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OZET

Antibiyotikler insan ve hayvanlarda olusan bakteriyel hastaliklarin iyilestirilmesinde aktif rol
oynar. Bu nedenle, antibiyotikler piyasaya verilmeden Once laboratuar asamasinda mutlaka
farmakopilerde belirlenmis veya gelistirilmis metotlar ile miktar tayini g¢alismasi yapilir.
Antibiyotiklerin miktar tayini calismalari neticesinde analiz sonuglar spesifikasyonlar1 karsiliyor
ise hammadde veya bitmis iiriin olarak piyasaya verilir.

Bu calisma, Streptomisin siilfat ve Benzil penisilin adli iki aktif madde iceren Clemipen-Strep
mikrobiyolojik miktar tayini ¢aligmalarinin yontemini kapsar. Clemipen-Strep piyasada bitmis
iiriin olarak satilmaktadir. Bu ¢alisma da Streptomisin siilfat icin Bacillus subtilis ATCC 6633,
Benzil penisilin i¢in Staphylococcus aureus ATCC 12228 bakterileri kullanildi. 24 saatlik
inkiibasyon sonucunda olusan inhibisyon zonlari, zon okuma cihaz ile 6l¢iildii. Miktar tayini
sonuglari, zon c¢aplarinin potens formiiliine girilmesi ile elde edildi. Bu sayede, bitmis {iriinde
Benzil penisilin ve Streptomisin siilfat miktar tayini sonuglar elde edildi.

Miktar tayini ¢alisma sonuclart Benzil penisilin icin 362.7 [U/mg, 362.1 IU/mg, 363.6 IU/mg ve
Streptomisin siilfat icin 451.5 IU/mg, 454.9 1U/mg,453.2 IU/mg olarak elde edildi. Sonuglar
Benzilpenisilin i¢cin 359 IU/mg (% 90-115) ve Streptomisin siilfat i¢in 449 IU/mg
(%90-115) olan trend degerlerine uygun oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Streptomisin siilfat, Benzil penisilin, Antibiyotikler, Silindir petri metodu

Vi



ABSTRACT

The antibiotics are effective in healing the bacteriological deseases appeared in human and
animals. Thus, the assay studies with improved and identified methods in pharmacopy are
performed at laboratory stage before releasing. If the analysis results obtained by studies meet
the spesifications, the product can be released as a raw material or finished product.

This study covers the microbiological assay studies for the Clemipen-Strep including two
active pharmaceutical ingredients called as Streptomycin sulphate and Clemizole Benzyl
Penicilin. The Clemipen-Strep is in commerce as a finished product. Bacillus subtilis ATCC
6633 and Staphylococcus aureus ATCC 12228 bacteria were used for Streptomycin sulphate
and Benzyl penicilin in this study, respectively. The inhibition zones obtained as a result of 24
hours incubation were measured by zone reader equipment. The assay result were obtained by
inserting zone diameter data into potens formulas. Thanks to this method, Streptomycin
sulphate and Benzyl penicilin assays in finished product were obtained.

The assay results were obtained as 362.7 IU/mg, 362.1 IU/mg, 363.6 IU/mg for
Benzylpenicillin and 451.5 IU/mg, 454.9 IU/mg, 453.2 IU/mg for Streptomycin sulphate.
The results are appropriate with trend values as 359 IU/mg (% 90-115) for Benzylpenicillin
and 449 IU/mg (% 90-115) for Streptomycine sulphate.

Keywords: Streptomycin sulphate, Clemizole Benzylpenicillin, Antibiotics, Cylinder Petri
Method
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1 GIRIS

Antibiyotikler dogada, bakteriler ya da mantarlar tarafindan iiretilir. Bu canlilarin antibiyotik
iretip bulunduklara ortama salma nedenleri, diger tiirlerle besin yarisi icinde olmalaridir. Bu
yiizden, bulunduklar ortamda, kendilerinden baska organizmalarin yok olmalarimi ya da daha
fazla biiyiimelerini engelleyen antibiyotik maddeleri iiretirler. Antibiyotikler artik sentetik
olarak da iiretilebiliyor. Ciinkii antibiyotikler cesitli hastaliklarla savagmak icin biz insanlarin

en Onemli silahlarindan biridir.

Antibiyotikler viriislere, mantarlara ve protozoalara etki etmezler. Antibiyotikler, bakterilerin
yapilarimt hedef alirlar ve bu yapilara baglanirlar. Baglandiklar1 yapilarda, bakterinin
yasamasi i¢in gerekli olan metabolik olaylar1 engellerler. Bunun sonucunda bakteri hiicresi
Olebilir, ya da biiylime tamamen durur. Kullanilan antibiyotiklerde genel ilke, hastanin

hiicrelerine zarar vermeksizin, bakteri hiicre yapisinin bozulmasidir (Sanli, Y., 1999).

Antibiyotik direnci gerek toplum gerekse hastane kokenli infeksiyonlarin tedavisinde sorun
olusturan ve giderek biiyliyen bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yeni antibakteriyel
ilaglarin klinik tedaviye girmesi kaginilmaz olarak bunlara direngli mikroorganizmalarin
ortaya cikmast ile sonlanmaktadir. Diren¢ nedeniyle tedavi basarisizliklarinin en aza
indirgenmesi, ancak duyarlilik testlerinin standart bir yontem ile uygulanmasi ve sonuglarinin

dogru yorumlanmasi ile miimkiindiir.

Son 10-15 yil i¢inde klinik ag¢idan ©Onemli bakteri tiirlerinin ¢ogu, infeksiyonlarinin
tedavisinde ilk secenek olarak kullanilan antibiyotiklere diren¢ gelistirmistir (Bassetti D,

Bassetti M, Montero 2000; Moellering RC Jr 1998).

In vitro antibiyotik duyarlilik testleri, bir bakteriyel patojenin bir antibiyotigin tedavi sirasinda
ulagilan in vivo diizeylerine duyarli olup olmadiginin degerlendirilmesi amaciyla
uygulanmaktadir. Antibiyotik duyarlilik testlerinin yorumlanmasi, belirli antimikrobiklere
diren¢ veya duyarliliga gore diren¢ mekanizmasinin ve bu diren¢ mekanizmasindan
etkilenecek diger antibiyotiklerin tahmin edilmesidir. Bu yaklasim dogal direng 6zellikleri ile
birlestiginde bakterinin taninmasina yardimci oldugu gibi, duyarlilik test sonuglarinin
dogrulugunun denetlenmesinde de bir kalite kontrolii islevi gormektedir. Duyarlilik testlerinin
yorumlanmasi ve antibiyogram sonuglarinin buna gore degistirilmesi mikrobiyologlarin

gorevi olmasina ragmen, dogru tedavi se¢imi i¢in, bu sonuglarla sik karsilasan ve antibiyotik



tedavisi uygulayan kliniklerde gorevli hekimlerin de diren¢ mekanizmalarinin epidemiyolojik
ve terapotik onemi ile duyarlilik testlerinin kisithliklart konusunda fikir sahibi olmalari

gerekmektedir (Giilay, Z., 2002).

Antibiyotik duyarlilik testleri i¢in bir infeksiyonun sagaltimi ile ilgili uygun antimikrobik
ajanin seciminde; olasi infeksiyon etkeni, infeksiyon etkeninin antibiyotik duyarlilig, ilacin in
vivo aktivitesini etkileyebilecek konak faktorleri, infeksiyonun yeri, ilacin farmakodinamik ve
farmakokinetik 6zellikleri gibi bir dizi faktoriin degerlendirilmesi gereklidir (Arman D., 1998;

Craig WA., 1998).

Antibiyotik iireten biitiin ilag firmalarmin mikrobiyoloji laboratuarlarinda miktar tayini
analizleri yapilmaktadir. Bu analizlerin mikrobiyolojik metot izlenerek yapilmasinin en
onemli sebebi iiretilen antibiyotiklerin mikroorganizmalara olan hassasiyetinin goriilmesi ve
potens miktarinin hesaplanmasidir. Miktar tayini analizleri icin izlenecek yontem,

kullanilacak mikroorganizma ve kimyasal maddeler farmakopilerde belirtilmistir.

Bu c¢alismada, Clemipen-Strep isimli antibiyotik bitmis iirtinii kullanildi. Clemipen-Strep bir
veteriner preparatidir. Bu preparatin hammaddesini Clemizol Benzilpenisilin ve Streptomisin
siilfate olmak {izere iki farkli antibiyotik olusturmaktadir. Preparat igerisindeki Clemizol
Benzilpenisilin miktar1 2.400.000 IU ve Streptomisin siilfat 3.90 g’ dir. Her iki
hammaddenin gram pozitif ve gram negatif bakterilere kars1 yiiksek etkileri vardir. Bu
etkilerin bir araya getirilmesi ile evcil hayvanlarin pek cok enfeksiyon hastaliginin
tedavisi i¢in kullanilmasina imkan yaratilmistir. Benzylpenicillin, uzun siireli etkiye sahip
penisilin tiirevleri arasindadir. Kandaki konsantrasyonu ii¢ (3) giine kadar terapatik
etkinligi siirdiirecek seviyeyi korur. Streptomisin eklenmesi ile saglanan additatif ve
sinerjistik etki sayesinde preparatin tedavi giicii arttirilmistir. Clemizole penicilinin
antihistaminik etkiye sahip olmasi da alerjik reaksiyonlar1 6nleme imkani yaratmistir.

Clemipen-Strep’ in ruhsat sahibi ve imal edildigi yer, Topkim Ila¢ Sanayi ve Ticaret A.S. dir.

Antibiyotiklerin aktivitesi, mikroorganizmalar iizerinde uygun kosullar saglandiginda
gosterdikleri inhibitor etki ile kanitlanir. Mikrobiyal aktivitedeki azalma kimyasal metotlar ile
kanitlanamaz (USP <81> Antibiotics-Microbial Assay, 2006). Bu calismanin amaci, ilag
firmalarinda iki farkli antibiyotik hammaddesi kullanilarak {iretilen enjektabl ilaclarin
etkinliginin belirlenmesini mikrobiyolojik olarak aciklamaktir. Caligma sirasinda yapilan

tartimlar, kullanilan mikroorganizmalar ve tampon c¢ozeltiler, hesaplama yOntemi Avrupa



farmakopisi ve {riin dosyasinda (Biochemie Notlar1) belirtildigi gibi hazirlanmis ve

hesaplanmugtir.

Calismada, farkli zamanlarda iiretilen Clemipen-Strep numuneleri kullanildi.
Mikrobiyoloji laboratuarina getirilen numuneler i¢in miktar tayini calismasi baslatildi.
Burada, miktar tayini i¢in yapilan 6n hazirlik calismalari, silindir plaka yontemi,
calisma sirasinda dikkat edilmesi gereken unsurlar, sonuc¢larin hesaplama yontemi ve

sonuglar1 etkileyebilecek sapmalarin belirlenmesi hedeflenmistir.



2 KEMOTERAPOTIKLER

Konakg¢iya zarar vermeksizin hastalik etkeni parazit veya mikroorganizmalar lizerinde toksik
ya da oldiiriicii etki yapan maddelere etimolojik anlamda kemoterapotik ajanlar adi verilir.
Kimyasal yapisi tam olarak bilinen dogal veya sentetik kaynakli boyle kimyasal maddelerle
yapilan sagaltima da kemoterapi denir. Viicuda giren ve hastalik etkeni olan organizmalar
cok cesitli oldugu icin kemoterapide kullanilan kimyasal maddeler de o olgiide cesitlilik

gosterirler.

Kemoterapide temel ilke, konak¢1 olan insan veya memeli hayvan hiicrelerinde hi¢ olumsuz
etki yapmayan veya cok az toksik etki gosteren bir kimyasal madde kullanarak hastalik etkeni
organizma lizerinde en fazla toksik veya letal etki meydana getirmektedir. Seckin etki
mikroorganizma hiicresiyle memeli hayvan hiicresi arasindaki yapi, fizyolojik islevler ve
biyokimyasal mekanizmalar yoniinden var olan farklar sayesinde gerceklesir. Seckinligin

derecesi kemoterapik ila¢ gruplarina gore degisir.

Genellikle penisilinler, sefalosporinler ve fluorokinolon tiirevleri en fazla seckinlik gosteren
ilaglardir. Kuvvetli bakterisit etki gosterdikleri halde memeli hiicrelerin olan toksik etkileri
cok azdir. Buna karsin sitoplazma membranina veya cekirdekte DNA ve RNA sentezini
bozarak antibakteriyel etki gosteren ilaglarin seckinligi ¢ok azdir; bakterilere oldugu kadar
memeli hiicrelerine de toksik etki yaparlar. Bunun yaninda bakterilerin intermediyer
metabolizmalarin1 inhibisyona ugratan siilfonamidler ile bakteri ribozomlarinda protein
sentezini bozan tetrasiklinlerde yeterli Olciilerde seckinlige sahiptir. Metilen blue gibi, kimi
oksitleyici ajanlar ayrim gostermeksizin mikroorganizma ve memeli hiicrelerine yayilmak
suretiyle temel rediiksiyon tepkimelerini bloke ederek etkiler; dolayisiyla seckinlikleri de ¢cok

azdir ( Sanli, Y., Kaya, S., 1994).

Kemoterapide kullanilan ilaclar, genellikle kullanildigi patojen etkinin cinsine gore siniflara

ayrilir.



Cizelge 2.1 Kemoterapotik Ilaglarin Simiflandiriimasi ([1]).

., Antibakteriyel ilaclar
|, Antihelmintik Maclar
|, Antimalaryal Maclar
Kemoterapotik ilaglar __|  Antiamibik Maclar
|, Antiriketziyal ilaglar

|, Antiviral Ilaclar

L_» Antineoplastik Ilaclar

Antibakteriyel ilaclar i¢inde 6nemli bir grup “Antibiyotikler” dir. Antibiyotikler; bakteriler,
funguslar ve aktinomisetler gibi cesitli mikroorganizma tiirleri tarafindan sentez edilen ve

diger mikroorganizmalarin gelismesini Onleyen ya da onlar1 6ldiiren kimyasal maddelerdir

([1D.
2.1 Kemoterapinin Tarihsel Gelisimi

Kemoterapinin tarihsel gelisimi gercek hekimlik mesleginin gelisimine paralel bir durum
izler. M.O. 2500 yillarinda eski Cinlilerin ciban, frunkul ve apse gibi yerel enfeksiydz
hastaliklar1 baz1 bitki ve mantarlardan elde ettikleri kiiflerle sagalttiklarina iligkin tarihsel
belgeler vardir. Hippocrates (M.O. 460-370), Dioscorides (M.S. 50) ve Galenus ( M.S. 130),
cesitli hastaliklarin sagaltiminda kemoterapi kapsamina giren bitkisel ve madensel kaynakl
binlerce ilacin tarifini yapmislardir. 15. yiizyilda Paracelsus (1493—-1541), metalik civay1 gri
merhem adi altinda, sifilisin rasyonel sagaltiminda kullanmistir. Ayn1 merhem Salvarsan ‘in

kesfine kadar yiizyillarca sifilis sagaltimindaki 6nemini korumustur(Sanli, Y., 1999).

Kemoterapotik ilaglar alanindaki ilerlemeler enfeksiyoz hastaliklarin etkilerine iligkin
bilgilerin gelismesine paralel olarak 19. yiizyilin ikinci yarisinda baglamistir. 1877 ’de Pasteur
ve Joubert’in ¢alismalar ile kiifler ve bakteriler arasinda bir antagonizmanin varligl ortaya
konmustur. Bu uygulamalar kemoterapinin gelisiminde cok 6nemli bir asamay1 olusturur.
Ciinkii bu maddelerin kullanim1 sirasinda yine kemoterapotik ilaglarin denenmesine olanak

veren pek ¢cok yeni veriler saglanmistir. Pasteur antibiyozis olayinin enfeksiyoz hastaliklarinin



sagaltimindaki 6nemine isaret etmekle beraber caligmalarini daha ¢cok immiinoterapi iizerinde

yogunlastirmistir (Kayaalp, O., 1991; Sanl1, Y., Kaya, S., 1994).

Ik bulunan antibakteriyel maddelerden fenoller, metal tuzlar1 ve iyodun bakteriler kadar
memeli hayvan hiicreleri iizerinde de zehirli etkiye sahip olmalar yiiziinden, ancak deri
yiizeyine uygulanmak suretiyle antiseptik olarak veya operasyon aletlerinin sterilizasyonu
amactyla kullanilabilmislerdir. Bu nedenle, 20. yiizyilin basindan itibaren sistematik olarak
uygulanabilecek kemoterapotik ilaglarin  arastirmalart  agirhk kazanmistir.  Bakteriyel
enfeksiyonlarin sistemik kemoterapotiklerle birlikte sagitimi ilk kez 1932’ Almanya ‘da
Domagk tarafindan bir azo boyasi olan koyu prontosil’ in sicanlarin deneysel Streptokok
enfeksiyonlarindaki etkenliginin anlasilmasi ile baslamistir. Ote yandan, 1937°de Trefouel ve
calisma arkadaslar1 Fransa’da sentezlenen ve Prontosil’in ayni olan rubiazol’ un viicutta
biyotransformasyona  ugrayarak  siilfamilamide  doniistiikten sonra  etkinlestigini
gostermislerdir Sonralart penisilinlerin  kullanimi ile kemoterapide Onemli gelismeler

olmustur. Bugiin bu amacla pek ¢ok yeni ilac¢ gelistirilmektedir ( Kayaalp, O., 1991; [1]).
2.2 Antibakteriyel Etki Spektrumu

Antibakteriyel etki spektrumu, genellikle kemoterapotiklerin etki alanini belirlemek ic¢in
kullanilan bir terimdir ve bir kemoterapétik ilaca duyarli mikroorganizma tiirlerinin tiimiine o
ilacin antibakteriyel spektrumu adi verilir. Antibakteriyel spektrum az cok kemoterapotik

ilacin cesidine gore ayirimlar gosterdiginden etkidigi bakteri tiirii ve sayisina gore,

A) dar antibakteriyel spektrum
B) orta genislikte
C) genis antibakteriyel spektrum olmak iizere baslica {ic gruba ayrilabilirler.

(Sanly, Y., Kaya, S., 1994)

Kloramfenikol, tetrasiklinler, sulfonamidler, giiclendirilmis siilfonamid kombinasyonlar1 ve
fluorokinolon tiirevleri gibi, kemoterapétik ilaglar gram pozitif ve gram negatif bakteriler,
bazi riketsiya tiirleri biiyilk viriisler ve hatta bazi protozoalar ve helmintler iizerinde
etkilidirler. Cok sayida mikroorganizmaya kars1 etkili olan bu tiir ilaclara genis spektrumlu
kemoterapotikler adi verilir. Genis spektrumlu kemoterapotikler, tiirii ve cesidi saptanmayan
enfeksiyon etkenleri iizerinde ¢ok etkili olduklart i¢in enfeksiyoz hastaliklarin
iyilestirilmesinde elverisli ilaclar olarak kabul edilirler. Ayrica bu tiir ilaglarin kullanimi

sirasinda duyarlilik testlerinin yapilamasina pek gerek duyulmaz .



Gram negatif ve gram pozitif bakterilerden ¢cogunlugu ile aerob veya anaerob bakteriler ya da
riketsiyalar veya mikoplazmalar gibi, patojen mikroorganizmalarin Onemli bir kismini
kapsayan bir etki spektrumuna sahip ampisilin, amoksisilin, karbenisilin, oksasilin ve
kloksasilin ~ gibi yar1  sentetik penisilin ¢esitleri ile ampisilin+sulbaktam ve
amoksisilin+klavulanik asit gibi giiclendirilmis penisilin kombinasyonlari, sefoperazon,
sefotaksim ve seftiaksazon gibi birinci ve ikinci kusak sefalosporin tiirevleri de orta

genislikte antibakteriyel spektrum sergilerler.

Sadece mikobakterilere kars1 etkili olan izoniazid, mantarlar iizerinde seckin bir etki gosteren
nistatin, kisitli sayida gram negatif veya pozitif koklar, gram-pozitif bazi basiller ve
spiroketlere etkiyen penisilinlerde oldugu gibi, yalniz bir veya birka¢ bakteri tiiriine etkili olan
ilaglara dar spektrumlu kemoterapdatikler adi verilir (Kayaalp, O., 1991;Sanl1, Y., Kaya, S.,
1994)

Bir antibakteriyel ila¢ icin gecerli olan etki spektrumu, ayn ilacin alisilmis dozlarinin
verilmesi sonucu konak¢i hayvanin cesitli viicut sivilar ile biyofazlar diizeyinde saglanan
derisimlerinden etkilenen mikroorganizma tiirlerini gosterir. In vitro elde edilen yiiksek
derisimlerde ise, daha az duyarl olan mikroorganizma tiirlerini de etkiyebilir. Buna benzer bir
durum da ilacin, idrar ve karaciger gibi, belli biyofazlarda diger dokusal kesimlerden daha
yiiksek derisimlerde birikebilme durumunda gerceklesir. SoOyle ki; geleneksel sagaltim
dozlarinda belli bir bakterinin olusturdugu sistemik enfeksiyonda etkisiz kalan bir
antibakteriyel ilag, ayni bakterinin yol acgtigr diger bir organ veya dokusal kesimde etkili
olabilir(Dokmeci, 1., Akcasu, A., Banaoglu, N., Bekarda, S., ve ark., 1992; Evans, R.J., 1991;
Kayaalp, O., 1991; Sanli, Y., Kaya, S., 1994).

23 Antibakteriyel Etkinlik

Kemoterapoétik ilaglar, mikroorganizmalar tizerindeki etki sekillerine gore bakteriyostatik ve
bakterisit tipten etkili olarak iki ana grupta toplanirlar. Bakteriyostatik etki yapanlar bakteri
hiicresinin gelismesini ve iiremesini Onlerler (sulfonamidler). Dogrudan dogruya bakteriyi
oldiirmezler, bu tiir antibiyotiklerin etkisiyle gelisme ve iiremeleri duran bakteriler viicudun
humoral ve hiicresel savunma mekanizmalar1 tarafindan kolayca yok edilirler. Bakterisid
olanlar ise, bakterileri dolaysiz olarak yok ederler (penisilinler)( Sanli, Y., Kaya, S., 1994).
Enfeksiyoz hastaliklarin sagaltiminda genellikle bakterisid etkili kemoterapétikler yeglenir.

Genel diiskiinliik haliyle birlikte bulunan ve viicut savunma mekanizmalarinin yetmezligi



hallerinde, ¢ogunlukla bakterilerin yok edilmesi i¢in immiin mekanizmalarin yardimi gereken

bakteriyostatik ilaglar yetersiz kalirlar.

Kemoterapotik ilaclardan ¢ogunlugu, hiicresel metabolizmay1 ve boliinmeyi engellemek
suretiyle etkidiklerinden, en giiclii etkileri de hizla gelisme ve boliinme asamasinda olan

mikroorganizmalar iizerinde kendini gosterir. Inokiilasyondan sonra biitiin bakteri kiiltiirleri

a) Yavas gelisme evresi
b) Hizli boliinmenin gerceklestigi logaritmik evre

¢) Dinlenme evresi

olmak iizere, birbirini izleyen ii¢ biiyiime ve cogalma asamas1 gecirirler. Iste antibiyotikler ya
da tiim kemoterapdétikler logaritmik veya prelogaritmik fazda en giiclii etkilerini gosterirler.
Hatta penisilinler ancak bu asamada etkili olabilirler (Basoglu, A., 2000; Dogan, A., Liman,
B.C., Yavuz, Akar, F., Filazi, A., 1990).

Antibiyotikler

1. Hiicre duvar sentezini engelleyerek

2. Stiploazmik zarin gegirgenligini degistirerek

2. Niikleik asit sentezini Onleyerek

3. Ara metabolizmay1 bozarak

4. Protein sentezini engelleyerek bakteri hiicre {lizerinde etkilerini g0sterirler

(Dokmeci, 1., Akcasu, A., Banoglu, N., Berkarda, S., ve ark. 1992; Kayaalp, O., 1991).

Penisilinlerin sefalosporinlerin ve basitrasin hiicre duvarinin sentezini engelleyerek etki
gosteren antibiyotiklere ornek olarak gosterilebilirler. Bu antibiyotikler bakteri ceperi i¢in

zorunlu olan mukopeptid sentezini inhibe ederler (Sanli, Y., Kaya, S., 1994).

Polipeptidler (polimiksin, kolistin), basitrasin, antiseptik ve dezenfektanlar bakteri
membraninda permiabilite degisikligi ve yikimlamaya neden olarak antibakteriyel etkilerini

gosterirler (Sener, S., 1990).

Ara metabolizmanin bozulmasina sebep olan ilaglar, bakteriler i¢in gerekli bazi maddelerin
(folik asit gibi) sentezini engeller. Bu grup ilaglara ornek olarak sulfanomidler, kinolonlar,
siilfanlar, trimetoprin, p-aminosalisalik asit ve izoniazid gosterilerbilir (Sener, S.,

1990).Protein sentezinin engellenmesine yol aacan ilaglar bakterilerde ribozomlarla birleserek



mRNA ile yonetilen protein sentezini bozarlar. Memeli hiicrelerinin ribozomlar1 80s, bakteri
hiicrelerininki ise 70s 0zellikte oldugundan, memelilerde protein sentezini engellemezler. Bu
sinifta yer alan antibiyotiklere terasiklinler, makrolidler, aminoglikozidler ve linkozamidler

ornek olarak gosterilebilirler (Sanli, Y., Kaya, S., 1994).
24 Antibiyotiklere Diren¢ (Rezistans)

Rezistans; bakteri ve diger mikroorganizmalarin bir 6zelligi olup, genel anlamiyla bakterilerin
kemoterapotik ilaglardan etkilenmemesi demektir (Dokmeci, I., Akcasu, A., Banoglu, N.,

Berkarda, ., ve ark. 1992; Kayaalp, O., 1991;Sener, S., 1990)

Giiniimiizde hayvanlarda verim giiciiniin arttiritlmasi, hastaliklarin sagaltimi ve dnlenmesinde
antibiyotikler onemli bir yer tutar. Ancak 1950’ lerden sonra hayvanlarda gelismenin
hizlandirilmast amaciyla yem katki maddesi halinde antibiyotiklerin yaygin bir sekilde
kullanilmaya baslanmasi ile duyarli bakterilerde direncli suslarin ortaya ¢ikmasi kacinilmaz
olmustur (Acet, A., 1989; Kaya, S., 1984; Kaya, S., Sahal, M., 1989; Kaya, S., Yavuz, H.,
Akar, F., Liman, B. C., Filazi, A., 1993; Sagmanlhgil, H. 1989).

Baz1 bakteri tiirleri, belirli bir antibakteriyel ilaca dogal olarak direnglidirler. Buna dogal
rezistans denir. Bir ilaca direngli olan bir bakteri tiirli benzer kimyasal yap1 ve etki sekline
sahip diger bir ilaca da direnc gosterir. Buna da capraz diren¢ denir. Ornegin; B-laktam
halkasina sahip olan penisiline direngli bir bakteri tiirii ayn1 halkay1 tasiyan sefalosporinlere

de direnclidir (Kayaalp, O., 1991; Sanli, Y., Kaya, S., 1994).

Bakterilerde tek asamali mutasyon, ilagla bir veya daha fazla temas sonucu hizli ve ileri
dereceli dire¢ seklinde ortaya ¢ikar. Bu durum streptomisin tipi diren¢ olarak adlandirilir.
Bakterilerde cok asamali mutasyon ile direnglilik durumu yavas ama derecesi artan siddette
ortaya cikarsa buna da penisilin tipi diren¢ adi verilir. Bazi bakterilerin penisilinlere karsi
penisilinaz salgilamasi, kloramfenikole kars1 asetil transferaz salgilamasi bu duruma ornek
olarak gosterilebilir. Bakterilerin bu sekilde diren¢ kazanmalarini 6nlemek icin ilaglarin
yeterli doz ve siklikta ve miimkiin oldugunca kisa siire verilmesi Onerilmektedir. Yine
antibiyotiklerin birlikte kullanilmalar1 bakteriler arasinda direncin ortaya ¢ikis hizi ve sikligini

azaltir (Sanl1, Y., Kaya, S., 1994).
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2.5 Antibiyotiklerin Kullamlmasim1 Etkileyen Baz1 Faktorler

Antibakteriyel etkinlik saglamak amaciyla kullanilan antibiyotikler; viicuda verilme yollari,
viicutta meydana gelen atik maddeler, fizyolojik durum ve canlida bulunan dogal engellerden
etkilenebilir. Istenen antibakteriyel etkinin saglanmasi icin antibiyotiklerin seciminde bu

onemli kosullara dikkate edilmesi yerinde olur.

Doku dokiintiileri ve irin; aminoglikozidleri, siilfonamidler ve polimiksinlerin etkisini
azaltirlar. Penisilinler ise irin varligindan etkilenmezler. Bakterilerle bulagik hematomlarda
fazla miktarda hemoglobinin varlig1 penisilin ve tetrasiklinlerin etkinligini azaltir. Oral
kullanilan tetrasiklinler mide-barsak iceriginin kalsiyumdan zengin olmasi durumunda gerekli
antibakteriyel etkilerini gostermezler. Iki degerli mineraller ise fluorokinolonlarin etkisini

onemli Olciide azaltirlar.

Viicutta bulunan dogal bariyerler antibiyotiklerin kullanimin1 onemli 6lciide kisitlayabilirler.
Serdz zarlar; penisilinlerin gecisine izin vermezken tetrasiklinler ve fluorokinolonlar bu
zarlan kolayca asabilirler. Plasenta, antibiyotiklerin gecisinde énemli bir engel olusturmaz.
Cogu antibiyotikler plasentadan kolayca penetre olurlar. Siilfonamid-trimetoprim karigimlari,
fluorokinolonlar ve Ampisilin goz sivisina yiiksek oaranda gecebilir. Kan-beyin bariyerini
fluorokinolonlar, siilfonamidler, rifampin, izoniazid ve metronidazol kolayca gecerken
penisilinler, sefalosporin, tetrasiklinler ve kanamisin yangili durumlarda gecebilir.
Streptomisin, gentamisin ve eritromisin ise kan-beyin bariyerini gecemez (Sanli, Y., Kaya, S.,

1994).
2.6 Antibakteriyel Ilaclar Arasinda Etkilesme Tipleri

Antibakteriyel ila¢ kombinasyonlarinin bakteri iiremesini inhibe edici ya da bakterileri
Oldiiriicii etkisinin derecesini, bunlarin tek baslarina gosterdikleri etkinin derecesi ile
karsilastirmak suretiyle soz konusu ilaglar arasindaki etkilesmenin ii¢ sekilde olabildigi

saptanmistir.

1. Additif etki ve sinerjizma: iki antibakteriyel ilac1 bir arada uygulanmasi durumunda
elde edilen etki, bu ilaclarin tek basina uygulanmalar1 halinde elde edilen bireysel
etkilerin toplamina esitse bu sekilde etkilesim additif etkilesim ya da sumasyon olarak

adlandirilir. Eger ilaclarin kombinasyonu bu ilaglarin tek baslarina kullaniminda daha
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fazla antibakteriyel etki gosteriyorsa bu tip etkilesmeye de sinerjizma ya da sinerjiztik

etkilesime ad1 verilir.

2. Antagonizma: Antibakteriyel ila¢ kombinasyonunun etki giicii, ilaglarin en
giicliisiiniin tek basina gosterdigi etkiden daha diisiik ise ortaya cikan etkilesim

antagonizma ya da antagonistik etkilesme seklinde kendini gosterir.

3. Aldirmazhk: Giiclii bir antibakteriyel ilaca daha az giiclii bir digerinin ilavesi
birincinin antibakteriyel etki giicline belirgin artma veya azalma katkis1 saglamiyorsa

buna da aldirmazlik adi verilir (Kayalap, O., 1991; Sanli, Y., Kaya, S., 1994).
2.7 Antibakteriyel Tlaclarin Tanim ve Simflandirma

Enfeksiy6z hastaliklarin sagaltiminda antibiyotik 6nemi ikinci diinya savasinin sonlarina
dogru baslamistir. Fakat antibiyotik teriminin kaynagini olusturan “antibiosis” kavrami ¢ok
daha dnceden ortaya atilmistir. Bu kavram, ilk kez 1877 yilinda, saprofit bakterilerin antraks
basili lizerindeki inhibitor etkilerini gézlemleyen Pasteur ve Joubert tarafindan kullanilmastir.
Antibiosis olaymnin bazi mantar ve bakteriler tarafindan hazirlanan antagonist etkili
maddelerden ileri geldigi 1929°da A. Fleming tarafindan aciklanmustir. Penicillum tiiri
mantarlarin Stafilokoklar iizerindeki inhibitor etkilerini saptayan bu arastirici, ayni mantar
kiiltiirlerinden elde ettigi filtratlarin, fareleri Stafilokok enfeksiyonlarina karst korudugunu

deneysel olarak gostermistir (Sanli, Y., 1999).

Antibiyotiklerle yapilan sagaltim, penisilinin kesfi ve kullanima sokulmasi ile birlikte baslar.
Bu maddenin enfeksiy6z hastaliklar {izerindeki kesin etkisi anlasildiktan sonra, diger dogal
kaynakli antibiyotiklerin arastirilmasi yogunlasti. Bu amacla diinyanin cesitli bolgelerinden
saglanan toprak ornekleri, yeni antibiyotik cesitleri iiretimine olanak saglayacak kiif ve
aktinomiset tiirleri yoniinden bircok {iiniversite ve ilac endiistrisinin arastirma
laboratuarlarinda sistemli bir sekilde incelendi. Boylece, kloratetrasiklin (1942), streptomisin
(1944), polimiksin (1947), kloramfenikol ve kloramisetin (1950) ile diger antibiyotiklerin
kesfi kisa araliklar ile birbirini izledi. Bugiin icin yiizden fazla antibiyotik cesidi izole edilmis
ve yapilart agiklanmis olmakla beraber, bunlardan yeterli 6lciide kemoterapotik indekse sahip
olan 15 kadar1 halen yaygin olarak sagaltimda kullanilmaktadir (Dokmeci, 1., Akcasu, A.,
Banoglu, N., Berkarda, $., ve ark. 1992).
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Onceleri, antibiyotik iiretimin 6zel Roux siseleri kullanarak, yiizeyde kiiltiir iiretimiyle ve
sadece mikrobiyologlar tarafindan yapilamaktaydi. Bu iiretim yontemi, uzun ve masrafli
oldugu icin elde edilen ilk antibiyotiklerde cok pahaliya satilmaktaydi. Daha sonra
gerceklestirilen derin kiiltir yontemiyle 8 m® kiiltiir ortamu iceren biiyiik ficilarda siirekli
havalandirma sistemi uygulamak suretiyle cok bol miktarda ve ucuz fiyatla antibiyotik iiretme
olanag gelistirilmistir. Uretme islemi tamamlandiktan sonra kiiltiir ortamindaki antibiyotikler
filtrasyon, cesitli solventlerle ekstraksiyon, iyon degistirici genis kolonlarda absorbasyon ve
vakum altinda yogunlastirma gibi, temizleme islemleri ile arilastirilarak, kullanima hazir
duruma getirilirler. Bugiin tiim diinya da iiretilen yillik antibiyotik miktar1 binlerce tona

ulagsmistir(Sanli, Y., 1999).

Son yillarda kullanilan antibiyotik c¢esidinin artmasi, hepsinin de kimyasal yap1 yoniinden
ayrim gostermeleri degisik fiziksel ve kimyasal Ozelliklere sahip olmalar1 ve terapotik
niteliklerinin farkli olmasi nedenleriyle, bircok smiflandirma sekli Onerilmistir. Etkili
olduklar1 mikroorganizma tiiriine ve kullanim amacina gore antibiyotikler, a) antibakteriyel,
b) antifungal ve c) antimitotik etkili antibiyotikler olmak iizere, baslica ii¢ grupta toplanirlar.
Fakat son yillarda yayinlanan farmakoloji kitaplarinin biiyiik bir cogunlugunda antibiyotikleri
kimyasal yapilar1 arasindaki benzerlige ve ortak fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine gore
gruplandirarak incelemek genel bir kural haline gelmistir. Belirtilen bilimsel yaklagim sekline

gore, tiim antibiyotikleri asagidaki sekilde siniflandirmak olanaklidir. (Sener, S., 1990)

0 Aminoasit tiirevi antibiyotikler:

a. Iki aminoasit (sistein, valin) yapili olan betalaktam tiirevi antibiyotikler.
Penisilinler:

Dogal penisilinler:

Penisilin G, Penisilin V

Yari-sentetik penisilinler:

Penisilinaza dayanikli olanlar:

Metisilin, oksasilin, koloksasilin, dikloksasilin, nafsilin, flukoksasilin.
Aminopenisilinliler:

Ampisilin, amoksisilin, bakamsilin

Karboksipenisilinler,

Karbenisilin, tikarsilin, karindasilin

Ureidopenisilinler:

Piperasilin, mezlosilin, azlosilin
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Amidinopenisilinler:
Mesillinam ( amidinosilin)
Giiclendirilmis penisilinler
Amoksisilin + klavulanik asit
Ampisilin + sulbaktam
Sefalosporinler
Birinci kusak sefalospolinler
Sefazolin, sefalotin, sefaloridin, sefapirin, sefaleksin (oral), sefadoksil, sefredin (oral),
sefadroksil (oral)
Ikinci kusak sefalosporinler
Sefamandol, sefonisid, sefotetan, sefoksitin, sefuroksim, seftibuton, sefmetazol, sefetamet,
sefaklor(oral), sefuroksim (oral)
Uciincii kusak sefalospolinler
Sefotaksim, seftizoksim, seftriakson, latamosef ( moksalaktam), sefmenoksim, sefoperazon,
sefpiramid, sefpirom, seftazidim, sefsulodin sefiksin (oral)
Monobaktamlar: Aztreonam
Kabapenemler Imipenen
b. Basit aminoasit tiirevi antibiyotikler
Kloramfenikol, sikloserin azaserin
0 Aminoglikozid yapih antibiyotikler: Bu grupta yer alan bilesikler polisakkarid veya
sekerlerin aminli tiirevleridir.
Streptomisin, dihidrostreptomisin, kanamisin, gentamisin, neomisin, framisetin, paramomisin,
viyomisin
0 Makrolitler ve benzer yapih antibiyotikleri: Bu gruptaki bilesikler ortak bir
makrosiklik lakton halkas1 ve buna bagl bir ya da iki deoksiriboz molekiiliinden olusurlar.
Eritromisin, Spiramisin, Oleandomisin, Karbomisin, Linkomisin, Klindamisin
0 Az veya ¢cok kompleks yapil siklik veya heterosiklik bilesikler:
Tetrasiklinler, Fenoksazamin, Siklohekzimid veya aktidion, Novobiosin
0 Polipeptid yapih antibiyotikler: Kompleks bir polipeptid yapiya sahip olan bu
gruptaki bilesikler cogunlukla bakteri kiiltiirlerinden elde edilirler.
Basitrasin, Polimiksin, Tirotrisin, Kolitsin, Aktinomisin
0 Birlesik poliyenik sistem iceren antifungal etkili antibiyotikler:
Bu gruptan antibiyotikler dort ¢ift veya daha fazla doymamis baga sahiptirler.

Nistatin, Grizeofulvin, Amfoterisin B, Trikomisin,Rimosidin, Flusitozin, Piramisin
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0 Rifamisisinler:

Rifamisin, Rifampin

0 Streoid yapih antibiyotikler: Fusidin

0 Dogal niikleosid analogu antibiyotikler: Uridin ve adenozin gibi niikleosidler
yapisinda olan, nispeten basit yapili antibiyotikler: Bu gruptaki bilesikler, adenozin ve iiridin
gibi cok 6nemli role sahip dogal niiklesitlerin birer analogu niteligindedirler ve iki alt gruba
ayirirlar.

a. Adenozin analogu antibiyotikler: Puromisin, Tubersidin, Dekoyinin, Psikofuranin,
Koridsepin, Nebularin

b. Uridin niikleosidi anologu olan antibiyotikler:

Sovdomisin

(Akkan, H.A., Karaca, M., 2003; Sanli, Y., 1999)

2.8 Beta-Laktam Antibiyotikler

Bu gruptan antibakteriyel ilaglar, yapilarinda ortak beta-laktam halkasi tutarlar. Antibakteriyel
etkinlik icin kesinlikle gerekli olan bu halka, biri azot ve ii¢ adet karbondan olusan doymus
bir yap1 sergiler. Baz1 antibiyotik ¢esitlerinde yalnizca beta-laktam halkasi bulunur. Belirtilen
yapiya sahip olanlar monobaktam antibiyotikler diye adlandirilir. Beta-laktam
antibiyotiklerde ise, beta-laktam halkasina 5 ya da 6 karbonlu 2. bir halka baglanmistir. Beta-
laktam grubu antibiyotikler baslica: penisilinler ( penam halkas1 tutarlar), sefalosporinler
(sefam halkasi icerirler), karbapenemler ve monobaktam’lardan olusur( Sanli, Y., Kaya, S.,

1994).

2.8.1 Penisilinler

Penisilinin antibakteriyel etkinligi ilk defa 1929’ da A. Fleming tarafindan Penicillium
notatum adli bir mantarda bulunmustur. Cesitli penisilin tiirleri icinde Penisilin G
(benzilpenisilin) ve penisilin V (fenoksimetilpenisilin) klinikte en fazla kullamilan dogal
penisilinlerdir. Bunlardan daha iistiin 6zellikte olan penisilinlerin sentezi de yapilmistir.

Biitiin penisilinlerde temel yap1 6-APA (6-Aminopenisilanik asit) dir. 6-APA bir tiazolidin

halkas1 ve buna bagl dortlii bir beta-laktam halkasindan olusur.

Penisilinler kuru toz halinde bozulmadan uzun siire kalabilirler. Sudaki soliisyonlar1 da oda
sicakliginda 24 saat icinde etkinligini yitirir. Bu nedenle enjeksiyonluk penisilin miistahzarlari

viyal i¢inde kuru toz halinde bulunur.
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Penisilinler bakteri hiicre duvarinin sentezini inhibe etmek suretiyle antibakteriyel etki
yaparlar. Biiyiime ve iiremesi hizli olan bakteri popiilasyonu iizerinde daha kuvvetli bir

bakterisid etki gosterirler.

Penisilin preparasyonlarinin etkinligi, iinite ile ifade edilir. Ancak, bazi yar1 sentetik

preparasyonlarin dozu mg olarak ifade edilmektedir. Yaklasik 0,6 ng=1 1.U. dir.

Penisilinlerin enjeksiyonluk sekilleri genellikle kas icine enjekte edilir. Agir enfeksiyonlarda
infiizyon seklinde verilir. Absorbsiyondan sonra viicut sivilart ve dokular i¢ine serbestce
dagilirlar. Yanliz serebrospinal siviya gecemezler. Ancak menenjit durumunda gegirgenlik

artacagindan, BOS'a yiiksek konsantrasyonda gecerler [1].

2.8.1.1 Penisilinlerin Kaynaklar1 ve Kimyasal Ozellikleri

Giiniimiizde penisilin biiylik ol¢iide Penicillium notatum ve Penicillium chrysogenum
tirlerinden elde edilir. Penisilinin sentezi ¢cok gii¢c ve pahali oldugu i¢in ticarette bu yoldan
genellikle yararlanilmaz. Biyolojik yolla penisilin iiretimi cogunlukla yiizeysel ve derin kiiltiir
yontemi olmak iizere, baslica iki yolla yapilir. Sinirli bir kullanim alanini olan birinci iiretim
yonteminde kiiltiir ortami1 jelozdan hazirlanir. Cok yaygin kullanilan derin kiiltiir yonteminde
ise, penisilin tiirline gore secilen prokiirsor maddelerle hazirlanan sentetik kiiltiir
ortamlarindan yararlanilir. Genis ficilarda yapilan liretme islemlerinden sonra, ortamdaki
penisilin organik c¢oziiciilerle ekstraksiyon yapilmak suretiyle ayrilir ve 6zel yontemlerle
arlagtirilir. Onceleri sari, amorf ve ar1 olmayan penisilin seklinde iiretimi yapilirken

giiniimiizde penisilin yiiksek derecede arilastirilmis beyaz kristalize bir toz halinde hazirlanir

[1].

Antibakteriyel etki icin 6-aminopenisillanik asit halkasinin biitiinliigiinii korumas1 gerekir.
Yan zincirler, etki siiresi, emilme orani1 ve dayamiklilik gibi, penisilinleri diger ozellikleri
tizerinde etkili olurlar. Eger B-laktam halkasi, baz1 bakterilerce salgilanan penisilinazlar veya
B-laktamazlar ad1 verilen enzimler tarafindan parcalanirsa, penisilloik asit meydana gelir. Bu
madde, antibakteriyel etkiden yoksundur; fakat canli yapida hapten rolii oynar ve serum
proteinlerine baglanmasi sonucu antijen 6zelligi kazanir. Boylece penisilloik asit, penisiline
kars1 antikor olusmasindan ve buna bagl olarak alerjik reaksiyonlarin meydana gelmesinden

sorumludur.
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Dogal penisilinler, serbest asit halinde suda cok az ¢oziiniirler; 1s1, rutubet ve hava ile
degisimleri sonucu hizla etkinliklerini kaybederler. Bu nedenle de dayanikliliklar1 ¢ok azdir.
Belirtilen sakincalarin giderilmesi icin penisilinlerin daha dayanikli olan inorganik ve organik
tuzlar hazirlanmistir. Giiniimiizde insan ve hayvan sagaltiminda biiyiik bir cogunlukla
sodyum, potasyum ve prokain tuzlart halinde kullanilirlar. Biiyiik 6l¢iide kullanilan penisilin
G sodyum ve potasyum tuzlari suda kolaylikla ¢oziindiikleri i¢in hizla emilirler ve dolayisi ile
etkileri c¢ok kisa siirer. Penisilinlerin etkilerini uzatmak amaciyla organik tuzlar
gelistirilmistir. Boylece penisilin G’ nin bir molekiil prokain ile birlestirilmesiyle, suda daha
az ¢oziinen ve enjeksiyon yerlerinden yavas emilen, dolayisiyla etki siireleri daha uzun olan

penisilin G prokain tuzu elde edilmistir (Sanli, Y., 1999).

2.8.1.2 Penisilinlerin Antibakteriyel Spektrumu

Tiim penisilin tiirevlerinin antibakteriyel spektrumu dardir ve 6zellikle gram pozitif ve bazi
gram negatif kokuslar iizerinde etkilidirler. Bu ozellikleri nedeniyle de halen hayvanlarin
streptokoksik enfeksiyonlarinda kullanilan en iyi antibiyotik niteligini korumaktalar. Diger
gram pozitif bakteri tiirleri iizerindeki etkileri ikinci derecede kalir. Gram negatif ve aside

dayanikl basiller, protozoalar, viriislerin biiyiik bir kismi1 penisilinlerden etkilenmezler.

2.8.1.3 Penisilinlerin Dayanikliligim1 Degistiren Etmenler

Penisilinler, fazlaca kullanilan antibiyotikler icerisinde en az dayanikli olan bilesiklerdir. Bu

nedenle kullanimlari sirasinda asagidaki hususlara dikkat edilmesi gerekir.

Rutubet: Penisilinler ¢cok higroskopik maddelerdir; yiiksek rutubetli ortamda hidrolize olarak
hizla bozulurlar. Kuru toz halindeki tuzlar1 2-3 yil bozulmaksizin saklanabildikleri halde, ayni
tuzlarin tamponlanmamus sulu ¢ozeltileri 4 °C” deki 7 giin bekletildiklerinde etkinliklerinin %
16'sm1 ve 24 °C’ de aym siireyle bekletildiklerinde de % 78'ini kaybederler. Eger taze
hazirlanmis penisilin ¢ozeltileri derhal bir sogutucuya konursa, bir hafta siireyle kullanilabilir;

fakat en giivenli olan1 4 giin icerisinde kullanilmasidir.

pH: Asit ve alkali ortamda penisilin ¢ozeltilerinin etkinligi hizla kaybolur. pH 6-6.5 arasinda
tutulan penisilin ¢ozeltileri uzun siire bozulmaksizin kalirlar. Ayrica cozeltileri stabilize etmek
icin fosfat ve sitrat tamponlart da kullanilabilir. Sodyum sitrat katilmis penisilin G sodyum

¢cozeltileri 4°C” de 2 hafta ve 24 °C” de 3 giin siireyle % 90 oraminda etkinligini korur. Sitrat
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tamponu iceren prokain penisilin siispansiyonlarinin etkinligi 2 yilda ancak % 5 oraninda

azalir. Yogun c¢ozeltileri seyreltik ¢ozeltilerinden daha hizli bozulur.

Isi: Daha onceki paragraflarda da kismen deginildigi gibi, penisilinlerin bozulma hiz1 1s1yla
birlikte artar ve kuru toz halindeki penisilinler otoklavla sterilizasyonda veya 100°C derecenin
istiinde 1sitildiginda dekompozu olur. Bu nedenle biitiin enjeksiyonluk c¢ozeltilerinin aseptik

yontemlerle yapilmasi gerekir.

Enzimler: Steril sulu ¢ozeltiler halinde tutulan penisilinlerin dayamiklilik siireleri artar.
Havadan veya sudan ileri gelen mikrobik kirlenme sonucu E. coli gibi penisiline dayanikli
mikroorganizmalarin penisilin cozeltilerinde de penisilinaz salgilamalar1 nedeniyle, hizla
penisilini pargalarlar. Bir¢ok mikroorganizma tiirii penisiline-dayaniklilik derecelerine
bakilmaksizin degisen miktarlarda ve saptanabilir oranlarda penisilinaz enzimi salgilarlar.
Keza - sindirim kanalindaki bazi enzimatik etkiler (amidazlar) ve pH durumunda bu yoldan

verilen penisilinin par¢alanmasindan sorumludur.

Diger etmenler: Penisilinler bakir, civa, demir, ¢inko ve ozellikle lastik tika¢c ve damlalik
iretiminde fazlaca kullanilan aliiminyum gibi, bir grup metalden olumsuz yonde etkilenirler.
Metaller penisilinlerin tiazolidin halkasina etkiyerek pargalarlar. Keza sistein gibi alkolik
veya tiyol gruplari iceren organik maddelerde penisilinlere antagonistik etki gosterirler. Bu
nedenle alkolle dezenfekte edilen veya alkol i¢inde tutulan enjektorlerin kullanilmadan 6nce

damutik ve steril su ile ¢alkalanmasi gerekir.

Standardizasyonlari: Dogal penisilin preparasyonlarinin etkinligi Oxford birimiyle (0.U)
degerlendirilir. Ayn1 birim daha sonra standart internasyonal birimi (iU.) olarak da kabul
edilmistir. Bir internasyonal penisilin birimi, 0.6 mikrogram miktarindaki ar1 kristal
benzilpenisilin G sodyum etkinligine esdegerdir. Ayn penisilin ¢esidinin 1 mg'lik miktar1 ise
1667 Oxford birimi etkinligine sahiptir. Penisilin preparasyonlarinin etkinligini biyolojik
olarak degerlendirmek icin, bunlarin Bacillus subtilis'in duyarh bir susunun gelismesini inhibe
eden miktar1 standart benzilpenisilin G sodyum'un ayni derecede inhibisyon yapan miktari ile
karsilastirilir. Yeni gelistirlen yari-semietik penisilin preparasyonlarinin etkinligi ve dozu
agirlik birimiyle veya en iyisi mg hesabiyla degerlendirilir. Cesitli penisilin tiirevlerinin belli
bir agirlik biriminde gosterdikleri antibakteriyel etkinlik az cok ayrim gosterir. Diger bir
anlatimla penisilin tiirevleri arasinda genellikle nitel degil, fakat nicel farklar vardir. Agirhik

esasina gore etkinlik yoniinden en etkin penisilin tiirli, penisilin G' dir. Bununla beraber
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sagalttmda kullanilan penisilin preparasyonlarmin 1 mg' nin etkinligi 1500 1.U 'den olmamasi

gerekir.

Etki sekilleri: Penisilinler, antibakteriyel etkilerini, hem bakterisid ve hem de bakteriyostatik
olarak etkimek suretiyle gosterirler. Mikroorganizmalarla deginiminden hemen sonra
bakterisid etki gostermemekle dezenfektanlardan ayrilirlar. Bakterisid etkilerini, yapilarinda
muramik asit iceren hiicre duvari mukopeptidlerinin sentezini inhibe etmek suretiyle

gosterirler.

Penisilinlerin antibakteriyel etkileri baslica hiicre zar1 sentezinin inhibisonuna dayandig igin,
gelisimini tamamlanmis ve hiicre duvar1 etkin olmayan bakteriler iizerinde herhangi bir
etkileri olmaz. Insan ve memeli hayvan hiicre duvarlart muramik asit icermediginden
penisilinlerden etkilenmezler. Penisiline dayanikli mikroorganizmalar i¢in de ayni durum s6z

konusudur (Sanli, Y., 1999; Sanl1, Y., Kaya, S., 1994).

2.8.1.4 Zehirlilikleri Ve Halk Sagh$ Yoniinden Onem Tasiyan Ozellikleri

Penisilinler, yan etki niteligindeki alerjik reaksiyonlar hari¢ tutulursa, her c¢esit klinik

kullanimlarda penisilinler tiim antibiyotikler icerisinde en az toksik etkili olan maddelerdir.

Giiniimiizde kullanilan penisilin tiirevlerinin toksik ve yan etkilerini asagidaki sekilde

gruplandirarak incelemek daha uygun olur.

Alerjik Etkileri: Alerji yapma 06zelligi biitiin penisilin tiirlerinde vardir. Bir penisilin tiiriine
karst duyarli olan bir hasta, diger penisilin tiirlerine de duyarlidir. Antijen rolii oynayan
faktor, penisilin metabolizma iiriinii olan penisiloik asit ve 6-aminopenisilanik asidin

proteinlerle yaptig1 komplekstir.

Penisilinlere bagl alerjik reaksiyon, iirtiker, diger cilt dokiintiileri ve anjiyonorotik 6dem
seklindedir. Akut sistemik anaflaksi (anaflaktik sok), penisilinlerin en ciddi yan etkisidir.
Hatta bazen 6liimle sonuglanabilir. Penisilin alerjisi olan kisilerin bazilarinin sefalosporinlere
de alerjisi oldugu saptanmistir. Penisilin tedavisine baslamadan Once hastaya daha Once
penisilin verilip verilmedigi, reaksiyon yapip yapmadigi mutlaka sorulmalidir. Penisilin

alerjisi siiphe edilen bir kimseye ila¢ verilmeden 6nce su 6nlemler alinmalidir.

= Adrenalin, hidrokortizon ve antihistaminik ampulleri enjektore ¢ekilmis olarak hazir

bulundurulmalidir.



19

* Penisilin enjeksiyonu kolun asagi kismina, gerektiginde turnike uygulanabilecek

sekilde yapilmalidir.

» Once intradermal olarak 10 U dozunda yapilir. Reaksiyon olmazsa yarim saatlik
aralarla doz arttirilarak verilir. Reaksiyon olmazsa istenilen sekilde ve dozda

paranteral penisilin verilir.

= Alerjik reaksiyon goriildiigii takdirde 0,5-1 mg adrenalin ve glukokortikoid verilir.
Asidozu oOnlemek icin sodyum bikarbonat, kan basincimi yiikseltmek icin de

noradrenalin veya dopamin fizyolojik sivilara eklenebilir.

Yalin Toksik Etki: Penisilinlerin yalin toksik etkileri ¢ok zayiftir. Yiiksek dozda
verildiklerinde penisilinin yanmindaki katyonlara (Na*, K*) bagh toksik etkiler olusabilir.
Hipertansif hastalarda, bobrek yetmezligi olanlarda, konjestif kalp yetmezligi ve diger
Odemli durumlarda zararli etki olusturabilirler. Oral yoldan yiiksek dozda
kullanildiklarinda bulanti, kusma ve diyare yapabilirler. Genis spektrumlu penisilinler

uzun siireli tedavilerde barsakta flora bozulmasina bagh siiper enfeksiyon olusturabilirler

[1].

29 Aminoglikozid Antibiyotikler

Bu grupta yer alan antibiyotikler Aminoglikozid yapilidirlar ve molekiillerdeki polikatyonik
gruplardan dolay1 oldukca kuvvetli baz niteligine sahiptirler. Antibakteriyel etkileri bazik
ortamda daha fazla artar. Genellikle siilfat tuzlar1 seklinde kullanilirlar. Sudaki ¢ozeltileri

bozulmaksizin, oda sicakliginda uzun siire saklanabilir.

Streptomisin grubu olarak da taninan bu grupta baslica streptomisin ve dihidrostreptomisin,
gentamisin, kanamisin, neomisin, paramemisin, tbramisin, spektinomisin, viyomisin ve

amikasin bulunur.

Bakterilerde 30S’ lik ribozomal alt liniteye baglanarak protein sentezini bozmak suretiyle
etkilerini gosterirler. Genellikle mide-barsak kanalindan c¢ok az emildikleri icin parenteral
yollardan veya yerel olarak kullanilirlar. Sagalim dozlar ile sekillenen etkili kan
yogunluklarinda bazilar1 bakteriyostatik (streptomisin gibi), digerleri de bakterisid etki

(gentamisin gibi) gosterirler.
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29.1 Streptomisin

Streptomisin, gram negatif bakteriler etkili olabilecek antibiyotiklerin arastirilmasi sonucunda
1944> de Waksman, Schatz ve Bugie tarafindan Streptomyces griseus Xiiltiirlerinden izole

edilmistir.

2.9.1.1 Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Streptomisin kuvvetli bir bazdir; asitler ile tuzlar meydana getirir. Sagaltimda biiyiik
cogunlukla siilfat ve daha az ol¢iilerde de hidrokloriir ve pantotenat tuzlari ile kalsiyum kloriir
kompleksi halinde kullanilir. Tiim streptomisin tuzlari kokusuz, hafif ac1 lezzetli, beyaz,

kristalize toz halindedirler. Suda kolayca ¢oziiniirler; fakat organik ¢oziiciilerde ¢coziinmezler.
2.9.1.2 Dayamklihg:

Streptomisin, penisiline gore nispeten dayanikli bir yapiya sahiptir. Kuru toz halinde bir
aydan fazla bozunmadan kalabilir. Kapali siseler icerisinde iki yildan fazla etkinligini korur.
28 °C dolayindaki sicaklikta etkinligi hizla kaybolur. Bununla beraber, streptomisin penisilin
kadar sicakliktan etkilenmez; ancak yiiksek 1sida parcalanma hizi arta. Pratikte tamponsuz
olarak hazirlanmis c¢ozeltileri sogutucuda korunmak kosuluyla bir hafta icerisinde

kullanilabilir.

Kuvvetli asit ve alkali ortamda hizla bozulur; pH degeri 3’ den kiiciik ve 8 den yiiksek
ortamlarda hidrolitik parcalanmast hizlanir ve doniisiimsiiz bir sekilde yikimlanir. Sodyum
sitrat ve tamponlanmis sulu ¢ozeltileri onemli bir etkinlik kaybina ugramaksizin bir yil siire

ile saklanabilir.

Oksitleyici ajanlarin bir¢ogu (hdroksilamin gibi) streptomisinin etkinligini azaltir. Giiniimiize
degin penisilinazlar derecesinde streptomisini parcalayan bakteriyel bir enzimin varligi
saptanmamistir. Ancak streptomisine direngli bakteri suslarinin gelistigi ve hatta gelisimleri
icin streptomisine gereksinim gosteren suslarin varligi bilinmektedir. In vitro kosullarda
antibiyotigin bulundugu ortamda yapilan birkac pasaj sonunda ve in vivo kosullarda da birkag

giin icerisinde bakteriyel direnc¢ gelisebilmektedir.
2.9.1.3 Antibakteriyel Etki Spektrumu

Streptomisin, genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Fakat duyarli mikroorganizmalar iizerinde

penisiline esdeger bir etki elde edebilmek icin 50-100 kat1 daha fazla streptomisin gerekir.
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Bilhassa Pasteurella, Brucella, Hemophylus, Salminella, Klebsiella, Shigella ve

Mycobacterium tiirii bakteriler izerinde etkilidir.
2.9.14 Zehirliligi

Streptomisin, ihmal edilemeyecek derecede toksik etkili bir antibiyotiktir. Histamin yapilh
kirliliklerden yoksun oldugu halde baslica akut, kronik ve yerel duyarlilik belirtileri gibi

olumsuz etkileri vardir.

Ila¢ kullanimina baglh olarak sekillenen hasarin derecesine gore dnce bas donmesi ve ilerlemis

olaylarda da doniisiimsiiz sekilde denge yetenegi kaybolur.
2.10 Mikroorganizmalarin Uretildigi Ortamlar

Mikroorganizmalarin uygun cevre kosullart saglanarak cogaltilmalart islemine iiretme
diyoruz. Mikroorganizmalarin iiretilmeleri i¢in gerekli maddeleri iceren hazirlanmis ortamlar
besiyeri olarak adlandirlir. Besiyerleri, mikroorganizmalarin iiretilebilmeleri disinda,
benzerlerinden ayirt edilebilmelerinde ve Ozelliklerinin belirlenmelerinde kullanilir.
Mikroorganizmalarin canli ortamlarda iiretilebilmeleri i¢in, deney hayvanlarindan ve doku

kiiltiirlerinden yararlanilir.

Baz1 mikroorganizmalar basit inorganik maddelerle beslenirler. Organik maddelere ihtiyag
gostermeyen bu mikroorganizmalara ototrof mikroorganizmalar adi verilir. Eger
mikroorganizma gerekli enerjiyi inorganik maddelerden oksidasyon yoluyla elde ederse
bunlara kemo ototrof mikroorganizmalar adi verilir. Ototrof mikroorganizmalar enerjilerini

giines 15181indan saglarlarsa bunlara da foto ototrof mikroorganizmalar ad1 verilir.

Beslenmeleri icin en az bir organik maddeye ihtiya¢ gosteren maddelere heterotorof
mikroorganizmalar denir. Kemoheterotrof ve fotoheterotrof 0Ozellikler burada da soz

konusudur.

Mikroorganizmalarin iiretilme nedenleri:

Mikroorganizmalarin iiremeleri, insan sagligi acisindan tanimsal amag tasir. Hastalik yapici
etkenlerin ilgili viicut bolgelerinden iiretilmeleri sonucunda hastalifin adinin belirlenmesi
imkan1 dogar. Takiben patojen mikroorganizmalarin yine besiyerlerinde antimikrobik
maddelere duyarliliklart saptanabilir. Saglikli tedavi yaklagimlar1 gerceklesir. Ayrica tedaviye

cevap alinip alinmadig testlerle belirlenebilir. Cevremizde bulunan ve insan sagligina etkili
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su, siit, cesitli yiyecek maddeleri, baz1 ortam, ara¢ ve gereclerin mikroorganizma tasimalari

acisindan zaman zaman kontrol edilmeleri toplum ve cevre sagligi acisindan onem tasir.

Mikroorganizmalardan asi, antiserum, antijen gibi gerekli maddelerin elde edilmeleri ve

bilimsel aragtirma amagli olarak iiretilmeleri gerekir.

2.10.1 Mikroorganizmalarin Besleme ve Uremeleri icin Gerekli Maddeler

Mikroorganizmalarin canlilik faaliyetlerini siirdiirebilmeleri i¢in bazi ihtiyaclar1 vardir. Bu

ihtiyaglarindan beslenme ve iiremeleri icin gerekli faktorler asagida belirtilmigtir.

Su

Bakteri hiicresinin %70-90'im1 su olusturur. Suyun yeterli olmadig1 ortamda bakterilerin

tiremesi diisiiniilemez. Metabolizma icin gerekli cogu maddeler suda ¢6ziinmiis olmalidir.

Karbon Kaynag

Bakteri hiicresinin yap1 taslarmin sentezi icin gereklidir. Polisakkarit, lipid ve proteinlerin
yapisinda gerekli karbonlar icin; CO2, karbonatlar ve organik kaynaklar kullanilir.

Azot Kaynagi

Bakterilerin protein yapisina girer ve ayrica niikleik asitlerin bununla ilgili purin, primidin ve
cesitli enzimlerin yapisinda bulunur. Azot kaynagi olarak, amonyum tuzlari, nitrit, nitrat ve
aminoasitlerden yararlanilir.

Mineraller

Mikroorganizmalarin ~ ve  enzimlerinin  yapilarinda  cesitli  mineraller  bulunur.
Mikroorganizmalar i¢in gerekli en Onemli mineraller, kiikiirt, fosfor, magnezyum, kalsiyum,
demir, potasyumdur.

Hidrojen Verici ve Hidrojen Alict Maddeler

Biitiin mikroorganizmalar hidrojen verici nitelikteki enerji kaynagi maddelere ihtiyac
gosterirler. Bu nedenle okside olabilen maddeler gerekir. Hidrojen alict maddeler ise, aeroplar
icin oksijen, anaeroplar i¢in inorganik veya organik bilesiklerdir.

Gelisme Faktorleri ve Vitaminler

Baz1 bakteriler bu maddeleri kendileri sentez edebildikleri halde bazi bakteriler 30-40 temel
maddeye gereksinim duyabilirler. Mikroorganizmalarin gerek duyduklar1t  gelisme
faktorlerinden bazilari biotin, riboflavin, piridoksin, nikotinik asit... gibi maddelerdir.

Oksijen

Bakterilerin bir grubu iiremeleri i¢in mutlak oksijen varligina ihtiya¢c duyarken, bir kismi i¢in

ortamda hi¢ oksijen bulunmamas: gereklidir. Baz1 bakteriler ise ortamda oksijen bulunsun
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veya bulunmasin rahatlikla iireyebilirler. Bir grup bakteri ise diisiik miktardaki oksijen
varliginda iireyebilir.

Karbondioksit

Ototrof ve heterotrof bakteriler i¢in karbondioksit hayati 6nem tasir. Bazi tibbi 6nemi olan

bakterilerin % 5-10 CO2'li ortamda iiremeleri daha kolay olur.

2.10.2 Mikroorganizmalarin Uremelerinde Etkili Faktorler

Mikroorganizmalar ortamin sicakligi, basinci, asitlik/bazligi ve oksidasyon kosullarindan
etkilenirler. Bu kosullar mikroorganizmalarin yasamsal faaliyetlerinde de degisiklikler
olusturur. Ozellikle mikroorganizmalarin iiremeleri iizerinde farkl1 etkileri vardir. Bu etkiler

asagida ayrintilari ile belirtilmistir.
Is1

Her bakterinin iireyebildigi bir minimum bir de maksimum 1s1 derecesi bulunmakla birlikte,
en iyi lireyebildigi optimal 1s1 derecesi vardir. Is1 degisikliginden en ¢cok bakteriyel enzimler

etkilenir. Bakteriler iireyebildikleri 1silara gore ii¢ guruba ayrilirlar.

Psikrofil bakteriler: Bu grupta daha ¢ok su ve toprakta yasayabilen saprofit bakteriler
yer alir. Genellikle -8° ile 15°C arasinda iireyebilirler.

Mezofil bakteriler: Insanlarda ve hayvanlarda hastalik yapan bakterilerin biiyiik bir
kismi bu grupta yer alir ve 20° ile 45°C arasindaki 1silarda iireyebililer. Bu bakteriler viicut
1s1s1 olan 37°C'de iiretilirler.

Termofil bakteriler: Isiy1 seven bakterilerdir. Termofil bakteriler 50°C'nin tizerindeki
1silarda iireyebilirler. Ozel protein yapisi ve enzime sahip olduklarindan yiiksek 1silarda
denatiire olmazlar.

Hidrojen Iyon Yogunlugu

Ortamin hidrojen iyon konsantrasyonu (pH) baska bir deyisle ortamin asit veya alkali olmas1
mikroorganizmalarin tiremesini etkiler. Her bakterinin tireyebildigi minimum ve maksimum
pH degerleri vardir. Genelde bakteriler pH 6-8 arasinda iyi tiremekle birlikte en iyi pH 7,2 -
7.4 de irerler.

Osmotik Basing

Bakterilerin sitoplazmasinda 5—10 atmosferi bulan osmotik basin¢ vardir. Mikroorganizmalar
belirli bir mekanizma ile hiicre icindeki osmotik basinci dengede tutarlar. Bu durum potasyum
(K+) iyonunun aktif olarak hiicre icerisine alinmasi ve pozitif yiiklii bir organik madde olan

putrescine'nin disar1 atilmasi ile saglanir. Bazi mikroorganizmalar ise beslenip iireyebilmek
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icin yiiksek osmotik basin¢h ortamlara ihtiya¢ duyarlar. Bunlara halofil mikroorganizmalar
denir.

Oksidasyon Rediiksiyon Potansiyeli

Ortamda oksidan yani elektron verebilme giiciindeki maddelerle elektron alabilme
yetenegindeki rediiktan maddeler bulunur. Oksidan maddelerin fazlaliginda oksidasyon-
rediiksiyon potansiyeli yliksek, rediiktan maddelerin fazlaliginda ise diisiik olur. Baz1 bakteri
gruplar1 diisiik oksidasyon rediiksiyon potansiyelinde {iireyebilirken, bazilar1 da yiiksek
potansiyelde iireyebilirler.

Bir ortamda elektron verici (oksidan) veya alict (rediiktan) giic (oksidasyon rediiksiyon
potansiyeli) milivolt cinsinden Ol¢iilmekte ve (Eh) simgesi ile ifade edilmektedir. Anaerop

mikroorganizmalarin iireyebilmesi i¢in besiyerinin Eh derecesi 0.2 milivolt olmalidir.

2.10.3 Besiyerlerinin Simiflandirilmasi

Insan ve hayvanlarda gesitli mikroorganizmalar hastalik olustururlar. Bu mikroorganizmalarin
izolasyonu, tanimlanmasi ve iiretilmesinde besiyerleri kullanilir. Besiyerleri canli ve cansiz
ortamlar olarak ikiye ayrilirlar. Canli ortamlar olarak siklikla hiicre kiiltiirleri, embriyonlu
yumurta ve deney hayvanlarindan yararlanilmaktadir.

Cansiz ortamlar, genellikle bakterileri izole etme, iiretme, cesitli testleri uygulamak suretiyle
ayiricl tani yapabilmede kullanilan sivi veya kati basiyerleridir. Klinik 6rneklerden ekim
yapilirken {iiretilmesi diisiiniilen mikroorganizmanin 6zelliklerine gore uygun olan besiyeri
veya besiyerleri secilmelidir. Besiyerleri kullanim amaci iceriklerine gore gruplara

ayrilmaktadir. Besiyerleri agsagidaki bagliklar altinda toplanarak, kisaca anlatilacaktir.

2.10.3.1 Genel Kullanim Besiyerleri

Giinliik (= rutin) laboratuvar calismalarinda kullanilan, insan ve hayvanlarin normal flora
iiyeleri ile bir cok hastalik etkeni mikroorganizmanm iireyebildigi besiyerleridir. Ureticilik
ozelliklerine gore temel ya da basit maddeler ile zenginlistirilerek hazirlanmis olmak iizere iki

cesit genel kullanim besiyeri bulunmaktadir.

Temel (basit) besiyerleri; et suyu, pepton, tuz gibi maddelerden hazirlanmaktadir. En sik
kullanilan s1v1 besiyerine buyyon denir. Buyyona agar eklenmek suretiyle elde edilen basit
besiyerine ise jeloz denir.

Zenginlistirilmis besiyerleri, temel besiyerlerine kan, serum, glikoz, yumurta gibi maddelerin
ilavesi ile hazirlanir. Basit besiyerlerinde iiretilemeyen baz1 mikroorganizmalar bu ortamlarda

uiretilebilirler.
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2.10.3.2 Ozel Besiyerleri

Uremeleri giiclik gosteren bazi  mikroorganizmalarin iiretilmeleri icin hazirlanan
besiyerleridir. Bu tiir besiyerleri c¢alisma amacina gore hazirlanarak kullanilir ve daha

kompleks yapidadirlar (Bilgehan, H., 2004).

2.10.4 Besiyerlerinde Uremelerin Degerlendirilmesi

S1v1 besiyerlerinde ekimi takiben olusan bulaniklik, tortu ya da zar olusumu tiremeyi gosterir.
Ureme, bir 6ze dolusu alman sivimin preparat yapilarak boyanmasi ve mikroskopta x100
biiylitmede incelenmesi ile belirlenir.

Kati1 besiyerlerinde iireme, koloni olusumu ile gézlenir. Her bir mikroorganizmanin bir koloni
olusturdugu kabul edilir. Kolonilerden alinan parcalarin bir baska besiyerine ya da deney
hayvanina aktarilmasi islemine pasaj adi verilir. Koloni ozellikleri bakteri tiirline gore
farkliliklar goOsterir. Bu farkliliklar bakterileri tanimlamada bize yardimci olur. Bununla
birlikte bakteriler farkli besiyerlerinde farkli koloniler olusturabilirler.

Bir bakteri kolonisinde, koloninin biiyiikliigii, sekli, koloni kenarlarinin ve yiizeyinin diizgiin
olup olmadigi, koloninin mat ve parlaklik durumu, rengi, kokusu, kivami ile kanl

besiyerlerinde olugmus bir koloni ise, hemoliz yapip yapmadig1 gozlenerek belirlenir.

Besiyerlerinde mikroorganizmalarin iiremelerinin saglanmasi disinda onlara ait cesitli
biyokimyasal oOzellikler ile enzimatik aktiviteler belirlenebilir. Besiyerine katilan
karbonhidratlardan asit ve/veya gaz olusumu sitratin karbon "C" kaynagi olarak kullanilmasi,
tireli bir ortamda iireaz enziminin varligi arastirilir. Deneylerin sonuglarinin daha rahat
gozlenebilmesi i¢in indikatér madde olarak belirli pH'larda farkli renklere doniisebilen
boyalar besiyerlerine eklenir. Bu nedenle kanli ve ¢ukulata agar disindaki pek ¢ok besiyeri
cok cesitli renklerdedir. Giinlik mikrobiyolojik degerlendirmeler yapan laboratuvar
elemanlar1 besiyerlerini genellikle renkleriyle tanirlar. Ornek olarak, iireli agarda iireaz enzimi
olan bir bakteri iiremisse besiyerini pembe renge, sitratli agarda, sitrati "C" kaynagi olarak

kullanan bakteri besiyerini yesilden maviye doniistiirmektedir.

Mantarlar, Sabouraud dekstroz agar (SDA) denen besiyeri en ¢cok olmak iizere, ¢esitli 6zel
ortamlarda iiretilebilirler. Genellikle 22°C'de (oda 1s1sinda) bazen hem 22°C hem de 37°C'de
(viicut 1s1sinda) ekimi takiben 2-3 giinden 7-10 giine kadar degisebilen siirelerde inkiibe

edilir. Maya ya da kiif kolonileri yaparlar. Kolonilerin incelenmesi tanida degerlidir.
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Sekil 2.1 : SDA da iiretilmis maya = candida (A) ve kiif mantar1 (B) kolonileri goriilmektedir. [1]

Viruslar, canli hiicreler icinde tireme zorunlulugundadirlar. Bu amagla doku kiiltiirleri ve
embriyonlu yumurta kullanilir. Saglam ve diizenli hiicrelerden tiip ve siselerde hazirlanan
doku kiiltiirlerine, virus ya da virus tasidigi diisiiniilen viicut sivi veya salgilarn ekilerek
tiremelerin ortaya cikaracagl degisiklikler incelenir. Alinan Ornekler, bazi etkenlerin
retilebilmeleri i¢in embriyonlu yumurtanin farkli bolgelerine ekilir. Olusturduklar:

degisiklikler incelenir ya da alinan sivilarda cesitli deneyler yapilir.

Parazitler, tanimlanmalar1 i¢in besiyerlerine ekimleri kisith grubu olustururlar. Giinliikk

caligmalarda laboratuvarlarda parazitlerin iiretilmesi islemleri yapilmaz.

2.11 Antibiyotik Duyarhhk

Infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kemoterapdtiklerin, etkene yonelik secilmesinde
duyarhilik deneylerine gerek vardir. Antimikrobik ajanin etken mikroorganizma iizerinde in
vitro aktivitesi tedavide goz oniine alinmasi1 gereken faktorlerden biridir. Bir antibiyotigin
antimikrobik aktivitesinin saptanmasi i¢in uygulanan in vitro islemlere genel olarak duyarlilik

testleri ad1 verilmektedir (Jorgensen JH., 1997; Giilay Z., 1999).

Antimikrobik ilaclara karsi duyarlilik bircok yontem ile saptanabilmektedir. Rutin
laboratuvarlarda uygulanan testlerle genellikle ilaclarin inhibitor (bakteriyostatik) aktivitesi

degerlendirilir. Bu amagla uygulanan yontemler:

1. Kat1 veya s1v1 besiyerlerinde seyreltme (diliisyon) yontemleri
2. Disk diftizyon yontemi
3. Gradiyent difiizyon (Etest®) yontemi
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4. Antimikrobik ajanlar1 inaktive eden enzimlerin saptanmasi olarak siralanabilir

(JorgensenJH., 1997; Giilay Z., 1999).

Seyreltme yontemlerinde standart sayida bakteri toplulugu (inokulum), iki katli diliisyonlar
seklinde degisen yogunluklarda antimikrobik ajan ile karsilastirilir. Inkiibasyon siiresi
sonunda gozle goriiniir tiremeyi engelleyen en diisiik antimikrobik ila¢ yogunlugu saptanir.
Buna Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) denir ve (mg/L) seklinde ifade edilir. MIK
degerinin duyarliligt mi1 yoksa direnci mi temsil ettigini belirlemek i¢in, bulunan
konsantrasyon duyarlilik sinir1 ad1 verilen bir deger ile karsilastirilir. MIK, bu sinirdan diisiik
ise mikroorganizma s6z konusu ajana “duyarli” olarak degerlendirilir. Bunun disinda “orta”
ve “direncli” kategorileri de saptanir. Her antimikrobik ajan i¢in bakteri tiiriine gore de
degisen ayri bir sinir deger soz konusudur. Seyreltme temeline dayanan testler kantitatif sonug
verdigi icin yeglenmektedir. Sivi besiyerindeki seyreltme yontemleri, tiipte uygulaniliyorsa
makro (tiip) diliisyon, mikrodiliisyon plaklarinda uygulaniyorsa mikrodiliisyon olarak
adlandirilir Jorgensen JH., 1997; NCCLS, M7-A4, 1997).

Disk difiizyon yonteminde belirli bir miktar antibiyotik emdirilmis kagit diskler, test
mikroorganizmasindan hazirlanan standart siispansiyonun yayildigr agar plaklar1 yiizeyine
yerlestirilir. Boylelikle, diskteki antibiyotik agar icerisine yayilir ve bakteriye etkili oldugu
diizeylerde iiremeyi engeller. Bunun sonucunda, disk c¢evresinde bakterilerin tiremedigi
dairesel bir inhibisyon alani olusur. Bu alanin ¢ap1 olciilerek “duyarli”, “orta” ve “direngli”
olacak sekilde duyarlilik kategorileri belirlenir. Bu kategoriler ile ilgili sinir degerleri, her
antimikrobik ajan i¢in MIK ile korele edilerek ve erisilebilir serum diizeyleri goz ©niine

aliarak saptanir (JorgensenJH., 1997; Giilay Z., 1999; NCCLS, M2-AS5, 1997).

Etest: Difiizyon temeline dayanan ancak diskler yerine belirli ve siirekli bir konsantrasyon
degisimi olacak sekilde antibiyotik iceren plastik striplerin kullanildigr bir yontemdir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, elips seklindeki inhibisyon alaninin stripi kestigi konsantrasyon
MIK olarak belirlenir. Bu yontem ozellikle Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae gibi giic iireyen bakteri tiirlerinin MIK degerlerinin
saptanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (JorgensenJH., 1997; Baker CN, Stocker SA,
Culver DM, 1991).

Enzim iiretiminin saptanmasi: Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, N. gonorrhoeae

gibi tiirlerde nitrosefin ile b-laktamaz aktivitesinin saptanmasi ya da H. influenzae



28

izolatlarinda kloramfenikol asetil transferaz enzimi aktivitesinin biyokimyasal yontemlerle
gosterilmesi, antibiyotik direncinin klasik yontemlere kiyasla daha hizli saptanabilmesini

saglamaktadir (JorgensenJH., 1997).

Antibiyotik duyarlilik testi sonuclarinin tekrarlanabilir olmasi, yani aymi kosullarda
tekrarlandiginda sonuclarin ayn1 veya birbirine yakin olmasi gereklidir. Antibiyotik duyarlilik
testi sonuglart bircok faktorden etkilenebilmektedir. Bu nedenle testlerin uygun kosullarda
yapilip yapilmadigr kalite kontrol suslar ile denetlenir. Kalite kontrol suslari, sonug¢larinin
tekrarlanabilirligi %95’in {izerinde olan suslardir. Bu suslarla beklenen sonuglar elde
edilemezse antibiyotik duyarlilik testlerinin tekrarlanmasi gerekir (NCCLS, M7-A4, 1997,
NCCLS, M2-A5, 1997; Kaygusuz A., 2000).

Antibiyotik duyarlilik testi sonuglarinin yorumlanmasi, yeni antibakteriyellerin ve bunlara
kars1 diren¢ oranlarinin gelisimine paralel olarak, son 10 yil igerisinde bakterilerin direnc
mekanizmalar ile ilgili bilgilerin de ¢ok arttig1 goriilmektedir. Diren¢ mekanizmalarinin daha
1yi anlasilmasi, standart antibiyotik duyarlilik testlerinin yorumlanmasina ve dolayisiyla akilct

tedavi secimine katkida bulunmaktadir.

Siirekli yeni antibiyotikler gelistirilmesine ragmen, genel olarak, bir antibiyotik ailesindeki
tiyelerden birine karst duyarlilik veya diren¢ bulunmasi, digerleri ile ilgili yorum

yapilabilmesini saglamaktadir (Courvalin P., 1996).

Sekil 2.2 : Disk difiizyon yontemi kullanilarak petri kutusunda yapilmis bir antibiyotik duyarlilik deneyi (I) ile
sonucu (II) sematik olarak goriilmektedir. (A, C, E antibiyotikleri direngli, F orta duyarli, B, D, G duyarh bir
bakteri 6rneklenmistir) [1]
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3 MATERYAL VE METODLAR

Clemizole benzilpenisilin ve Streptomisin siilfate mikrobiyolojik miktar tayini ¢alismasinda

kullanilan madde ve malzemeler ile metotlar bu baglik altinda aciklanmustir.

3.1 Materyal
Miktar tayini ¢alismasi i¢in gerekli biitiin madde ve malzemeler asagida belirtilmistir.
3.1.1 Kullamlan Malzemeler

Miktar tayini ¢aligmalarinda kullanilan malzemeler, gerekli olanlar icin markalari ile beraber,
asagidaki listede belirtilmistir. Calismalara baslamadan Once laboratuarda tiim bu

malzemelerin bulundugu ve calisir durumda oldugu kontrol edildi.

» Roux sisesi

o Fisher-Lilly marka zon okuma cihazi

« Astell Scientific marka otoklav

e GFL marka su banyosu

e Hamilton marka mikropipet

» Heidolph marka manyetik karistirict

o Sartorius marka hassas terazi

o Ender marka Pastor firini

o Steril mikropipet uglar

o Steril pens

o Steril spatiil

« Bekalevi

o Magnet

o Cam kalemi

e 10 ml. ‘lik steril pipet

o 2 ml.’lik steril pipet

« Beko marka buzdolab1

o Petri kaplar1 (121 °C” de 15 dakika otoklavda steril edilir.)
o Santrifijj tiipleri (121 °C” de 15 dakika otoklavda steril edilir.)
e Santrifiij

e 2 adet 200 ml.’lik balon joje
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e 2 adet 50 ml.’lik balon joje

e 2 adet 500 ml.’lik balon joje

e 4 adet 50 ml.’lik balon joje

o Inkiibator, 37 °C ‘ye ayarlanmus.

o Silindir (paslanmaz ¢elik) boncuklar (121 °C’ 15 dakika otoklavda steril edilir.)

3.1.2 Kullanilan Maddeler

Kullanilan maddeler ¢alisma standartlari, test mikroorganizmalart ve kimyasal maddeler

olarak ii¢ baslik altinda toplanmustir.

3.1.2.1 Calisma Standartlar:

Streptomisin siilfat ¢calisma standardi

Benzil penisilin ¢alisma standartlari

3.1.2.2 Test Mikroorganizmalari

Bacillus subtilis ATCC 6633 ( USP 29, <81>)
Staphylococcus aureus ATCC 12228 ( USP 29, <81>)

3.1.2.3 Kimyasal Maddeler

Kimyasal maddeler tedarikcisinden sertifikali olarak ve son kullanma tarihlerinin gecmis

olmamasi1 kontrol edilerek temin edilir.

Cizelge3.1 Kullanilan kimyasal maddeler

Ad1 Markasi
KH ,PO,4 J. T. Baker
K,HPO, J. T. Baker

NaOH J. T. Baker
H3PO, J. T. Baker
NaCl Riedel-de Haen
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3.1.2.4 Besiyerleri

Miktar tayini caligmalarinda kullanilan besiyerleri USP <81>" de belirtilen 6zelliklere uygun
olmalidir. Besiyerleri tedarik¢isinden sertifikali olarak ve son kullanma tarihlerinin ge¢mis

olmamasi1 kontrol edilerek temin edilir.

Cizelge 3.2 Kullanilan besiyerleri

Adi Markasi
Tryptic Soy Agar ( TSA) Merck
Antibiotic Medium_I Difco
Antibiotic Medium_II Difco
Antibiotic Medium_V Difco

3.2 Metodlar

Clemizole Benzilpenisilin ve Streptomisin siilfat icin iki farkli metot kullanilmistir. Her iki

metot asagida ayri ayr1 agiklanmistir.
3.2.1 Clemizol Benzilpenisilin Miktar Tayin Yontemi

Clemizol Benzilpenisilin miktar tayini yontemi deneysel kosullar1 aciklanmaktadir.

3.2.1.1 Prensip

Mikrobiyolojik yontem —disk difiizyon metodu- ile test organizmasi Staphylococcus aureus
12228 ATCC direngliliginin olusturdugu inhibisyon zonunun ol¢iimii ve potens miktarinin

saptanmasidir.

3.2.1.2 Yontem

Analize baglamadan 6nce ve bittikten sonra tezgah % 70’lik etilalkol ile temizlenir.

Calismalar sirasinda mutlaka steril eldiven ve maske takilir.

Analizlere baslamadan dnce besiyerleri ve tampon ¢ozeltiler taze olarak hazirlanir.
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Petrilere Ekim

Petrilerin alt kistmlarinin sirasiyla, Sy, S», T; ve T, yazildi.

Petriler diizgiin sekilde tezgah iizerine dizildi.

Petrilerin iki kat besiyeri bulunan yiizeyine dorder adet silindir pens yardimiyla birbirlerine
esit mesafede dikkatlice yerlestirildi.

Kalibrasyonu yapilmis mikropipet 0.1 ml damlatma derecesine ayarlandi.

Steril mikropipet uglar1 aseptik sartlar altinda mikropipetin ucuna takildi.

Her soliisyondan mikropipet ile tek cekim yapilarak petri icerisindeki soliisyonu temsil eden
silindire damlatildi.

Her ¢ozelti icin ayr1 mikropipet u¢larinin kullanilmasina dikkat edilmedi.

Tiim bu islemler bittikten sonra inhibisyon zonu olusmasi i¢in bu petrileri oda sicakligin da
bir siire beklettikten sonra petriler silindirler sarsilmayacak sekilde yavasca etiive yerlestirildi.

35-37 °C ‘de 18-24 saat inkiibasyona birakildi.
3.2.2  Streptomisin Siilfat Miktar Tayini Yontemi

Streptomisin siilfat miktar tayini yontemi deneysel kosullar1 agiklanmaktadir.

3.2.2.1 Prensip

Mikrobiyolojik yontem —agar difiizyon metodu- ile test organizmasi Bacillus subtilis 6633
ATCC direngliliginin olusturdugu inhibisyon zonunun Olciimii ve potens miktarinin

saptanmasidir.

3.2.2.2 Yontem

Analize baslamadan 6nce ve bittikten sonra tezgah % 70’lik etilalkol ile temizlenir.

Calismalar sirasinda mutlaka steril eldiven ve maske takilir.

Analizlere baslamadan 6nce besiyerleri ve tampon ¢ozeltiler taze olarak hazirlanir.

Petrilere Ekim

Petrilerin alt kistmlarinin sirasiyla, Sy, S», T; ve T, yazildi.
Petriler diizgiin sekilde tezgah lizerine dizildi.
Petrilerin iki kat besiyeri bulunan yiizeyine dorder adet silindir pens yardimiyla birbirlerine

esit mesafede dikkatlice yerlestirildi.
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Kalibrasyonu yapilmis mikropipet 0,1 ml damlatma derecesine ayarlandi.

Steril mikropipet uglart aseptik sartlar altinda mikropipetin ucuna takildi.

Her soliisyondan mikropipet ile tek cekim yapilarak petri icerisindeki soliisyonu temsil eden
silindire damlatildi.

Her ¢ozelti i¢cin ayr1 mikropipet u¢larinin kullanilmasina dikkat edildi.

Tiim bu islemler bittikten sonra inhibisyon zonu olusmasi i¢in bu petrileri oda sicakligin da
bir siire beklettikten sonra petriler silindirler sarsilmayacak sekilde yavasca etiive yerlestirildi.

35-37 °C ‘de 18-24 saat inkiibasyona birakildu.
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4 DENEYSEL CALISMA

4.1 Calismada Kullanilan Cozelti ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada ii¢ adet kimyasal ¢ozelti hazirligi ve dort adet besiyeri hazirligi yapildi. Hazirlik

asamasinda tartim alma islemine ve otoklavda sterilizasyon asamasina dikkat edildi.
4.1.1 pH 6.00 Tampon Cozelti Hazirlanmasi

8 gr. KH ,PO4 ve 2gr.K,HPO, tartildi. Bu tartim 1000ml’ ye destile su ile tamamlandi.

Cozelti pH = 6°ya 10 N NaOH veya 18N H3POy ile ayarlandi.
Sterilizasyon i¢in 121 °C ‘de 15 dakika otoklavda bekletildi.

4.1.2 pH 8.00 Tampon Cozelti Hazirlanmasi

0,523 gr KH,PO4 ve 16,73 gr K,HPO, tartip tartimi destile su ile 1000 ml’ ye tamamlandi.

Cozelti pH = 8‘e 10N NaOH veya 18 N H3PQO, ile ayarlandi.
Sterilizasyon i¢in 121 °C ‘de 15 dakika otoklavda bekletildi.

4.1.3  Izotonik Sodyum Klorid Cézelti Hazirlanmasi

9 gr Sodyum klorid tartip, 1,000 ml.” lik bir balon jojeye alindi.

Destile su ile sisedeki isaretli yere kadar tamamlanda.

Sterilizasyon i¢in 121 °C ‘de 15 dakika otoklavda bekletildi.
4.1.4 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

e Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerinin hazirlanmasi:

40 gr TSA tartilir ve 1000 ml destile su igersinde iyice ¢oziinene kadar karistirildi. Otoklavda
121 °C “de 15 dakika steril edildi.

¢ Antibiotic Medium_I Besiyerinin Hazirlanmasi:

30.5 g tartilir ve 1000 ml destile su igersinde iyice ¢oziinene kadar karistirildi. Otoklavda

121 °C “de 15 dakika steril edildi.
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Antibiotic Medium_II Besiyerinin Hazirlanmasi:

25.5 g tartilir ve 1000 ml destile su igersinde iyice ¢Oziinene kadar karistirildi. Otoklavda 121
°C ‘de 15 dakika steril edildi.

Antibiotic Medium_V Besiyerinin Hazirlanmasi:

26.5 g tartilir ve 1000 ml destile su igersinde iyice ¢Oziinene kadar karistirildi. Otoklavda 121
°C *de 15 dakika steril edildi.

4.2

Clemizol Benzilpenisilin Miktar Tayini On Hazirhik Cahsmalar

On hazirlik calismalarinda test siispnasiyonunun hazirlanmasi, petrilerin  hazirlanmast,

standart ve numune ¢ozeltilerinin hazirlanmasi anlatilmaktadir.

4.2.1

Test Organizma Siispansiyonunun Hazirlanmasi

200 ml TSA besiyer 4.1.4° de anlatildig1 sekilde hazirlandi.

Hazirlanan TSA besiyeri Roux sisesine yavasca aktarildi. Sisenin agiz kismi Once
pamuk ve aliiminyum folyo ile kapatildi.

Otoklavda 121°C’ de 15 dakika steril edildi.

Otoklavdan cikarildiktan sonra diiz bir zemine yatirarak oda sicakliginda donmasi
beklendi.

Stok kiiltiir olarak buzdolabinda 2°-8° C’ de muhafaza edilen Staphylococcus aureus
3 ml serum fizyolojik ile yikandi.

Serum fizyolojik ile egik agarda yikanan Staphylococcus aureus Roux sisesindeki agar
tizerine yayildi ve homojen olarak dagilmasi i¢in One-arkaya ve saga-sola dogru
calkalandi.

Yayma isleminden sonra Roux sisesi igerisinde kalan siispansiyon dokiildii.

Roux sigesi 35°-37 °C “de iki (2) giin inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda Roux sisesinde iireyen mikroorganizma 50 ml serum fizyolojik
ile yikandi.

Mikroorganizma siispansiyonunu steril erlene alev yaninda aktarildi.

Bu siispansiyondan 1 ml 19 ml’ lik steril fizyolojik su ile diliie edildi (1:20).
Sitispansiyon 14 giin buzdolabinda 2°-8° C’ de muhafaza edilebilir.



4.2.2

4.2.3

36

Test Petrilerinin Hazirlanmasi

Her numune i¢in on iki (12) adet petri hazirlandi.

Steril petrilere taban agar olarak gerekli miktarda 4.1.4° de anlatildig: gibi Medium I
hazirlandi.

Besiyeri steril sartlar altinda onceden Pastor firininda 180°C “de iki (2) saat siire
tutularak steril edilmis petrilere 15-20 ml dokiildii.

Besiyerinin petrilerde donmasini beklendi.

Ust katmani ise Medium II olusturdu.

4.1.4° de belirtildigi sekilde Medium II besiyeri gerekli miktarda hazirlandi. Su
banyosunda 35-40 °C’ ye kadar sogumasi beklendi.

Mikroorganizma siispansiyonu 100 ml icin 1 ml olacak sekilde Medium II besiyeri
icine inokiile edildi.

Icerisinde mikroorganizma siispansiyonu inokiile edilmis Medium II besiyeri, 6nceden
tabana dokiilen Medium I besiyeri {izerine aseptik sartlar altinda dokiildii ve

donmasini beklendi.

Standart Hazirlanmasi

17,08 mg. Benzil penisilin ¢calisma standardi hassas terazide tartildi.

24,38 mg. Streptomisin siilfat caligma standard1 hassas terazide tartildi.

Standart tartimlari 500 ml.’lik steril balon jojeye aktarildi.
Bu tartimlarin iizerine bir miktar pH 6.00 tampon ¢ozeltisi eklendi ve c¢oziiniinceye
karigtirildi.

Balon iizerindeki isaretli yere kadar tampon cozelti ile tamamland1 ve tekrar iyice
calkaland1 (Stok soliisyon). Stok soliisyonu her c¢alisma icin taze olarak
hazirlanmalidir.

Stok soliisyondan 1 ml alinip 50 ml’ lik balon jojeye aktarilir ve balonun iizerindeki
isaretli seviyeye kadar tampon cozelti ile tamamlandi.

50ml ‘lik balon igerisindeki bu ¢ozeltiye Biiyiik Doz denir.

Biiyiik dozdan 12 ml pipetle 50 m!I’lik balon jojeye aktarildi.

12 ml’nin {izerini yine balon iizerindeki isaretli seviyeye kadar tampon c¢ozelti ile

tamamlandi. Buna da Kiic¢iik Doz denir.
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Numune Hazirlanmasi

41,81 mg numune hassas terazide tartildi.

Tartim 500 ml’lik balon jojeye alip bir miktar tampon ¢ozelti tampon ¢ozeltisi eklendi
ve ¢oOziinlinceye karistirildi.

Balon iizerindeki isaretli yere kadar tampon ¢ozelti ile tamamland1 ve tekrar iyice
calkaland1 (Stok soliisyon). Stok soliisyonu her c¢alisma icin taze olarak
hazirlanmalidir.

Stok soliisyondan 1 ml alimip 50 ml’ lik balon jojeye aktarildi ve balonun iizerindeki
isaretli seviyeye kadar tampon ¢ozelti ile tamamlandi.

50ml ‘lik balon icerisindeki bu ¢ozeltiye Biiyiik Doz denir.

Biiyiik dozdan 12 ml pipetle 50 ml’lik balon jojeye aktarildi.

12 ml’nin {izerini yine balon iizerindeki isaretli seviyeye kadar tampon c¢ozelti ile

tamamlandi. Buna da Kiiciik Doz denir.

Streptomisin Siilfat Miktar Tayini On Hazirhk Calismalar

On hazirlik calismalarinda test siispnasiyonunun hazirlanmasi, petrilerin  hazirlanmast,

standart ve numune ¢ozeltilerinin hazirlanmasi anlatilmaktadir.

4.3.1

Test Organizma Siispansiyonunun Hazirlanmasi

200 ml TSA besiyer 7.3.4.1° de anlatildig1 sekilde hazirlandi.

Hazirlanan TSA besiyeri Roux sisesine yavasca aktarilir. Sisenin agiz kismi Once
pamuk ve aliiminyum folyo ile kapatildi.

Otoklavda 121°C’ de 15 dakika steril edildi.

Otoklavdan cikarildiktan sonra diiz bir zemine yatirarak oda sicakliginda donmasi
beklendi.

Stok kiiltiir olarak buzdolabinda 2°-8° C’ de muhafaza edilen Bacillus subtilis 3 ml
serum fizyolojik ile yikandi.

Serum fizyolojik ile egik agarda yikanan Bacillus subtilis Roux sisesindeki agar
tizerine yayildi ve homojen olarak dagilmasi i¢in One-arkaya ve saga-sola dogru
calkalandi.

Yayma isleminden sonra Roux sisesi igerisinde kalan siispansiyon dokiildii.

Roux sisesi 35°-37 °C *de yedi (7) giin inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra Roux sisesinde iireyen mikroorganizmayr 60 ml serum

fizyolojik ile yikandi.
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Serum fizyolojik iceren siispansiyon steril santrifiij tiiptine dokiildii ve tiipteki sivinin
yiiksekligini isaretlendi.

Diger bir santrifiij tiipiine de su konulur ve her iki tiip santrifiije yerlestirildi.
Santrifiijiin devrini yavas yavag arttirmak suretiyle 75-80 devirde 5 dakika santrifiij
edildi.

[k santrifiijden sonra iistteki s1v1 dokiiliip dipteki tortu iizerine isaretli seviyeye kadar
serum fizyolojik dolduruldu ve calkalandi.

Bu islemi ayni sekilde iki kez daha tekrarlandi.

Son santrifiijden sonra ekledigimiz serum fizyolojik ile c¢alkalandiktan sonra, bu
siispansiyon bir erlen icine alindi.

Icerisinde siispansiyon bulunan erlei 70 °C 30 dakika su banyosunda bekletildi.

Siispansiyon 6 ay buzdolabinda 2°-8° C’ de muhafaza edilir.

Test petrilerinin Hazirlanmasi

Her numune icin oniki (12) adet petri hazirlandi.

Steril petrilere taban agar olarak gerekli miktarda 4.1.4° de anlatildig: gibi Medium I
hazirlandi.

Besiyeri steril sartlar altinda 6nceden Pastor firininda 180 °C “de iki (2) saat siire
tutularak steril edilmis petrilere 15-20 ml dokiildii.

Besiyerinin petrilerde donmasi beklendi.

Ust katman1 ise Medium V olusturur.

4.1.4° de belirtildigi sekilde Medium V besiyeri gerekli miktarda hazirlanir. Su
banyosunda 35-40 °C’ ye kadar sogumasi beklendi.

Mikroorganizma siispansiyonu 100 ml icin 1 ml olacak sekilde Medium V besiyeri
icine inokiile edildi.

Icerisinde mikroorganizma siispansiyonu inokiile edilmis Medium V besiyeri, dnceden
tabana dokiilen Medium I besiyeri {izerine aseptik sartlar altinda dokiildii ve

donmasinm beklendi.

Standart Hazirlanmasi

22,73 mg. Benzyl penicilin caligma standardi hassas terazide tartildi.

35,26 mg. Streptomisin siilfat caligma standardi hassas terazide tartildi.

Standart tartimlari 200 ml.’lik steril balon jojeye aktarildi.
Bu tartimlarin iizerine bir miktar pH 8.00 tampon cozeltisi eklendi ve ¢oziiniinceye

karigtirildi.
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Balon iizerindeki isaretli yere kadar tampon cozelti ile tamamland1 ve tekrar iyice
calkalandi. Bu ¢ozeltiye Biiyiik Doz denir.

Biiyiik dozdan 12 ml pipetle 50 ml’lik balon jojeye aktarildi.

12 ml’nin iizeri yine balon {iizerindeki isaretli seviyeye kadar tampon c¢ozelti ile

tamamlandi. Bu ¢6zeltiye de Kiiciik Doz denir.

Numune Hazirlanmasi

55,73 mg numune hassas terazide tartildi.

Tartim 200 ml.’lik steril balon jojeye aktarildi.

Uzerine bir miktar pH 8.00 tampon ¢ozeltisi eklendi ve ¢oziiniinceye karistirildi.
Balon {iizerindeki isaretli yere kadar tampon ¢ozelti ile tamamlandi ve tekrar iyice
calkalandi. Bu ¢ozeltiye Biiyiik Doz denir.

Biiyiik dozdan 12 ml alimp 50 ml’ lik balon jojeye aktarilir ve balonun iizerindeki

isaretli seviyeye kadar tampon ¢ozelti ile tamamlanir. Buna da Kiigiik Doz denir.

Miktar Tayini Hesaplama Yontemi

Potens = (% Relatif Potens / 100) x Teorik Potens

V = (T1+T2) - (S1+S2) = Numune Zonlar1 Toplami - Standart Zonlar1 Toplami

W = (S,+ T2) — (S1+ T1) = Biilyiik Zonlarin Toplami — Kii¢iik Zonlarin Toplami1
A = V/W x Tnx = Numune Standart Zon Farki / Biiyiik-Kii¢iik Zon Farki x 0,04181 Sabiti

Log S; = S, test konsantrasyonunun logaritmasi

B =A+Log$S;

Antilog B = B’ nin antilogaritmasi

% Relatif Potens = (Antilog B / S, Konsatrasyonu) x 100

Sonu¢ = (% Relatif Potens / 100) x Teorik Potens
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5 SONUCLAR VE TARTISMA

Asagida Clemipen-Strep bitmis iirliniine ait farkli zamanlarda gelen {i¢ sarj icin c¢alisilan
Benzilpenisilin ve Streptomisin siilfat miktar tayini ¢alismasi sonucu olusan zon ¢aplarinin

Olctim sonucu, hesaplama degiskenleri ve sonuglarin bulundugu ¢izelgeler verilmistir.

5.1 Sonuclar

Asagidaki cizelgelerde farkli zamanlarda iiretilen {i¢ sarj Clemipen-Strep numunesi icin
Streptomisin siilfat ve Clemizole Benzilpenisilin miktar tayini calismasi sonuclar1 ve

hesaplama yontemi belirtilmistir.

5.1.1 Clemizol Benzilpenisilin Miktar Tayini Sonuclar:

Clemizole Benzilpenisilin miktar tayini i¢in Clemipen Strep farkli ii¢ sarj ile yapilan {i¢
calisma sonucu asagidaki cizelgelerde belirtilmistir. Her bir calisma i¢in aymi sartlar altinda ii¢

calisma yapilir. Bu ii¢ calismanin ortalamasi esas potens degeri olarak alinir.

Her ii¢ ¢alismada standart olarak potensi 363 IU/mg olan Clemizole Benzilpenisilin ¢alisma
standard1 kullanildi. Test mikroorganizmasi Staphylococcus aureus ATCC 12228 Kkiiltiirii ile
calisildi. Standartlarin test konsantrasyonlari her ii¢ calisma icinde S; = 0.004 - S,= 0.02
IU/ml’ dir. Her ii¢c calismada da silindirlerin igerisine 0,1 ml hazirlanan soliisyonlardan

damlatildi.

Miktar tayini caligmalarinda Clemizole Benzilpenisilin i¢in Biochemie tarafindan 6nceden

belirlenmis limitler belirtilmistir.

Alt Limit: 330 IU/mg; Trend Limit: 359 IU/mg (%90—115); Ust Limit: 395 IU/mg

Clemizole Benzilpenisilin miktar tayini 1. ¢calisma sonuclarn ¢izelge 5.3 de verildigi gibi her
ic calisma sonucu, limit ve trend degerleri icerisinde bulundu. Clemipen-Strep iiriiniiniin bu

sarja ait Clemizole Benzilpenisilin miktar tayini ¢alismasi icin sonu¢ “UYGUNDUR” denir.
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Clemizole Benzilpenisilin miktar tayininin ilk ¢alismasi i¢in yapilan ii¢ ¢alisma sonucunda
ortaya ¢ikan zon caplariin zone readerdan ol¢iilen sonuglar1 ve her calisma i¢in zon ¢aplari

toplamui ¢izelge 5.1° de belirtilir.

Standart zon ¢aplari, standart icin yapilan silindirlere ekim isleminden 24 saat sonra olusan
zon caplarii, numune zon ¢aplari, numune icin yapilan silindirlere ekim isleminden 24 saat

sonra olusan zon ¢aplarini ifade eder.

Cizelge 5.1 Benzilpenisilin 1. ¢calisma sonucu 6l¢iilen zon caplari

Standart Zon Caplari Numune Zon Caplar
1. Calisma
Si S, Ty T,

16,2 17,0 16,2 17,2
1_1. Calisma 16,2 17,2 16,0 17,4

16,2 17,2 16,2 17,2

16,2 17,2 16,2 17,0
Zon Caplar1 Toplam 64,8 68,6 64,6 68,8

16,2 17,0 16,2 17,2

16,2 17,2 16,0 17,4
1_2. Calisma

16,2 17,2 16,0 17,2

16,2 17,2 16,2 17,0
Zon Caplan Toplan 64,8 68,6 64,4 68,8

16,2 17,0 16,2 17,2

16,2 17,2 16,0 17,4
1_3. Calisma

16,2 17,2 16,2 17,2

16,2 17,2 16,2 17,0
Zon Caplan Toplan 64,8 68,6 64,6 68,8
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Clemizole Benzilpenisilin ilk ¢aligmasi i¢in miktar tayini hesaplamasi sirasinda karsilasilan

degiskenler cizelge 5.2° de gosterilmektedir.

Cizelge 5.2 Benzilpenisilin 1. calisma sonucu hesaplama degiskenleri

1. Calisma A\ W A Log S, B Antilog b
1_1. Calisma 0.0 8.0 0.000 -1.69897 | -1.69897 0.02
1_2. Cahsma -0.2 8.2 -0.001 -1.69897 | -1.69999 0.02
1_3. Calisma 0.0 8.0 0.000 -1.69897 | -1.69897 0.02

Cizelge 5.3 Clemizole Benzilpenisilin ilk ¢aligmasi sonucunda elde edilen % relatif potens ve

sonuglar gosterilir. Bu sonuglarin ortalamalar1 ile Clemipen —Strep igerisindeki Benzil

penisilin miktar1 362.7 IU/mg olarak tespit edilmistir.

Cizelge 5.3 Benzilpenisilin 1. ¢alisma sonuglari

1. Calisma % Relatif Potens Sonug¢

1_1. Calisma 100.00 363.0 IU/mg
1_2. Calisma 99.77 362.1 IU/mg
1_3. Calisma 100.00 363.0 IU/mg
Sonu¢ Ortalamalar: 99.92 362.7 IU/mg
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Miktar tayini hesaplama yontemi formiill, ilk calisma icin acik formiil ornek olarak

hesaplanmugtir.

Ornek Hesaplama Yontemi:

Ornek; 1_2. Calisma iizerinden hesaplama yénteminin acik formiilii verilmistir.

V = (T1+T2) - (S1+S2) = (64,4+68,8) — (64,8+68,6) =- 0,2
W = (S2+ T2) = (S1+ T1) = (68,6+68,8) — (64,84+64,4) = 8,2
A=V/WxTn=-0,2/82x0,04181 =-0,00101976
Log S; = Log (0.002) = -1,69897
B = A+Log S; = (- 0,001)+ (-1,7) =-1.701 = -1,69998976
Antilog B = Antilog (-1.7) = 0.01995309
% Relatif Potens =
(Antilog B / S; Konsatrasyonu) x 100 = 0,01995309 / 0.02 x 100 = 99,7654679
Sonug¢ = (% Relatif Potens / 100) x Teorik Potens = (99,7654679 / 100) x 363
= 362.1 IU/mg
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Clemipen-Strep ikinci sarj1 icin yapilan Clemizole Benzilpenisilin miktar tayini caligmalari
sonucu asagida agiklanmaktadir.

Clemizole Benzilpenisilin miktar tayini 2. calisma sonuclar cizelge 5.6’ da verilmistir. Her {i¢
calisma sonucu, limit ve trend degerleri icerisinde bulunmustur. Clemipen-Strep {iriiniiniin bu

sarja ait Clemizole Benzilpenisilin miktar tayini ¢calismasi icin sonu¢ “UYGUNDUR” denir.

Clemizole Benzilpenisilin miktar tayininin ikinci ¢alismasi i¢in yapilan {i¢ calisma sonucunda
ortaya cikan zon c¢aplarinin zone readerdan ol¢iilen sonuglar1 ve her ¢alisma i¢in zon caplari

toplamu ¢izelge 5.4° de belirtilir.

Standart zon caplari, standart icin yapilan silindirlere ekim isleminden 24 saat sonra olusan
zon ¢aplarini, numune zon caplari, numune icin yapilan silindirlere ekim isleminden 24 saat

sonra olusan zon ¢aplarini ifade eder.

Cizelge 5.4 Clemizole Benzil Penisilin 2. Calisma Sonucu Olusan Zon Caplari

Standart Zon Caplari Numune Zon Caplar
2. Calisma
S] Sz T1 T2

15,8 16,1 15,8 16,2

15,6 16,2 15,6 16,2
2_1. Calisma

15,6 16,2 15,6 16,0

15,8 16,2 15,8 16,2
Zon Caplan Toplam 62,8 64,7 62,8 64,6

15,8 16,2 15,6 16,0

15,6 16,2 15,8 16,1
2_2. Calisma

15,6 16,2 15,6 16,2

15,6 16,2 15,8 16,2
Zon Caplar1 Toplam 62,6 64,8 62,8 64,5

15,8 16,1 15,8 16,2

15,8 16,2 15,6 16,2
2_3. Calisma

15,8 16,2 15,6 16,2

15,6 16,2 15,8 16,2
Zon Caplar1 Toplam 63,0 64,7 62,8 64,8
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Clemizole Benzilpenisilin ikinci caligmasi i¢in miktar tayini hesaplamasi sirasinda

karsilagilan degiskenler ¢izelge 5.5 de gosterilmektedir.

Cizelge 5.5 Clemizolbenzil Penisilin 2. Calisma Sonucu Hesaplama Degiskenleri

2. Calisma A\ W A Log S; B Antilog b
2_1. Calisma -0.1 3.7 -0.001 | -1.69897 | -1.70010 0.02
2_2. Calisma -0.1 3.9 -0.001 | -1.69897 | -1.70042 0.02
2_3. Calisma -0.1 3.7 -0.001 | -1.69897 | -1.70010 0.02

Cizelge 5.6 Clemizole Benzilpenisilin ikinci caligma sonucunda elde edilen % relatif potens
ve sonuglar gosterilir. Bu sonuglarin ortalamalar1 ile Clemipen —Strep igerisindeki Benzil

penisilin miktar1 362. 1U/mg olarak tespit edilmistir.

Cizelge 5.6 Benzilpenisilin 2. Caligma Sonuclari

2. Calisma % Relatif Potens Sonug

2_1. Calisma 99.74 362.1 IU/mg
2_2. Calisma 99.75 362.1 IU/mg
2_3. Calisma 99.74 362.1 IU/mg
Sonu¢ Ortalamalar: 99.74 362.1 IU/mg




Clemipen-Strep iiclincii sarj1 icin yapilan Clemizole Benzilpenisilin miktar tayini ¢aligmalari
sonucu asagida aciklanmaktadir.

Clemizole Benzilpenisilin miktar tayini 3. ¢calisma sonuglari cizelge 5.9’ da verilmistir. Her ii¢
calisma sonucu, limit ve trend degerleri i¢erisinde bulunmustur. Clemipen-Strep {iriiniiniin bu

sarja ait Clemizole Benzilpenisilin miktar tayini ¢calismasi icin sonu¢ “UYGUNDUR” denir.

Clemizole Benzilpenisilin miktar tayininin {i¢iincii caligmasi i¢in yapilan ii¢ caligma

sonucunda ortaya ¢ikan zon caplarinin zone readerdan olciilen sonuclar1 ve her calisma igin

46

zon ¢aplari toplamu ¢izelge 5.7° de belirtilir.

Standart zon caplari, standart icin yapilan silindirlere ekim isleminden 24 saat sonra olusan

zon caplarii, numune zon ¢aplari, numune icin yapilan silindirlere ekim isleminden 24 saat

sonra olusan zon ¢aplarini ifade eder.

Cizelge 5.7 Clemizole Benzilpenisilin 3. Calisma Sonucu Olusan Zon Caplari

Standart Zon Caplari Numune Zon Caplar
3. Calisma St S, T T,
16,4 17,4 16,4 17,4
3_1. Calisma 16,4 17,4 16,4 17,4
16,4 17,4 16,4 17,4
16,4 17,2 16,4 17,4
Zon Caplan Toplan 65,6 69,4 65,6 69,6
16,4 17,4 16,4 17,4
16,4 17,4 16,4 17,4
3_2. Calisma
16,4 17,4 16,4 17,4
16,4 17,2 16,4 17,3
Zon Caplar1 Toplam 65,6 69,4 65,6 69,5
16,4 17,4 16,4 17,4
16,4 17,4 16,4 17,4
3_3. Calisma
16,4 17,4 16,4 17,4
16,4 17,2 16,4 17,3
Zon Caplar1 Toplam 65,6 69,4 65,6 69,5
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Clemizole Benzilpenisilin {igiincii calismast icin miktar tayini hesaplamasi sirasinda

karsilasilan degiskenler cizelge 5.8’ de gosterilmektedir.

Cizelge5.8 Clemizol Benzilpenisilin 3. Calisma Sonucu Hesaplama Degiskenleri

3. Calisma A% A% A Log S, B Antilog b
3_1. Cahsma 0.2 7.8 0.001 | -1.69897 -1.06979 0.02
3_2. Calisma 0.1 7.7 0.000 | -1.69897 -1.69843 0.02
3_3. Cahsma 0.1 7.7 0.000 | -1.69897 -1.69843 0.02

Cizelge 5.9 Clemizole Benzilpenisilin iigiincii calisma sonucunda elde edilen % relatif potens
ve sonuglar gosterilir. Bu sonuglarin ortalamalar ile Clemipen —Strep icerisindeki Benzil

penisilin miktar1 363.6 IU/mg olarak tespit edilmistir.

Cizelge 5.9 Benzilpenisilin 3. Calisma Sonuglari

3. Calisma % Relatif Potens Sonug¢

3_1. Cahsma 100.25 363.9 IU/mg
3_2. Cahisma 100.13 363.5 IU/mg
3_3. Calisma 100.13 363.5 IU/mg
Sonu¢ Ortalamalar: 100.17 363.6 IU/mg
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5.1.2  Streptomisin Siilfat Miktar Tayini Sonuclar

Streptomisin siilfat miktar tayini i¢in Clemipen Strep farkli ii¢ sarj ile yapilan ii¢ calisma
sonucu asagidaki cizelgelerde belirtilmistir. Her bir ¢alisma i¢in ayn sartlar altinda ii¢ calisma

yapilir. Bu ii¢ calismanin ortalamasi esas potens degeri olarak alinir.

Her ii¢ calismada standart olarak potensi 453 IU/mg olan Streptomisin Siilfat ¢alisma
standard1 kullanildi. Test mikroorganizmasi Bacillus subtilis ATCC 6633 kiiltiirii ile
calisildi. Standartlarin test konsantrasyonlart her ii¢ calisma icinde S; = 0,07 — S, = 0,3
IU/ml’ dir. Her ii¢ calismada da silindirlerin igerisine 0.1 ml hazirlanan soliisyonlardan

damlatildi.

Miktar tayini caligmalarinda Streptomisin siilfat i¢in Biochemie tarafindan 6nceden

belirlenmis limitler belirtilmistir.

Alt Limit: 413 IU/mg; Trend Limit: 449 TU/mg (%90-115); Ust Limit: 493 IU/mg

Streptomisin siilfat miktar tayini 1. calisma sonucglar cizelge 5.12° de verilmistir. Her {i¢
calisma sonucu, limit ve trend degerleri i¢erisinde bulunmustur. Clemipen-Strep {iriiniiniin bu

sarja ait Streptomisin siilfat miktar tayini calismasi i¢in sonu¢ “UYGUNDUR” denir.

Streptomisin siilfat miktar tayininin ilk ¢aligsmasi i¢in yapilan ii¢ ¢alisma sonucunda ortaya
cikan zon ¢aplarinin zone readerdan Olciilen sonuglar1 ve her ¢alisma i¢in zon ¢aplari toplami

cizelge 5.10° da belirtilir.

Standart zon ¢aplari, standart icin yapilan silindirlere ekim isleminden 24 saat sonra olusan
zon caplarmi, numune zon ¢aplari, numune icin yapilan silindirlere ekim isleminden 24 saat

sonra olusan zon ¢aplarini ifade eder.



49

Cizelge5.10 Streptomisin Siilfat 1. Calisma Sonucu Olciilen Zon Caplari

Standart Zon Caplari Numune Zon Caplari
1. Cahsma S: S, Ty T,

14,8 15,8 14,8 15,6

14,8 15,8 14,8 15,8

1_1. Calisma 14,8 15,8 14,8 15,8
14,8 15,8 14,8 15,8

Zon Caplar1 Toplami 59,2 63,2 59,2 63,0
14,8 15,8 14,8 15,7

14,8 15,8 14,8 15,8

1_2. Calisma 14,8 15,8 14,8 15,8
14,8 15,8 14,8 15,8

Zon Caplar1 Toplam 59,2 63,2 59,2 63,1
14,8 15,8 14,6 15,7

14,8 15,8 14,8 15,8

1_3. Calisma 14,8 15,8 14,8 15,8
14,8 15,8 14,8 15,8

Zon Caplar1 Toplan 59,2 63,2 59,0 63,1

Streptomisin siilfat birinci ¢alismasi i¢in miktar tayini hesaplamasi sirasinda karsilasilan

degiskenler cizelge 5.11° de gosterilmektedir.

Cizelge 5.11 Streptomisin Siilfat 1. Calisma Sonucu Hesaplama Degiskenleri

1. Calsma \Y w A Log S; B Antilog b
1_1. Cahsma 0.2 7.8 -0.001 | -0.52288 | -0.52431 0.30
1_2. Cahsma -0.1 7.9 -0.001 | -0.52288 | -0.52358 0.30
1_3. Cahsma -0.3 8.1 -0.002 | -0.52288 | -0.52494 0.30
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Cizelge 5.12 Streptomisin siilfat birinci caligma sonucunda elde edilen % relatif potens ve
sonuclar gosterilir. Bu sonuclarin ortalamalar1 ile Clemipen —Strep igerisindeki Streptomisin

stilfat miktar1 451.5 TU/mg olarak tespit edilmistir.

Cizelge 5.12 Streptomisin Siilfat 1. Calisma Sonuglari

1. Calisma % Relatif Potens Sonug

1_1. Calisma 99.67 451.5 TU/mg
1_2. Calisma 99.84 452.3 TU/mg
1_3. Calisma 99.53 450.9 TU/mg
Sonu¢ Ortalamalar: 99.68 451.5 IU/mg

Clemipen-Strep ikinci sarj1 icin yapilan Streptomisin siilfat miktar tayini ¢alismalart sonucu

asagida aciklanmaktadir.

Streptomisin siilfat miktar tayini 2. calisma sonuclar1 ¢izelge 5.15° de verilmistir. Her {i¢
calisma sonucu, limit ve trend degerleri i¢erisinde bulunmustur. Clemipen-Strep {iriiniiniin bu

sarja ait Streptomisin siilfat miktar tayini calismasi i¢in sonu¢ “UYGUNDUR” denir.

Streptomisin siilfat miktar tayininin ikinci ¢alismast i¢in yapilan ii¢ calisma sonucunda ortaya
cikan zon ¢aplarinin zone readerdan oOl¢iilen sonuglar1 ve her ¢alisma i¢in zon ¢aplar1 toplami

cizelge 5.13° de belirtilir.

Standart zon caplari, standart icin yapilan silindirlere ekim isleminden 24 saat sonra olusan
zon caplarmi, numune zon ¢aplari, numune icin yapilan silindirlere ekim isleminden 24 saat

sonra olusan zon ¢aplarini ifade eder.
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Cizelge 5.13 Streptomisin Siilfat 2. Calisma Sonucu Olgiilen Zon Caplari

Standart Zon Caplari Numune Zon Caplari
2. Calisma
Si S, Ti T,

16,2 17,2 16,2 17,2

16,2 17,2 16,4 17,2
2_1. Calisma

16,2 17,2 16,2 17,2

16,2 17,2 16,2 17,2
Zon Caplar1 Toplam 64,8 68,8 65,0 68,8

16,2 17,2 16,2 17,2

16,2 17,2 16,4 17,4
2_2. Calisma

16,2 17,2 16,2 17,2

16,2 17,2 16,2 17,2
Zon Caplar1 Toplam 64,8 68,8 65,0 69,0

16,2 17,2 16,2 17,2

16,2 17,2 16,2 17,4
2_3. Calisma

16,2 17,2 16,2 17,2

16,2 17,2 16,2 17,2
Zon Caplan Toplan 64,8 68,8 64,8 69,0

Streptomisin siilfat ikinci ¢alismasi i¢cin miktar tayini hesaplamasi sirasinda karsilasilan

degiskenler cizelge 5.14° de gosterilmektedir.

Cizelge 5.14 Streptomisin Siilfat 2. Calisma Sonucu Hesaplama Degiskenleri

2. Calisma A\ w A Log S, B Antilog b
2_1. Calisma 0.2 7.8 0.001 -0.52288 | -0.52145 0.30
2_2. Cahisma 0.4 8.0 0.003 -0.52288 | -0.52009 0.30

2_3. Calisma 0.2 8.2 0.001 -0.52288 | -0.52152 0.30
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Cizelge 5.15 Streptomisin siilfat ikinci ¢alisma sonucunda elde edilen % relatif potens ve
sonuclar gosterilir. Bu sonuclarin ortalamalar1 ile Clemipen —Strep igerisindeki Streptomisin

stilfat miktar1 454.9 TU/mg olarak tespit edilmistir.

Cizelge 5.15 Streptomisin Siilfat 2. Calisma Sonuglari

2. Calisma % Relatif Potens Sonug¢

2_1. Calisma 100.329575 454.5 TU/mg
2_2. Calisma 100.643678 455.9 TU/mg
2_3. Calisma 100.313473 454.4 TU/mg
Sonu¢ Ortalamalar: 100.43 454.9 IU/mg

Clemipen-Strep {iciincii sarj1 icin yapilan Streptomisin siilfat miktar tayini ¢calismalar1 sonucu

asagida aciklanmaktadir.

Streptomisin siilfat miktar tayini 3. calisma sonuclari ¢izelge 5.18° de verilmigtir. Her ii¢
calisma sonucu, limit ve trend degerleri icerisinde bulunmustur. Clemipen-Strep {iriiniiniin bu

sarja ait Streptomisin siilfat miktar tayini calismasi i¢in sonu¢ “UYGUNDUR” denir.

Streptomisin siilfat miktar tayininin {i¢iinci ¢alismasi i¢in yapilan ii¢ calisma sonucunda
ortaya ¢ikan zon caplariin zone readerdan ol¢iilen sonuglar1 ve her calisma i¢in zon ¢aplari

toplamui ¢izelge 5.16° da belirtilir.

Standart zon ¢aplari, standart icin yapilan silindirlere ekim isleminden 24 saat sonra olusan
zon ¢aplarini, numune zon caplari, numune icin yapilan silindirlere ekim isleminden 24 saat

sonra olusan zon ¢aplarini ifade eder.
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Cizelge 5.16 Streptomisin Siilfat 3. Calisma Sonucu Olgiilen Zon Caplari

Standart Zon Caplari Numune Zon Caplar
3. Calisma
Si S T T,

15,4 16,2 15,4 16,2

154 16,4 15,4 16,4
3_1. Calisma

15,4 16,4 15,4 16,4

15,4 16,4 15,4 16,4
Zon Caplan Toplan 61,6 65,4 61,6 65,4

15,2 16,2 15,4 16,2

15,4 16,4 15,4 16,4
3_2. Calisma

15,4 16,4 15,4 16,4

15,4 16,4 15,2 16,4
Zon Caplan Toplan 614 65,4 61,4 65,4

15,2 16,4 15,4 16,4

15,4 16,4 15,4 16,4
3_3. Calisma

15,4 16,4 15,4 16,4

154 16,4 15,3 16,4
Zon Caplar1 Toplam 61,4 65,6 61,5 65,6

Streptomisin siilfat {iclincli ¢alismast i¢cin miktar tayini hesaplamasi sirasinda karsilasilan

degiskenler cizelge 5.17° de gosterilmektedir.

Cizelge 5.17 Streptomisin Siilfat 3. Calisma Sonucu Hesaplama Degiskenleri

3. Calisma A\ W A Log S; B Antilog b
3_1.Calisma 0.0 7.6 0.000 -0.52288 | -0.52288 0.30
3_2.Calisma 0.0 8.0 0.000 -0.52288 | -0.52288 0.30

3_3.Calisma 0.1 8.3 0.001 -0.52288 | -0.52221 0.30
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Cizelge 5.18 Streptomisin siilfat ikinci ¢alisma sonucunda elde edilen % relatif potens ve
sonuclar gosterilir. Bu sonuclarin ortalamalar1 ile Clemipen —Strep igerisindeki Streptomisin

stilfat miktar1 453.2 TU/mg olarak tespit edilmistir.

Cizelge 5.18 Streptomisin Siilfat 3. Calisma Sonuclari

3. Calisma % Relatif Potens Sonuc
3_1. Calisma 100 453 TU/mg
3_2. Calisma 100 453 TU/mg
3 3. Calisma 100.154726 453.7 IU/mg
Sonu¢ Ortalamalari 100.1 453.2 IU/mg

5.2 Tartisma

Clemipen-Strep antibiyotigi ile yapilan {i¢ ¢alisma sonucunda elde edilen Benzil penisilin ve

Sterptomisin siilfat miktar tayini sonuglari ¢izelde 5.19° da gosterilmektedir.

Cizelge 5.19 Benzilpenisilin ve Streptomisin siilfat miktar tayini sonuglari

Calismalar Benzilpenisilin Sonuclari Streptomisin siilfat Sonuclar:
1. Calisma 362.7 IU/mg 451.5 IU/mg
2. Calisma 362.1 IU/mg 454.9 TU/mg
3. Calisma 363.6 IU/mg 453.2 TU/mg

Clemipen-Strep iic farkli sarj icin yapilan miktar tayini sonuglart yukaridaki cizelgede

verilmistir. Her ii¢ calismada antibiyotikler i¢in sonuclar limitler icerisinde ¢cikmustir.

Benzilpenisilin ve Streptomisin siilfat miktar tayini ¢aligmasinda onikiser adet petri kullanildi.
Her ii¢ bir calisma icin grup olusturdu. Petrilerden okunan zon caplari kayit edildi. Miktar

tayini hesaplanmasi icin olusturulmus formiil takip edilerek sonuclar hesaplandi. Hesaplama
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sonucu cikan sonuclar her iki madde i¢inde limit ve trend degerleri i¢inde oldugu icin

Clemipen-Strep liriiniiniin miktar tayini analiz sonuglari i¢cin “UYGUNDUR” denildi.

Miktar tayin caligmalarinda ilk ve en 6nemli basamak on hazirlik calismalaridir. Burada,
kullanilan calisma standartlari, besiyerleri ve kimyasal maddelerin son kullanma tarihleri
kontrol edilmeli son kullanma tarihi gecen madde varsa hemen imha edilmelidir. Ornegin, son
kullanma tarihi ge¢cmis besiyeri ile son kullanma tarihi heniiz gelmemis ve kullanilmakta olan
besiyeri ile aymi mikroorganizmanin aym diliisyon seviyesi kullanilarak besiyeri iireme
kontrolii yapildiginda kullanildiginda goriilecektir ki son kullanma tarihi ge¢mis besiyerinde
tireme digeri kadar fazla olmayacaktir. Bu ¢alismada kullanilan biitiin besiyerleri ve kimyasal
maddeler son kullanma tarihi gelmemistir. Bu nedenle, 6n hazirlik caligmalarinin tam ve
dogru olarak hazirlandigindan emin olmadan petrilere ekim asamasina gecilmemelidir. On
hazirlik calismalarinda 6nemli olan mikroorganizmalarin 6n inkiibasyonudur. Ozellikle
Bacillus subtilis’ in 6n inkiibasyon siiresi yedi (7) giindiir. Yedi diin beklendikten sonra
Bacillus subtilis kullanilarak miktar tayini calismasi baglatilabilir. Boyle olmadigi taktirde
mikroorganizma aktivitesini gosteremeyecegi icin petrilerde inkiibasyon sonrasi olusan zon

caplar kiiciik olacaktir. Bu da numuneye ait gercek potens degerini vermeyecektir.

Potens calismalarinda en hassas asama diliisyon ve celik silindirlere damlatma basamagidir.
Diliisyon isleminde; balon jojelerin ilizerindeki c¢izgili bolgeye kadar tampon c¢ozelti ile
tamamlanmasi sirasinda 0,01 ml’ lik eksik veya fazla damlatma standart kiigiik/biiyiik
zonlarda, ayni sekilde numune biiyiik/kiiciik zonlarda farkli biiyiikliiklerin olusmasina sebep
olur. Bu nedenle, calisma sirasinda mutlaka dikkatli davranilmalidir. Aksi takdirde tiim
calisma tekrarlanmak zorunda kalir. Silindirler igerisine damlatma islemi i¢in de aym riskli
durum gecerlidir. Petriler igerisine yerlestirilmis dort adet silindirin icerisine mikropipet ile
0,1 ml damlatma yapilir. Bu isleme baslamadan once kullanilan mikropipetin kalibrasyonu
kontrol edilmeli, gerekirse, isleme baslamadan once, laboratuarda kalibrasyon yapilmalidir.
Damlatma islemine baslamadan Once, petriler sarsilmaz bir zemin iizerine diizenli olarak
yerlestirilmis ve dort adet silindir icerisine dizilmis olmalidir. Damlatma sirasinda mikropipet
tek hareket ile cekilip birakilmalidir. Bu sirada elin titrememesine, silindirin besiyeri {izerinde
sallanmamasina, besiyeri iizerine damlatma yapilmamasina o6zen gosterilmelidir. Bu
caligjmada yukarida bahsedilen durumlardan hicbiri gerceklesmemis ve hicbirine

rastlanmamaistir.
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Besiyerleri, ¢alisma yapilacagi giin hazirlanmalidir. Otoklavdan 121°C’ lik sicaklikla cikarilan
besiyerleri agizlar1 kapali olarak su banyosuna yerlestirilmelidir. Besiyerleri 45-50°C’ ye
sogutulduktan sonra steril edilmis petri kaplarina dokiilmelidir. Besiyerinin sogutulmasi
sayesinde petri kutusunun kapaginda buharin yogunlagmasi onlenmis olur. Boylece petri
kapaklarinin i¢ kisimlarindan besiyeri iizerine su damlamasi ihtimali ortadan kalkar. Aksi
taktirde, yani petri kapaginin i¢ kisminda su damlaciklarinin bulunmasi, silindirler besiyeri
izerine yerlestirilip igerilerine standart veya numune soliisyonlar1 damlatildiktan sonra
kapaginin kapatilmasi ile kapagin i¢ kisminda kalan su damlaciklarinin silindirlerin icerisine
damlamasina sebep olur. Bu calismada boyle bir durum ile karsilasilmamistir. Ciinkii su
banyosu sicakligr iki termometre ile kontrol edildi ve besiyeri su banyosuna konulduktan 45

dakika sonra kullanilmaya baslandi.

Ust tabakaya dokiilecek besiyerleri de 45-50°C’ ye sogutulduktan sonra icerisine
mikroorganizmalar inokiile edilmelidir. Mikroorganizmalarin besiyerlerine sicak inokiile
edilmesi ya biitiin mikroorganizmalarin 6lmesine veya sayilarinin azalmasina sebep olur.
Boylece zon caplar1 olusmayacak veya olmasi gerekenden daha biiyiik zon ¢aplar1 olusacagi
icin antibiyotige ait gercek potens degeri bulanamayacaktir. Bu nedenle analiz mutlaka
tekrarlanmal1 ve yapilan hatalarin tekrarlanmamasina 6zen gosterilmedir. Boyle bir durum ile,

yukarida agiklanan sebeplerden dolayi, bu ¢alismada karsilasiilmamistir.

Cozeltilerden kaynaklanabilecek hatalar; Ornegin benzilpenisilin ¢alismasi icin hazirlanmis
olan stok soliisyon on hazirlik ¢alismalarindaki aksaklik yiiziinden ayn1 giin kullanilamadi ve
ertesi giin kullanilmak iizere 2-8°C’ deki buzdolabina kaldirildi. Ertesi giin buzdolabindan
cikarilan stok soliisyon oda 1sisina getirildikten sonra kullanima alindi ve calisma yapildi. Bu
calismanin sonucunda olusan zon caplart gercek degeri vermez. Ciinkii bir/birkac giin
bekletilen antibiyotigin etkinliginde kaynaklarda belirtilen degerlere gore yaklasik % 16’ sin1
kaybeder. Bu durumda boyle bir stok soliisyon ile yapilacak calismada cikan degerleri gercegi

yansitmayacaktir.
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