav

KS tipi Ender Marka Pasteur Firini
Su banyosu (Kéttermann)

Mitutoya saatli kompas

Buzdolabi (AEG Marka)

Pipetler: 1 cm3 (Witeg), 5 cm3, 10 cm3 (opticolor)
Petri kutulara

Girdap karistirici (Elektro mag)
Pipettsr (Oxford)



2—- YONTEMLER

2.1. Sivi Besiyerinde Diliisyon Yéntemi

Bir seri agliitinasyon tiipiine otomatik pipettdr yardima
ile serinin ilk tiipii bos kalmak iizere 0.5'er ml besiyeri da-
gitilmis, sonra 1. ve 2. tiiplere dereceli 1 ml'lik pipet ile
1000 mcg/ml konsantrasyondaki antibiyotik ¢dzeltisinden 0.5'-
er ml konmustur. 1 ml1'lik pipetle ikinci tiipten itibaren 0.5
ml alinarak seri diliisyon yontemine gdre antibiyotik ¢dzelti-
si birer kat sulandirilmistir. Son tiipe antibiyotik ¢Ozeltisi
konmamis ve kontrol olarak birakilmistir. Bakterilerin 18-24
saatlik kiiltiirleri 1000 kez sulandirildiktan sonra antibiyo-
tik c¢6zeltisinin birer misli sulandirildigi tiiplere 0.5 ml
miktarlarda ilive edilmistir. 37°C'lik etiivde 18 saatlik in-
kiibasyondan sonra tiiplerdeki bulanikliklar gézle incelenmisg-
tir. Buhuuklﬂ(gﬁr&hmyen tipteki antibiyotik miktari, yani
iiremeyi inhibe eden en az miktar "Minimal Inhibitér Konsan-

trasyon (MIC)" olarak alinmistir.

2.2. Diffiizyon Yontemi

9 cm gapinda Petri kutularaina 100°C'de eritilmis ve
56°C'ye sogutulmus kati besiyerinden 15'er ml konmustur. Be-
siyerleri donduktan ve yizeyleri 37°C'1ik etiivde kurutulduk-
tan sonra bakterinin sivi besiyerindeki bir gecelik kiiltiiri
100 kez sulandirildiktan sonra Pastér pipeti ile Petri kutu-
sundaki kati besiyerine yayilmis, fazlasi c¢ekildikten sonra
besiyeri yiizeyi kurumaya birakilmigtir. Kuruyan yiizeye bir
standart disk yerlestirilmigtir. Petri kutulari etiivde bir
gece bekletildikten sonra disklerin etrafindaki inhibisyon
zonlarinin caplari saatli kompas yardimiyla Ol¢iilmiis ve mm
cinsinden kaydedilmigtir. Degerlendirme su sekilde yapilmis-
tir: Sulbaktam-ampisilin i¢in 511 mm gapinda zon verenler di-
rengli, 12-13 mm ¢apinda zon verenler orta derecede duyarla,

214 mm c¢apinda zon verenler duyarli olarak kabul edilmig-
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tir(25,27).

In vitro dilisyon ve diffiizyon ydntemleri arasindaki
ilgi ig¢in serpilme diyagramlari ¢izilmis, korelasyon katsayi-
lari hesaplanmis ve anlamlilik testi olarak da bagimsizlik

testi kullanilarak P degerleri hesaplanmistir(39).

2.3. Antibiyotigin Oldiirme Zamaninin Tayini

Antibiyotigin O6ldiirme zamani tayininde her gruptan bi-
rer bakteri seg¢ilerek canli sayim ile O6ldiiriicii etkileri kar-
silastirmali olarak saptanmistir. Bunun icin tiiplerdeki besi-
yerlerine minimal inhibitdr konsantrasyonlarinin katlari ali-
narak hesaplanan konsantrasyonlardaki éntibiyotikler ilédve
edilmigtir, Bu karisima bir gecelik bakteri kiiltiirii, tiipler-
deki son konsantrasyon 106 bakteri/ml olacak sekilde sulandi-

rildiktan sonra eklenmistir.

Bu tiipler 37°C su banyosuna konarak 1-2-4-7-24 saatlik
inkiibasyon siirelerinden sonra tiiplerdeki karisimlar kati be-
siyerleri ile karaigtirilarak Petri kutularina dokiilmis ve bir
gece etiivde bekletildikten sonra canli bakteri sayimi yapila-

rak grafik ¢izilmisgtir.

2.4, Bakterilerde B-laktamaz Tayini

2.4.a. Bakteride B-laktamaz Tayini Icin Asidometrik Y&ntem

1 gr fenol kirmizisi 30 ml 0.1 N NaOH ig¢inde ¢Oziilmiig,
distile su ile 200 ml'ye tamamlanmigtir. Bdylece hazirlanan
% 0.5'1lik fenol kirmizisi g¢6zeltisinden 2 ml alinarak 16.6
ml steril distile suya konmustur. Bu g¢dzeltinin ig¢ine 20
milyon iinite Penisilin G potasyum tartilarak konmusg, ¢ozel-

tinin pH'si 1 N NaOH ¢ozeltisi ile 8.5'a ayarlanmigtir.



Bu ¢tzeltiden 0.1 ml alinarak kiigiik test tiiplerine ak-
tarilmis, bakterinin saf kiiltiiriinden 06ze ile alinarak ilave

edilmis ve yogun, bulanik bir siispansiyon elde edilmistir.

B-laktamaz iireten kiiltiirlerde ¢6zeltinin sari renge
dondiigii gozlenmistir. Birgok durumda 1 dakika ig¢inde sari
renk olusurken stafilokoklar'da renk degisimi 1 saat iginde
olabilmektedir, B~laktamaz iliretmeyen kiiltiirlerde renk kirmizi
kalmistair(37).

2.4.b. Bakteride B-laktamaz Tayini Icin Iyodometrik Yoéntem

Penisilin G potasyumun 6000 mcg/ml konsantrasyonda bir
¢ozeltisi pH 6 Fosfat tamponunda hazirlanmistir. Diger yandan
1 gr nisasta 100 ml distile suda ¢oziilerek % 1'lik nisasta
¢bzeltisi ve 2.03 gram iyot ve 53.2 gram Potasyum iyodiiriin
100 ml distile suda ¢Oziinmesi ile iyot ¢6zeltisi hazirlanmig-

tar.

Penisilin ¢ozeltisinden 0.1 ml kiiciik tiiplere konmus,
bakterinin 18-24 saatlik saf kiiltiiriinden ©6ze ile alinarak,
bu ¢dzelti icinde yogun, bulanik bir siispansiyon hazirlanmis-
tir. 30 saniye karistirilmig, B-laktamazin penisilini parca-
layarak penisiloik aside doniistiirmesi i¢in oda sicakliginda
bir saat siireyle karistirip, bekletilmistir., Bir saat sonunda
bakteri-penisilin siispansiyonu lizerine 2 damla nigasta ¢dzel-
‘tisi damlatilip, karigstirilmis, daha sonra buna bir Pastdr

pipeti ile 1 damla iyot ¢dzeltisi ilive edilmistir.

Cdézelti iyotla nisastanin tepkimesi sonucu birden ma-
vilesecektir. 1 dakika daha karigtirildiktan sonra cbzeltide
hizla bir renksizlesme B-laktamaz iiretildigini gdsterir. Eger
¢6zelti 10 dakikadan daha uzun bir siire mavi kalarsa kiiltiir

enzimi iiretmiyor demektir(37).
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BULGULAR

Sulbaktam-ampisilin ve ampisilin'e karsi denenen tiim
suslarin, diliisyon yontemine goére saptanan MIC'lari ve kiimii-
latif yiizdeleri Tablo 1'de, diffiizyon ydntemine gére alinan
sonuglar Tablo 2'de, R-laktamaz yapan suslar da Tablo 3'de

verilmistir.

59 Pseudomonas aeruginosa susu karsisinda sulbaktam-
ampisilin'in MIC'lari 0.65 mcg/ml ile 2166.4 mcg/ml arasinda
degismektedir. Suslarin % 18.6's1 83.2 mcg/ml, %Z 6.7'si 20.8
mcg/ml, % 5.08'i 10.4 mcg/ml, % 3.38'i 5.2 mcg/ml, % 1.69'u
0.65 mcg/ml'lik sulbaktam-ampisilin konsantrasyonlari ile in-
hibe olmuslardir (Tablo 1l; Sekil 2). Diffiizyon ydnteminde ise
suglarin % 5.1'i duyarli, % 1l.7'si orta derecede duyarl:,
% 93.2'si direncli bulunmustur (Tablo 2). Diliisyon ve diffiiz-
yon yontemleri sonuglarina gdre ¢izilen serpilme diyagrama
Sekil 3'de goriilmektedir. Bu iki ydntem arasindaki ilgi an-
lamla bulunmustur (r = -0.86; P<0.001).

Ampisilin'in 59 P.aeruginosa susu karsisinda MIC'lara
0.97 mcg/ml ile 2250 mcg/ml arasinda degismektedir. Suslaran
5.8'i 125 mcg/ml, % 3.38'i 62.5 mcg/ml, % 1.69'u 0.97
mcg/ml'lik ampisilin konsantrasyonlari ile inhibe olmuslardir
(Tablo 1; Sekil 2).

Sulbaktam—ampisilin'in 40 Proteus cinsi sus karsisinda
MIC'lari 5.2 mcg/ml ile 2166.4 mcg/ml arasinda degismektedir
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Suslarin % 62.5'u 83.2 mcg/ml, % 50'si 41.6 mcg/ml, % 42.5'u
20.8 mcg/ml, % 25'i 10.4 mcg/ml, % 2.5'u 5.2 mcg/ml'lik sul-
baktam-ampisilin konsantrasyonlari ile inhibe olmuslardir
(Tablo 1; Sekil 4). Diffiizyon yonteminde ise suslarain
%Z 32.5"u duyarli, % 32.5'u orta derecede duyarli, % 35'i di-
ren¢li bulunmustur (Tablo 2). Diliisyon ve diffiizyon ydntemle-
ri sonuglarina gdre ¢izilen serpilme diyagrami Sekil 5'de gio-
riilmektedir. Bu iki ydntem arasindaki ilgi anlamli bulunmus-
tur (r = -0.72; P<0.,001).

Ampisilin'in 40 Proteus cinsi sus karsisinda MIC'lar:
15.6 mcg/ml ile 2250 mcg/ml arasinda degismektedir. Suslarin
% 20'si 62.5 mcg/ml, % 10'u 31.2 mcg/ml, % 2.5'u 15.6 mcg/ml
ampisilin konsantrasyonlari ile inhibe olmuslardir (Tablo 1;
Sekil 4).

Sulbaktam—ampisilin'in 40 Klebsiella cinsi sus karsi-
sinda MIC'lari 5.2 mcg/ml ile 2166.4 mcg/ml arasinda degis-
mektedir. Suslarain % 37.5'u 83.2 mcg/ml, %Z 32.5'u 41.6 mcg/ml,
Z 17.5'u 10.4 mcg/ml, % 7.5'u 5.2 mcg/ml'lik sulbaktam-ampi-
silin konsantrasyonlari ile inhibe olmuslardir (Tablo 1; Se-
kil 6). Diffiizyon yonteminde ise suslarin % 20'si duyarla,
% 20'si orta derecede duyarli, % 60'i diren¢li bulunmustur
(Tablo 2). Diliisyon ve diffiizyon ydntemleri sonuglarina goére
g¢izilen serpilme diyagrami $ekil 7'de goriilmektedir. Bu iki
yontem arasindaki ilgi anlamli bulunmustur (r = -=0.75;3
P<0.001).

Ampisilin'in 40 Klebsiella cinsi sus karsisinda MIC'-
lari 62.5 mcg/ml ile 2250 mcg/ml arasinda degigmektedir. Sus-.
larin % 20'si 125 mcg/ml, % 10'u 62.5 mcg/ml'lik ampisilin

konsantrasyonlari ile inhibe olmuslardir (Tablo 1; Sekil 6).

Sulbaktam-ampisilin'in 40 Escherichia coli susu kargi-
sinda MIC'lari 1.3 mcg/ml ile 2166.4 mcg/ml arasinda degis-
mektedir. Suslarin % 87.5'u 83.2. mcg/ml, 7% 82.5'u 41.6
mcg/ml, % 72.5'u 20.8 mcg/ml, % 60'xr 10.4 mcg/ml, % 40'x 5.2
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mcg/ml, % 22.,5'u 2.6 mcg/ml, % 7.5'u 1.3 mcg/ml'lik sulbak-
tam—ampisilin konsantrasyonlari ile inhibe olmuslardir (Tablo
1; Sekil 8). Diffiizyon yonteminde ise suslarin 7 80'i duyar-
11, %Z 10'u orta derecede duyarli, % 10'u ise direng¢li bulun-
muslardir (Tablo 2). Diliisyon ve diffiizyon ydntemleri sonug-
larina gore gizilen'serpilme diyagram: Sekil 9'da gériilmekte-
dir. Bu iki ydntem arasindaki ilgi anlamli bulunmustur (r =
-0.77; P<0.001).

Ampisilin'in 40 E.coli susu karsisinda MIC'lari 1.95
mcg/ml ile 2250 mcg/ml arasinda degismektedir. Susglaran
Z 47.5'u 125 mcg/ml, % 40'1 62.5 mcg/ml, % 35'i 31.2 mcg/ml,
%Z 32.5'u 15.6 mcg/ml, % 20'si 7.8 mcg/ml, % 17.5'u 3.9
mcg/ml, 7% 10'u 1.95 mcg/ml'lik ampisilin konsantrasyonlara
ile inhibe olmuslardir (Tablo 1; Sekil 9).

Sulbaktam—ampisilin'in 40 Staphylococcus aureus susu
kargisinda MIC'lari 0.65 mcg/ml ile 2166.4 mcg/ml arasinda
degismektedir., Suslarin 7% 95'i 10.4 mcg/ml, 7 92.5'u 5.2
mcg/ml, 7% 85'i 2.6 mcg/ml, % 52.5'u 1.3 mcg/ml, % 27.5'u 0.65
mcg/ml'lik sulbaktam-ampisilin konsantrasyonlari ile inhibe
olmugslardir (Tablo 1; Sekil 10). Diffiizyon ydnteminde ise
suslarin 7% 95'i duyarli, % 2.5'u orta derecede duyarla,
Z 2.5'u diren¢li bulunmustur (Tablo 2). Diliisyon ve diffiizyon
yontemleri sonug¢larina gore ¢izilen serpilme diyagrami Sekil
11'de gdriilmektedir. Bu iki ydntem arasindaki ilgi anlamlz
bulunmustur (r = -0.70; P<0.001).

Ampisilin'in_ 40 S. aureus susu karsisinda MIC'lara
1.95 mcg/ml ile 2250 mcg/ml arasinda degismektedir. Suslarin
2 72.2'%i 62.5 mcg/ml, % 67.5'u 31.2 mcg/ml, % 60'1 15.6
mcg/ml, % 50'si 7.8 mcg/ml, % 35'i 3.9 mcg/ml, % 22.5'u 1.95
mcg/ml'lik ampisilin konsantrasyonlari ile inhibe olmuslardir
(Tablo 1; Sekil 10).

Sulbaktam-ampisilin'in 10 Salmonella cinsi sus karsi-
sinda MIC'lari 41.6 mcg/ml ile 2166.4 mcg/ml arasinda degis-
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mektedir. Suslarin % 50'si 83.2 mcg/ml, % 10'u 41.6 mcg/ml'-
lik sulbaktam-ampisilin konsantrasyonlari ile inhibe olmus-
lardir (Tablo 1; Sekil 12)., Diffiizyon y6nteminde ise suglaran
% 20'si duyarli, 7% 80'i orta derecede duyarli bulunmustur
(Tablo 2). Diliisyon ve diffiizyon ydntemleri sonuglarina gére
¢izilen serpilme diyagrami Sekil 13'de goriilmektedir. Bu iki
yontem arasindaki ilgi anlamli bulunmustur (r = -0.70;
0.01<P<0.02).

Ampicilin'in 10 Salmonella cinsi sus karsisinda MIC'lar:
125 mcg/ml ile 2250 mcg/ml arasinda degismektedir. Suslarain
Z 50'si 125 mcg/ml'lik ampisilin konsantrasyonlari ile inhibe
olmuslardir (Tablo 1; Sekil 12).

Her gruptan birer bakteri segilerek yapilan antibiyo-
tiklerin o6ldirme zamani tayininde; Pseudomonas aeruginosa
3932 susu, sulbaktam-ampisilin'in 41.6 mcg/ml'lik konsantras-
yonu ile 2 saatlik siirede &ldiriilmiistiir. Ampisilin Na ise
2500 mcg/ml konsantrasyonda 4 saat sonunda bakteriyi &ldiir-
mistiir (Sekil 14).

Proteus mirabilis 922 susu, sulbaktam-ampisilin'in
41.6 mcg/ml'lik konsantrasyonu ile 4 saatlik siirede 6ldiiriil-
miistiir, Ampisilin Na ise 125 mcg/ml konsantrayonda 7 saatlik

siire sonunda bakteriyi 6ldiirmiistiir (Sekil 15).

Klebsiella pneumoniae B susu, sulbaktam—ampisilin'in
20.8 mcg/ml konsantrasyonu ile 2 saatlik siirede 6ldiiriilmiis—
tir. Ampisilin Na ise 625 mcg/ml'lik konsantrasyonda 4 saat

sonunda bakteriyi 8ldiirmiistiir (Sekil 16).

Escherichia coli 3329 susu, sulbaktam-ampisilin'in
10.4 mcg/ml'lik konsantrasyonu ile 7 saatlik siire sonunda &61-
diiriilmiigtiir. Ampisilin Na ise 7.8 mcg/ml konsantrasyonda 24
saat sonunda bakteriyi 6ldiirmiistiir (Sekil 17).
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Staphylococcus aureus 7807 susu, sulbaktam-ampisi-
lin'in 10.4 mcg/ml'lik konsantrasyonu ile 2 saatlik siire so-
nunda 6ldiiriilmiistiir. Ampisilin Na ise 625 mcg/ml konsantras-

yonda 7 saat sonunda bakteriyi &ldiirmiistiir (Sekil 18).

Salmonella typhi murium 3 susu, sulbaktam-ampisilin'in
1666 mcg/ml'lik konsantrasyonu ile 7 saatlik siire sonunda 61~
diiriilmiigtiir. Ampisilin Na ise 2500 mcg/ml konsantrasyonda 24
saatlik siire sonunda ayni bakteri susunu &ldiirmiistir (Sekil
19).

12 P.aeruginosa susundan 2'si B-laktamaz iiretmistir.
Her ikisi de ampisilin Na'a direng¢lidir. Bu suslardan, sul-
baktam-ampisilin'e 1'i direng¢li, 1'i duyarladar. Suglarln
her ikisi de ampisiline Na'a direng¢lidir. P.aeruginosa susla-
rindan 10'u ise B-laktamaz iiretmemistir. Bu 10 susun 9'u sul-
baktam-ampisilin ve ampisilin Na'a diren¢li, 1'i ise her iki

antibiyotige duyarli bulunmustur (Tablo 3).

15 Proteus cinsi sustan 6'si1 B-laktamaz {liretmistir.
Bu suslardan, sulbaktam-ampisilin'e 4'ii dufafll‘Z'si direng-
lidir. Suslarin 6'si da ampisilin Na'a direng¢lidir. Proteus
cinsi suslardan 9'u B-laktamaz iiretmemistir. Bu 9 susun 2'si
sulbaktam-ampisilin'e duyarli, 7'si direnglidir. Ampisilin

Na'a ise 9 sus da direnglidir (Tablo 3).

15 Klebsiella cinsi sustan 9'u B-laktamaz {liretmistir.
Bu suglardan 3'id sulbaktam-ampisilin'e duyarli, 6'si direng-
lidir. Ampisilin Na'a ise bu 9 susun hepsi direng¢lidir. Kleb-
siella cinsi suslardan 6'si1 B-laktamaz iiretmemistir. Bu 6
susun 4'# sulbaktam-ampisilin'e duyarli 2'si diren¢lidir. Am-

pisilin Na'a ise 6 sus da direng¢lidir (Tablo 3).

26 E.coli susundan 14'ii B-laktamaz iiretmistir. Bu sus-
lardan 10'u sulbaktam-ampisilin'e duyarli, 4'ii direnglidir.

Suslarin 14'i#i de ampisilin Na'a direng¢lidir. E.coli suslarin-
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dan 12'si ise B-laktamaz iiretmemistir. Bu 12 susun 7'si sul-
baktam~ampisilin'e duyarli, 5'i direnglidir. Ampisilin Na'a

ise 2 sus duyarli, 10 sus direng¢lidir (Tablo 3).

16 S.aureus susundan 12'si B-laktamaz {iretmistir. Bu
sugslardan 10'u Sulbaktam—ampisilin'e duyarli 2'si direngli-
dir. Suslarin 12'si de ampisilin Na'a direnglidir. S.aureus
suslarindan 4'i ise B-laktamaz iiretmemistir. Bu 4 susun tama-
m1 sulbaktam-ampisilin ve ampisilin Na'a duyarlidir (Tablo
3).

10 Salmonella cinsi sustan 8'i B-laktamaz iiretmistir.
Bu 8 susun tamami sulbaktam-ampisilin ve ampisilin Na'a di-
renc¢lidir. Salmonella cinsi suslardan 2'si ise f-laktamaz
iiretmemigtir. Her iki sus da sulbaktam-ampisilin ve ampisilin
Na'a direnglidir (Tablo 3).
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TARTISMA

Gram pozitif bakterilerde peptidoglikan tabakasi hiicre
duvarinin yiizeyinde oldugundan Gram pozitif bakteriler igin
B-laktam antibiyotiklerin hedefe ulagmasinda Snemli bir engel
bulunmaz., Gram pozitif bakterilerin peptidoglikan Orgiisii mo-
lekiil agirliga 100.000 dalton kadar olan molekiiller igin ge-
girgendir. Molekiil agirliklar:i 300-700 dalton arasinda degi-
sen B-laktam antibiyotikler bu tabakadan ¢ok daha kolay dif-
fiize olur(28). Bu nedenle sefalosporinlerin Gram pozitif bak-
terilere etkisinde bu antibiyotiklerin PBP'lere baglanma af-
finitesi ve bakterinin olusturdugu B-laktamazlara direnci rol
oynar. Gram negatif bakteri hiicre duvarinda ise peptidoglikan
tabakasi iizerinde lipoprotein, iki tabakali lipit ve en dista
da lipopolisakkarit tabakalari vardir., Ortamdaki molekiiller
bu dis tabakadaki porin denilen kanallardan gegerek periplaz-
" mik mesafeye ve peptidoglikan tabakaya ve onun altindaki si-
toplazma zarinin dis yiiziinde bulunan PBP'lere erisirler. Gram
negatif bakterilerin hiicre duvarinin dig tabakasinin gegir-
genligi B-laktam antibiyotigin ¢egidine ve bakteriye godre
degigir. Bu gegisin siirati ilacin periplazmik mesafedeki pe-
nisilinazlarla tahrip olmadan peptidoglikan tabakaya ulasmasi
yiiziinden 8nemlidir. Ozellikle Serratia ve Pseudomonas cinsle-
rinde porinlerin yapisi ve dolayisi ile disg tabakanin ilaca
gegirgenligi degismis mutantlarin iigiincii jenerasyon sefalos-
porinlere diren¢li olabildikleri ve aminoglikozid grubu anti-
biyotiklere de <c¢apraz direng¢ gosterdikleri bildirilmis-
tir(4l).



Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde, B-laktam
antibiyotikler PBP'e baglanarak etkilerini g6sterirler. Bu
proteinlerin antibiyotige duyarliliginin defismesi bakteride
diren¢ artisina neden olur. Bakterilerde peptidoglikan sente-
zinde rol alan g¢esitli PBP'ler vardir ve g¢esitli B-laktam
antibiyotiklerin bunlara duyarliligi: farklidir. Bu protein-
lerinde degisiklik olan mutant bakteriler ilacin etkisine

belli bir oranda direng godsterirler,

Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin birg¢ogunda
bulunan PB-laktamaz enzimleri, B-laktam antibiyotiklerin
B-laktam halkasini hidrolize ederek onlari tesirsiz maddele-
re doniistiirebilir. Bakterilerin olusturdugu B-laktamaz enzimi
bakteri kromozomu veya bir plazmit tarafindan kodlanabilir.
B~laktamaz enziminin hidrolitik etkisi bir seri reaksiyonu
igerir. Bu reaksiyonlar sonucu B-laktam antibiyotik inaktive
olur ve enzim rejenere olur. B-laktamazlar sert, sinirli bir
yapiya sahip degillerdir. Esnek bir yapilari vardir. Ilk ka-
deme bir reversibl enzim substrat kompleksinin olusumudur,
bunu asillenmis enzimin meydana gelisi izler. Son irreversibl
kademe ise hidroliz olmus inaktif substratin a¢ifa ¢ikmasi

ve tam enzimin rejenerasyonudur.

Gram pozitif bakterilerin olusturdugu B -laktamazlar
ekzo enzimlerdir. Beta-laktam antibiyotikleri peptidoglikan
tabakasina difiize olmadan ortamda hidrolize ederler. Gram ne-
gatif bakterilerin olusturduklar: B ~laktamazlar ise peri-
plazmik mesafede yer alir ve etki gésterirler. Bakteri kromo-
zomu tarafindan kodlanan (genetik sifresi bakteri kromozomun-
da bulunan) B-laktamazlar penisilinleri hidrolize eden pe-
nisilinaz sefalosporinleri hidrolize eden sefalosporinaz ya
da her iki grup B-laktam antibiyotigi hidrolize eden genis
spektruhlu B -laktamaz enzimlerdir. Bunlar genellikle kons-
titiitif enzimlerdir ve ortamda B -laktam antibiyotik bulun-
madiginda da sentez edilirler. Ancak bazi Enterobacteriaceae

cinslerinde (Enterobacter, Serratia, Providencia) ve Pseudo-
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monas cinsinde indiiklenebilen sefalosporinazlar bulunur. Bun-
lar bakteri tarafindan ortamda sefalosporin bulundugunda sen-
tez edilmeye baslarlar(28). Bu indiiklenebilen sefalosporinaz-
lar birgok birinci ve ikinci jenerasyon sefalosporinleri hidro-
lize edebilirler ve bakteriyi g¢ok yiliksek konsantrasyondaki
ilaca direngli kilabilirler. Son bulgular Gram negatif bakte~
rilerde kromozom tarafindan kodlanan beta-laktamazlarin ¢ok
fazla miktarda sentez edildiginde, ilaci hidrolize ederek de-
gil fakat bloke ederek, iiglincii jenerasyon sefalosporinlere
de diren¢ saglayabilecegini gostermistir(4l). Fazla miktarda
sentez edilen enzim ilagla birlesir, onu hidrolize etmedigi
halde PBP'e ulasmasini ve peptidoglikan sentezini durdurmasi-
n1 engeller ve bakteri yeterli konsantrasypnda ilag¢ bulundugu

halde iiremesine devam eder (Sekil 1b).

Plazmit (R faktdrleri) tarafindan kodlanan B-lakta~-
mazlar Gzellikle Gram negatif bakterilerde genis spektrum-
ludurlar. Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerde bugiine
kadar plazmit tarafindan kodlanan bir diizineden fazla B -
laktamaz tesbit edilmistir (TEM-1, TEM-2, TEM-3, 0XA-2, OXA-
3, SHV, SHV-1, HMS-1, PSE-1, PSE¥2, PSE-3, PSE-4)(23,28). En-
terobacteriaceae suglaraindaki B-laktamazlarin % 75'ini
olusturan TEM-1 en sik rastlanan B -laktamazdir ve H.influ-
enzae, H.gonorrhoeae, P.,aeruginosa gibi Enterobacteriaceae
disindaki bakterilerde de bulunur. PSE olarak adlandirilan
4 B-laktamaz P.aeruginosa susglarindan elde edilmigtir ve
bugiin numara sirasina gore, CARB-2, OXA-4, CARB-3, CARB-1

olarak adlandirilmaktadair.

B-laktamazlara bagli direncin klinik infeksiyonlarda
gittikge artmasi ve bu direng gelismesini &nlemek i¢in basvu-
rulan geleneksel yaklasgsimlarin basarisizlifi bu sorunu ¢dzmek
i¢in yeni yOntemlere gereksinim oldufunu ortaya koymustur.
Diren¢li bakterilerin neden oldugu infeksiyonlari kontrol al-
tina almak i¢in ya B~laktamaza dayanikli antibiyotikler iiret-

me ya da f-laktamaz inhibitd6rlerinin gelistirilmesi yoluna
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gidilmistir. Sulbaktam intihar tipi B-laktamaz inhibitdrle-
rindendir ve beraberce verildigi R-laktam antibiyotikleri en-

zimatik hidrolizden korur.

in vitro duyarlilik calismalari sulbaktamin, daha Gdnce
direngli bulunan birg¢ok mikroorganizmaya karsi B-laktam grubu
antibiyotiklerin minimal inhibitdr konsantrasyonlaraina diisiir-
diigiinii gostermistir. Sulbaktam, duyarli mikroorganizmalara
karsi Bf-laktam antibiyotigin antimikrobik etkisini antagonize
etmemektedir. Ampisiline diren¢li bakterilerle yapilan in vitro
calismalar ampisilinle kombine edilen sulbaktamin metisiline
diren¢li S.aureus, H.influenzae, N.gonorrhoeae ve B.,fragi-

lis'e karsi tamamiyle etkili oldugunu gdstermistir.

Sulbaktam ve ampisilinin 1:1; 1:2; 2:1; 1:8; 8:1 gibi
oranlari, degisik galismalarda kullanilmis ve antibakteriyel
etkide dnemli bir fark olmadigir gdzlenmistir(15,30). Calisma-

mizda kullanilan sulbaktam-ampisilin'in orani 1:2'dir.

Calismamizda 59 P.aeruginosa susunun yaklasik % 5'i
sulbaktam—ampisilinin 10.4 mcg/ml'lik konsantrasyonlarinda
inhibe olmuslardir. Diffiizyon ydnteminde ise suslarin 7 3'i
duyarli olarak bulunmustur. 59 susun % 2'si ise ampisilinin
0.97 mcg/ml'lik konsantrasyonu ile inhibe olmustur. Cetin ve ar-
kadaglari, English ve arkadaslari, Grimm ve diger arastiraici-
larin sonug¢lari ile bulgularimiz benzerlik gdstermektedir(1l4,
15,16,19).

40 Proteus cinsi susun yaklasik % 25'i sulbaktam-ampi-
silinin 10.4 mcg/ml konsantrasyonu ile inhibe olmustur. Dif-
fizyon ybnteminde ise susglarain 7 32.5'i duyarli olarak  bulun~
mustur. 40 susun % 2.5'i ampisilinin 15.6 mcg/ml’'lik konsantras-
yonu ile inhibe olmustur. Cetin ve arkadaslari, English ve
arkadaglara, Greenwood ve Eley, Grimm'in sonu¢lari ile bulgu-
larimiz benzerlik géstermektedir(14,16,18,19)., Pitts ve arka-

daslari 35 Proteus cinsi sustan 11l'ini sulbaktam—ampisiline
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diren¢li bulmuslardir. Duyarlai suslarin % 50'sini inhibe eden
konsantrasyonun 2 mcg/ml, %Z 90'nini inhibe eden konsantrasyo-
nun 8 mcg/ml oldugu bildirilmistir(30). Indol pozitif 29 Pro-
teus cinsi sus ile yapilan diger bir galigsmada sulbaktam-am-
pisilinin etki alaninin MIC degerlerinin 1 mcg/ml ile 256
mcg/ml arasinda degistigi; bu suslarin % 50'sini inhibe eden
konsantrasyonun 5 mcg/ml, Z 90'nini inhibe eden konsantrasyo-
nun 185 mcg/ml oldugu bildirilmistir. Ayni suslar i¢in ampi-
silinin etki alaninin MIC degerlerinin 16 mcg/ml ile >512
mcg/ml'lik konsantrasyonlar arasinda degistigi ve suslarin
%Z 50'sini inhibe eden konsantrasyonun 250 mcg/ml, % 90'nini
inhibe eden konsantrasyonun >512 mcg/ml oldugu bildirilmis-
~tir(15,31,32,43).

Caligmamizda ise Proteus cinsi suslarain MIC50 ve Mlcgo

degerleri sira ile 41.6 mcg/ml ve 2166.4 mcg/ml'dir.

40 Klebsiella cinsi susun yaklasik % 18'i sulbaktam-
ampisilinin 10.4 mcg/ml'lik konsantrasyonlari ile inhibe ol-
muslardir., Diffiizyon ydnteminde ise suslarin % 20'si duyarla
olarak bulunmustur. 40 Klebsiella cinsi susun tamami ampisi-
line direnglidir. Grimm, 20 Klebsiella cinsi susun 4'iini sul-
baktam—ampisiline direng¢li, 15'ini ise orta derecede duyarli
bulmustur(l9). Cetin ve arkadaslarinin sonug¢lari ile bulgula-
rimiz benzerlik gostermektedir(l4). Pitts ve arkadaslari 51
Klebsiella cinsi susun 36'sini sulbaktam-ampisiline direngli
bulmuslardir(30). Retsema ve arkadaslari 94 Klebsiella cinsi
sugsun Z 50'sini inhibe eden sulbaktam-ampisilin konsantrasyo-
nunun 4 mcg/ml, % 90'nini inhibe eden konsantrasyonunda 281
mcg/ml oldufunu, ayni suslar ig¢in ampisilinin MICSO'sinin 63
mcg/ml, Mlcgo'nlnln 335 mcg/ml oldugunu bildirmislerdir(31,
32). English ve arkadaslari, Wise ve arkadaslari 110
Klebsiella susu ile yaptiklari ¢alismada, ampisiline diren¢li
bu suglarin sulbaktam-ampisilinin 0.5 mcg/ml ile >512 mcg/ml
arasindaki konsantrasyonlari ile inhibe edildiklerini, MIC

50
ve MIC90 degerlerinin sira ile 4 mcg/ml ve 28 mcg/ml oldugunu



bildirmislerdir(16,43).

Calismamizda ise Klebsiella cinsi suslarin MIC..'si
83.2 mcg/ml ile 166.4 mcg/ml arasinda MIC

dir.

50
9O'n1 2166 mcg/ml'-

40 E.coli susunun Z 60'1 10.4 mcg/ml'lik sulbaktam-am-
pisilin konsantrasyonu ile inhibe olmuslardir. Diffiizyon y6n-
teminde ise suslarin % 80'i duyarli bulunmustur. 40 E.coli
sugsunun % 33'ti 15.6 mcg/ml'lik ampisilin konsantrasyonu ile
inhibe olmustur. Cetin ve arkadaslari, English ve arkadasla-
ri, Greenwood ve Eley, Grimm, Retsema ve arkadaslarinin so-
nuglari ile bulgularimiz benzerlik gdéstermektedir(1l4,16,19,
18,31,32). '

40 S.aureus susunun yaklasik 7 95'i 10.4 mcg/ml'lik
sulbaktam-ampisilin konsantrasyonu ile inhibe olmuslardzir.
Diffiizyon yonteminde ise suslarin % 95'i duyarli olarak go-
riilmiigstiir. Bu 40 susun % 60'1 15.6 mcg/ml'lik ampisilin kon-
santrasyonu ile inhibe olmuslardir. Barry ve arkadaslari, Ce-
tin ve arkadaslari, English ve arkédaglarl, Greenwood ve
Eley, Pitts ve arkadaslari, Retsema ve arkadaglarlnln sonucg-—
lari ile bulgularimiz benzerlik gdstermektedir(4,14,16,18,30,
31,32).

10 Salmonella cinsi susun % 20'si diffiizyon yonteminde
Sulbaktam—ampisiline duyarli bulunmustur. Tiipte diliisyon y&n-
teminde ise suslarin tamami sulbaktam-ampisilin ve ampisiline
direng¢ gostermigslerdir., Literatiirlerde bu suslarla yapilmis
fazla caligma yoktur. English ve arkadaslar:i 1 Salmonella su-
su ile yaptiklari galismada bu susun sulbaktam—ampisiline du-
yarli oldugunu bulmuslardir(16). Aswapokee ve Neu 2 Salmonel-
la susunun 25 mcg/ml'lik sulbaktam-ampisilin konsantrasyonu
ile inhibe oldugunu bildirmislerdir(3).
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B-laktamaz yapan ve ampisiline diren¢li 51 susun 28'i
sulbaktém—ampisiline duyarli oldugu halde 23'i sulbaktam-am-
pisiiine direng¢ gostermistir. Bu bulgular gostermektedir ki,
bu suslar sulbaktam-ampisiline f-~laktamaza bagli direncten

farkli mekanizmalarla bir diren¢ olusturmaktadir.

Sonu¢ olarak S.aureus ve E.,co0li suslari disinda diger
Gram negatif suslar iizerinde sulbaktam-ampisilinin ampisiline
belirgin bir {iistiinliigii goriilmemistir. Hastanelefimizde, anti-
biyotiklere ¢ogul diren¢li suslarin, tedavide gili¢liikler ya-

ratmaya devam edecei gdriilmektedir.



OZET

Bu ¢alismada c¢esitli muayene maddelerinden etken ola-
rak izole edilmis P.aeruginosa, E.coli, S.aureus, Klebsiella,
Proteus, Salmonella cinsi olmak {izere toplam 229 susa karsi
sulbaktam-ampisilin ve ampisilin Na'un antibakteriyel etkile-
ri diliisyon ve diffilizyon yontemleri ile arastirilmigtir. Mi-
nimal inhibitdr konsantrasyonlar Mueller-Hinton buyyon ve

agaril kullanilarak tayin edilmistir,.

P.aeruginosa suslarinin Z 5'i, E.coli suslarinin
%Z 60'1, S.aureus suslarinin % 95'i, Klebsiella cinsi suslarin
Z 18'i, Proteus cinsi suslarin % 25'i sulbaktam—-ampisiline
duyarli, Salmonella cinsi suslarin tamami ise sulbaktam—ampi-

siline diren¢li bulunmustur.

Sulbaktam—-ampisilinin ve ampisilinin 6ldiirme zamanlara
karsilastirmali olarak her cinsten birer sus iizerinde arasti-

rilmistair.

6 bakteri cinsinden 94 susun 51'i B-laktamaz iiretmis-

tir.



SUMMARY

In this study the antibacterial activity of sulbactam-
ampisilin and ampisilin sodium were investigated against
totally 229 strains belonging to P.aeruginosa, E.coli,
S.éureus, Klebsiella, Proteus and Salmonella groups isolated
as causative agents from various clinical materials. Tube
dilution and agar diffusion methods were employed to test the
antibacterial activities., Minimal inhibitory concentrations

vere determined in Mueller Hinton broth and agar media.

The percentage of strains susceptible to sulbactam -
ampicilin, respectively, were: P.aeruginosa 5%; E.coli 607%,
S.aureus 95%; Klebsiella spp 18%; and Proteus spp 25%, where-

as Salmonella strains were all resistant to this combination.

Killing curves of sulbactam-ampicilin and ampicilin

were compared against given strains from each genera.

It was observed that 94 strains belonging to 6

bacterial genera, 51 of them produced B-lactamase.
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IRREVERSIBL INTIHAR
REVERSIBL ENZIM InniBisyoNu
INHIBISYONU .

(R)

B~laktamaz

® +

+ . J‘r——N
0

©

Substrat Penisilin Sulbaktam

Reversibl enzim-substrat kompleksi

OH Sulbaktam molekiiliiniin pargalara ayrilmasi

¥

®

S
Fnzim ve sulbaktamin irreversibl inak-
+ 0=;=C N tivasyonu ile beraber kovalent baglan-

N ma.
OH

Biitiiniiyle yeniden olugmus tam f-laktamaz, hidroliz
olmus inaktif substrat penisilin

A = Aktif baglanma yeri
X ve Y = Belirlenmemis diger baglanma yerleri

SEKI'[L la- B-laktamaz inhibisyonunun sematik olarak gosterilmesi(40).
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100

g0 -+
80}

704

kimulatif yUzdeleri

604
50+
40_L

30 +

104-

Inhibe elan suslarin
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Ommme0 Sulbaktam-ampisilin (r()
Oy Ampisilin Na

1
e — AP AN

| { {

v s 4 % 1 P -t
097 195 39 B 156 312 6[25 125 2504
MIC (mcg/ml)

SEKIL 2- Sulbaktam-ampisilin ve ampisilin Na'un 59 P.aeruginosa susu
fizerindeki antibakteriyel etkileri.
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208+ g

104} g

524 \
2.6+
134
065+ .
L . | | | | [ 1y

6 78 9 B3 1B 16171 z;i(mm)

SEKIL 3- 59 P.aeruginosa susu karsgisinda sulbaktam—ampisilin'le elde edilen ser-
pilme diyagrami.

IC{mag/mi)




- 45 -

O
.—6
© 1003  Oweeo Sulbaktam—ampisilin O
N
X 90} O™ Ampisilin Na
5 sot
£ 701
3
X
c 60+ /
S 504 9]
w .
jos |
v 40-L_
—
° 30+
(=]
° 20+ . /Q
2 - '
< 104 Q/B '

R S S L e v -
Q97 195 39 B 166 31,2 625 125 250§
MIC (mcg/mt)

SEKIL 4- Sulbaktam-ampisilin ve ampisilin Na'un 40 Proteus cinsi sug

iizerindeki antibakteriyel etkileri.
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1004 O===p Sulbaktamsampisilin {’3
90+ ==\ Ampisilin  Na

704

504

suslarin kuimilatif ylzdeleri
Q©
2
-

404

30F

104

‘in'hibe olan
~No
=

e N
097 195 38 R 156 312 625 125 2504
MIC (mcg/ml)

SEKIL 6- Sulbaktam-ampisilin ve ampisilin Na'un 40 Klebsiella cinsi sus iize—
rindeki antibakteriyel etkileri.
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Owe=eg  Sulb aktam—ampisilin A

Oy, Ampisilin Na

1 \ 1 9 _ 1 1 1 { _____! >
I 1 P i

Q97 195 39 B 156 3P 65 125 250¢
MIC (mcg/ml)

SEKIL 8- Sulbaktam-ampisilin ve ampisilin Na'un 40 E.coli susu iize-
rindeki antibakteriyel etkileri.
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Ow==0 Sulbaktam. ampisilin

5 100} & Ampisitin Na
-g f—
S 907
>

801
S 70+
D
£
=D 604
X
c 504
o
CEELE =
2
- 304
(w4
3 20} 8
a 104
P
< ] L ] ] ] ] J ! ! ;A{>

037 1.95 39 7.8 156 312 625 125 250

MiC (mcg/ml)

SEKIL 10- Sulbaktam-ampisilin ve ampisilin Na'un 40 S.aureus susu
izerindeki antibakteriyel etkileri.
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'§ 1700} O===0 Sulbaktam-ampisilin

3

> oot Oy=e™ Ampisilin Na

g 80T

D

:g ' 70—

.x .
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= sof A
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» 404
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2 30}

o .

o 20 1

=
ﬁ 10}

.y 1 1

L L ; 1 ol 1 L
097 B I 7B 16 N2 65 15 F0

MIC (mecg/ml)

D

SEKIL 12- Sulbaktam-ampisilin ve ampisilin Na'un 10 Salmonella cinsi

sus ilizerindeki antibakteriyel etkileri.
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M (mca/m

5 166.41 e r:-iOi,70‘
8321 . e 0.01 { P (002
4161
208
1041
52 1
2.6
131
0654

) I

012 B3%B5BB 70 (mm—)ﬁ{>

SEKIL 13~ 10 Salmonella cinsi sug karsisinda sulbaktam—ampisilinle
elde edilen serpilme diyagrami.
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Yo Kontrol

Ml O——© Sulbaktam- ampisilin (41,6 mcg/ ml)
118-1- Oy, Ampisilin Na (2500 meg/ml )
S
10-1-

c 8

~

w

>

[»)

wn

C

Q

~

O

[

=

Q

(&

1 |
11 ] 2

2%

Zaman (saat)

~3

SEKIL 14~ Pseudomonas aeruginosa 3932 susu iizerinde sulbaktam~ampisilin
ve ampisilin Na'un 6ldiirme zamanlarinin tayini.
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X=X Krotritso]
18-L O Shlbaktcm-rnnMle (41.6 mcg/ml)

0% &= Ampisilin Na (125 meg/ml)

sayist / ml

bakteri

Canli

#{>

aman(saat)

2
Z

SEKIL 15~ Proteus mirabilis 922 susu iizerinde sulbaktam—ampisilin ve ampi-
silin Na'un &ldiirme zamanlarinin tayini.
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Yoy  Kontrol

10  o=——o Sulbaktam—ampisilin (20.8 mcg/ml)

100 O™ Ampisilin Na (625 meg/mt)

sayisi /m)

bakteri

Canli

{ y ! } ” } D
1 2 4 7 24
Zaman (saat)

SEKfL 16— Klebsiella pneumoniae 4 susu iizerinde sulbaktam-ampisilin ve Am-.
"pisilin Na'un 6ldiirme zamanlarinin tayini.
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o
N Kontrol
10114 Owemo Sulbaktam—ampisilin (10.4 mcg/ml)
1010—- Oy Ampisilin Na (7.8 mcg/ml)
109 + e

sayrst/m[:.

bakteri

Cantli

Zcm&n (saat)

SEKIL 17- Escherichia coli 3329 susu iizerinde sulbaktam-ampisilin ve
ampisilin Na'un §ldiirme zamanlarinin tayini.
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Y—X Kontrol

. O~=0 Sulbaktam_ampisilin (104 mcg/mt)

+ O Ampisitlin Na (625 mecg/ml)
- ol

p—t—

A

Zaman (saat)

SEKIL 18- Staphylococcus aureus 7807 susu izerinde sulbaktam-ampisilin

ve ampisilin Na'un &ldiirme zamanlarinin tayini.
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A
Y—amy( Kontrol
10" o=—o0 Sulbaktam-ampisilin (1666 mcg/ml)
100} &= Ampisilin Na (2500 meg/ml)
9 e T ’
10°1
£ L8t
@
= 101
(@]
“ 105
P
g
O
=]
=
o
(&)

Zaman (saat)

SEKIL 19- Salmonella typhi murium 3 sugu iizerinde sulbaktam-ampisilin ve
ampisilin Na'un $ldiirme zamanlarinin tayini.
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