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OZET

Yanik vak’alarinda enfeksiyon istenmeyen bir komplikasyondur. Yanik yaradan
en sik izole edilen mikroorganizma Pseudomonas aeruginosa’dir. Bu
mikroorganizma iyilesmeyi engelledigi gibi sepsis kaynafi da olabilir.

Bu calismada P. «eruginosa’ nin in vitro olarak c¢esitli cephalosporin
antibiyotikler ve silver siilfadiyazin ile firemesinin engellenmesi amaglandi.

Denenen cephalosporin grubu antibiyotiklerden IHI. kugaga ait Ceftazidime,
Ceftriaxone, Ceftizoxime ve Cefotaxime’'in P. geruginosa’ ya karg1 ayn1 degerde
etkili antibiyotikler oldugu saptandi.

Etkili topikal antimikrobiyal ajan olarak kullanilan silver siilfadiyazinin
P. aeruginosa igin Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MIC) 40 pg / ml
olarak olgiildii.
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SUMMARY

Infection of burn wounds is an unwanted complication. P. aeruginosa’ is the most
common microorganism isolated from burn wounds. This microorganism not
only prevents healing up the wounds but also may cause sepsis.

This study was performed to investigate the in vitro inhibition of P. aeruginosa
with various cephalosporin antibiotics and silver sulphadiazine.

The same extent of inhibition against P. aeruginosa was caused by Ceftazidime,
Ceftriaxone, Ceftizoxime and Cefotaxime, belonging to the third generation of
cephalosporins.

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of silver sulphadiazine which is an
effective topical antimicrobial agent was found to be 40 pug/ml against
P.aeruginosa.
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1. GIRIS VE ONCEKI CALISMALAR

L.1. Giris

Yamk vak’alarinda enfeksiyon, istenmeyen fakat olduk¢a sik kargilagilan bir
komplikasyondur. Yamk yara bakteriyal iireme i¢in mikkemmel bir ylizey
olusturur. Yam¥ takiben gelisen hipovolemik yanik goku cgesitli tedavi
yontemleri ile Onlenebilmektedir. Buna kargin yamk yaramin enfekte olmasi ve
hatta buna bagli olarak sepsis gelismesi her zaman Onlenememekte ve hasta
oliimlerine neden olabilmektedir (Sawhney ve ark., 1989; Kocabeyoglu ve ark.,
1989). Epidermisin harabiyetiyle karakterize birinci dereceden yaniklar, ayaktan
tedavi edilen hafif yamiklar kapsaminda yer almakta ve tiim yamk vak’alarimn
yaklagik %95’ini olusturmaktadir. Yagamsal bir tehlike yaratmadiklarn gibi,
yogun bir tedavi de gerektirmezler.

Hafif yanik tanimi, Amerikan Yanik Birligi (American Burn Association)
tarafindan yanifin derecesi, tiim viicut yiizeyine orani, yeri, yanifa neden olan
madde, hastanin yagi ve bazi diger tibbi noktalar gbz Oniine alinarak
tamimlanmugtir. Buna gore :
a) Tiim viicut yiizeyinin, erigkinlerde %15, g¢ocuklarda % 10’unu

gecmeyen kismi yaniklar;

- b) Erigkinlerde tim viicut ylizeyinin %2’sini gegmeyen pandermal
yaniklar;
hafif yamklar kapsamu igine alinmigtir.

Dermis ve baf dokunun harabiyetiyle karakterize ikinci ve {igiincli dereceden
yanklar ise yagamsal tehlike arz ettiklerinden, agwr yaniklar kapsaminda yer
almakta ve en kisa zamanda bir uzman tarafindan tedavi gerektirmektedir.

Amerikan Yanik Birlifi agir yaniklan 6 (alt) gruba ayuwnugtir. Buna gore;
a) Tim viicut yiizeyinin erigkinlerde %25’ini, ¢ocuklarda %Z20’sini
kaplayan ikinci derece yaniklar;

b) Tiim viicut ylizeyinin en az %10’unu kaplayan iiglincli derece
yaniklar;

c) El, yiiz, kulak, ayak ya da perine yaniklari;
d) Inhalasyon yaniklari;



e) Kink ya da bagka travmalar ile komplike olmug yaniklar;

f) Daha onceden varolan nedenler, bag yaralanmalari, serebrovaskiiler
olaylar, psikiyatrik bozukluklar ya da dahili yaralanmalar sonucu risk altindaki
hastalardaki yaniklar;
agir yaniklar kapsamm icine ahinmugtir. Derin ikinci derece bir yanik yarasi,
enfeksiyon geligmesi sonucu kolayca figiincii derece yamk haline gelebilmekte,
hasta septisemi ve pulmoner komplikasyonlarla kaybedilmektedir (Numanoglu,
1978).

Yanik yarasinda goriilen baglica enfeksiyon etkenleri :

I- Gram pozitif bakteriler,

a- Staphylococcus aureus
b- Streptococus pyogenes
c- Clostridium tiirleri

II- Gram negatif bakteriler,

a- Pseudomonas aeruginosa
b- Escherichia coli

c- Proteus tiirleri
III- Viruslar,

Herpes simplex type I
IV- Funguslar,

Candida albicans

Bes yil boyunca tekrarlanan, yanmk yara yiizeyinden bakteri izolasyon
¢alismalarinin sonuglart Cizelge 1.1.’de gosterilmigtir (Sawhney ve ark., 1989).

Yanik yara enfeksiyonlarinda biiyiik yiizdeleri P. aeruginosa ve S. aureus
olusturmaktadir. Lawrence (1985)’de yapmug oldugu klinik ¢alismalar sonucu
yaniklarin tedavisini zorlagtiran bu iki mikroorganizmaya dikkatleri gekmisgtir.

Gram negatif grup iiyesi Pseudomonas’larin ve Klebsiella tiirlerinin yanik
yaralarda kolonizasyonlarinin her yil artig gosterdifi, bu olayinda tedavide biiyiik
problemlere yol aguifi bir ¢ok yamk tedavi merkezince rapor edilmistir
(Nasilowski ve ark., 1975; Fernando, 1978; Pruitt, 19384).



Cizelge 1.1. Yanik yara yiizeyinden izole edilen mikroorganizmalann insidansi
(Sawhney ve ark., 1989).

[zole Edilen Bakteri Say.]  Toplam

1. Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4.Hafta Say1 %
Mikroorganizmalar 0-3 }4-7 Giin

Pseudomonas aeruginosa 10 15 53 129 58 283 | 38.1

Staphylococcus aureus 49 65 116 31 14 275 | 37
Klebsiella 0 3 10 23 13 49 6.7
Proteus 0 2 8 9 13 31 4.2

B - hemolitik Streptococ 10 13 0 6 7 36 4.9
Streptococcus faecalis 0 4 1 11 20 2.7
Escherichia coli 1 6 14 23 3.1
Acinetobacter anitratum 0 0 O 20 20 2.7
Acinetobacter calcoaceticus | 0 0 0 0 5 5 0.6

Total 69 104 192 | 205 155

Istatistiklere gére her yil yaklagik 3 milyon kisiye aci gektiren cesitli dereceden
yamiklar, enfeksiyon ya da eskar (kabuk olusumu) olmadifn takdirde
epitelizasyon ve kontraksiyon (biiziilme) ile iyilesebilmektedir (Cruse and
Daniels, 1989). Eskar, yamk yarasinda sanildifinin aksine koruyucu degil,
icerdii fazla sayida bakteri ile sepsis kaynafidir (Haberal, 1979). Yamklarda
enfeksiyon olusumu ise en 6nemli komplikasyonlardan biridir.

Yaniklarda gelisen enfeksiyonlarda sepsis ve septik sokta mortalite oram artarak
%90 ve hatta %100’e ulagabilir. Yamk yarada tedaviye erken baglanmarmgsa
bakteriler siiratle {ireyerek, 24 saat sonra her eskar pargasiun 1 gramindaki
bakteri sayisi 10%¢ ulagir. Yanik yaras: enfeksiyonundan sepsis geligebilmesi igin,
dokudaki gram bakteri sayismin 10° olmast gerekir. Yaniklardan siklikla
P. aeruginosa ve S. aureus izole edilmektedir. P. aeruginosa salgiladif
ekzotoksin ile Skaryotik hiicrelerdeki protein sentezini inhibe eder (Numanoglu,
1978; Ketchum, 1984; Nicas, 1984). Boylece yanik dokularda olugan P.aeruginosa
enfeksiyonu normal gelismeyi Onler. S. aureus ise toksin ve enzimleri ile lokal
olarak iiredifi dokuya zarar verir. Diigiik molekiil agirlikli ve glikoprotein



yapisindaki toksinleri ise toksik sok sendromuna neden olur (Frame ve ark,,
1985).

Yanik vak’alarinda hasta Oliimlerine neden olabilen enfeksiyonlar ve
enfeksiyonlarla  ilgili = komplikasyonlarin  engellenmesi  kaginilmaz  bir
zorunluluktur. Yamfin meydana getirdigi hasar, derinin mekanik bariyer
Ozelliginin kaybma neden olur. Bu da hastalanin enfeksiyonlara kargi hassas
olmasina yardim eder (Feller ve ark., 1979; Ninneman, 1983).

Etkili topikal antimikrobiyal ajanlarin kullanimi, 1950°1i yillarin sonlarinda yanik
Oliimlerini azaltmigtir. Bununla birlikte bir ¢ok topikal antimikrobiyal ajan
istenmiyen o6zelliklere sahiptir. Ornegin, silver nitrat yamik yara ve komgu
dokulardan elektrolit kaybina neden olur. Ayrica yamk yaraya niifuz etmesi de
stnirhidir. Mafenid asetat uygulamada rahatsizlik verici olup (agrili), genig yanik
ylizeyi olan hastalarda hiperventilasyon ve metabolik asidozis meydana
getirebilir (White and Asch, 1971; Harrisson ve ark., 1975). Fakat mafenid
asetat’in yaraya niifuz etmesi milkemmeldir. Silver siilfadiyazin (AgSD) ise
uygulamada agn ve aciyr ortadan kaldirmas: nedeni ile popiilerdir (Peterson,
1987). Bir ¢ok antimikrobik bilegikte oldugu gibi silver siilfadiyazine de direngli
olan bakterilerin varligx rapor edilmistir (Mc Manus ve ark., 1983; Modak ve
ark., 1983).

Yamk yaramn korunmasinda kullamilan topikal antimikrobiyal ajanlar,
enfeksiyonlanin kokiinden ¢oziimii i¢in yeterli degildir. Her ne kadar pek g¢ok
merkezde miidahale vaktinde yapilmaktaysa da yamik yara igin etkili topikal
ajanlarmn gelistirilmesi son derece dnemlidir (Miller ve ark., 1990).



1.2. Pseudomonas aeruginosa Hakkinda Genel Bilgi

Pseudomonas genusu, 0.5 - 1.0 um yada 1.5 - 5.0 pm uzunlugunda diizgiin yada
hafif kiviimli basilleri igerir. Bir yada bir kag polar flagella ile hareket edebilir
ve prosthecae yada sheaths bulundurmazlar (Prescott ve ark., 1990).

Gram negatif, hareketli, besiyerleri icine sizan ve suda eriyen pigmentler yapan
bu basiller toprakta, suda, lafumlarda ve havada bol olarak bulunurlar.
P. aeruginosa az sayida olarak normal barsak florasinda da bulunur. Ayrica
insan derisi iizerinde de saprofit olarak bulunabilir.

Pseudomonas genusu {yeleri, kiiltiir besiyerlerinde kolayca iireyerek, diizgiin,
yuvarlak, floresan yesilimsi bir rengi olan koloniler olugtururlar. Baz1 suglar kanh
agarda hemoliz yapar. Kolonilerdeki mavi - yesil pigment agar igine yayilr.
P.aeruginosa ’un pigmenti  kloroform ve suda eriyen antimikrobik etki
gosterebilen mavimsi renkli pyocyanin ve yalniz suda eriyen yesilimsi, floresan
bir madde olan fluorescein’den olugmugtur.

P. aeruginosa, ancak normal direnci kaybolmus olan viicut bolgelerine yerlestigi
yada diger bazi etkenlerle birlikte bulundufu zaman patojendir. Yaralarda mavi
yesil renkli bir irin yapar. Bel ponksiyonlar: ile BOS (Beyin Omurilik Sivisy)
icine sokulursa menenjit yapabilir. Kataterlerle, araglar yada sivilarla idrar
yollarina sokulursa, idrar yolu enfeksiyonlarmin etkeni olur.

Solunum yollarinda bulunabilir ve solunum araglar ile bulagmasindan sonra
genellikle nekrotizan pndmoni meydana gelir. Dig kulak yolu iltihaplarinda da
¢ofu kez bulunur. Genellikle yaralanmalardan ve cerrahi islemlerden sonra
P. aeruginosa gbz bulbus’unun hizla tahribine neden olan g6z enfeksiyonlan
olugturabilir.

P. aeruginosa, antimikrobik ilaglarin ¢ofuna direnglidir; kuvvetli p - laktamaz
yaparlar. Bu yiizden daha duyarli olan normal flora bakterilerinin {iremeleri
engellenirse, sayilarm hizla arttirarak ¢ok o©nemli tedavi sorunlam yaraurlar,
Viicutlari zayif diigmiis kigilerde yada bebeklerde kan dolagimimi istila ederek
oldiiriicii sepsisler yapabilirler. Bu durum genellikle nitrojen mustard (lenfoid
dokudan gelisen malign tiimorlerin tedavisinde kullanmilan sitotoksik bir ilag)
yada iginlama gibi ur tedavileri uygulanmug olan 10semi yada lenfoma
vak’alarinda goriiliir.



Pseudomonas sepsislerinde, yaralarda, yamiklarda veya idrarda ultraviyole ile
floresans verebilen verdoglobin (hemoglobinin yikim iiriinli) pigmenti aranabilir.
Epidemiyolojik aragtirmalar igin suglar, bakteriyofajlarla veya pyocinler ile
tiplendirilebilir. Bu gekilde P.aeruginosa’nin en az 7 antijenik tipi belirlenmigtir.
Antijenik 0zgiilliik polisakkaritlerinde tagimr. Bu tiplerden hazirlanan agilar
yanik vak’alarindaki hastalara verildiginde Pseudomonas sepsislerine karsi on
giin koruyucu olabilir (Ernest ve ark., 1980).

1.3. Topikal Antimikrobiyal Ajan : Silver sillfadiyazin

Silver siilfadiyazin Fox tarafindan 1968’de topikal yanik tedavisi i¢in takdim
edildi. Pek ¢ok aragtirici, silver siilfadiyazinin yanik yaralarda P. aeruginosa,
C. albicans ve diger bakteriyal enfeksiyonlar1 engellemede ve kontroliinde etkili
oldugunu gostermigtir. %1’lik Silver siilfadiyazin krem 1972°den beri
uygulamada topikal ajan olarak kullamilmaktadir (Koo ve ark., 1989; Aoyama ve
ark., 1990; Gerding ve ark., 1990). Silver siilfadiyazin’in molekiil agirhg: 357.13
olup, yapisal formiilii' agagidaki gibidir.

Ag e
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Sekil 1.1. Silver siilfadiyazin’in kimyasal yapist (Aoyama ve ark., 1990)

1.3.1. Silver siilfadiyazin’in etki mekanizmasi

Radyoaktif mikronize Silver siilfadiyazin kullanilarak yapilan aragtirmalarda,
elektron mikroskop ve titiz biyokimyasal teknikler yardumi ile Silver
stilfadiyazin’in etki mekanizmasinin silver nitrat ve sodyum siilfadiyazinden farkli
oldugu gosterilmigtir. Silver siilfadiyazin, silver nitrat gibi kloriir ve proteinlerle
hizla reaksiyona girmez. Bu Ozellik silver nitratin antimikrobik etkinligini
azaltmaktadir. Silver siilfadiyazin yapisal olarak para - aminobenzoik aside
(PABA) benzerlik gosterip, bakteriyel sentezleri kompetatif olarak inhibe eder
(Rode ve ark., 1981; Fox, 1983; Monafo and Freedman, 1987). Ayrica, silver



nitrat ve sodyum siilfadiyazin ile yargarak siilffonamidleri inhibe ettigi bilinen
PABA Silver siilfadiyazin’in etkinligini azaltmaz.

Silver siilfadiyazin’in bakterisit 6zelligi, hiicre zan ve hiicre duvan iizerindeki
etkisine baglidir. Cok sayidaki aragtirmalarla gosterildifi gibi bakteriye yalmz
giimils baglanmakta, siilfadiyazin baglanmamaktadir. Yikanmig Pseudomonas
hiicreleri ve DNA, Silver siilfadiyazin kompleksini par¢alamakta ve glimiisii
baglayarak siilfadiyazini ortamda serbest birakmaktadir (Fox and Modak, 1974).

Silver siilfadiyazin’in etki mekanizmasini aragtirmak amaciyla yiiriitiilen
caligmalarin bazlarinda Silver siilfadiyazin’in in vitro kogullarda baglandif:
DNA’ya in vivo kogullarda baglanmadifi, ilacin etkisini gosterdigi asil hedefin
hiicre zari oldugu ileri siiriilmiigtir (Coward ve ark., 1973; Coward and
Rosenkranz, 1975). DNA metabolizmasi, hiicre zan ile baglantih oldugundan bu
olgu ilacin bakterisit etkisini agiklayabilir (Wysor, 1983).

Bagka aragtirmalarda ise Silver siilfadiyazin’in in vivo hedefinin DNA oldugu
iddia edilmig ve gilimiigiin, siilfonamid’den selektif olarak aynldiktan sonra,
geride bir siilfonamid ¢o6zeltisi birakarak DNA’ya ulagtgl distiniilmiistir. Bu
gozlemler igaretlenmis Silver siilfadiyazin’le yapilmug ve gilimiigiin bakterinin
niikleik asidine baglamirken, siilfonamid’in hiicre zarnda kaldifi saptanmugtir
(Modak and Fox, 1973; Fox and Modak, 1974; Wysor, 1983).

Bagka bir ¢alismada ise hiicre zarinda baglangigta ortaya ¢ikan bir lezyonun,
ilacin hiicre igine sizmasiyla sonuglandifi ve daha Once gegirgen olmayan hiicre
zarmin bu durumda silver siilfadiyazin’e karg: gegirgenlik kazandigi belirtilmigtir.
Bunun sonucunda da giimiig iyonlarnn niikleik asitlere baglanmaktadir (Wysor,
1983).

1.4. Cephalosporin Grubu Antibiyotikler

Cephalosporinler ilk kez 1948’de Brotzu tarafindan izole edilip, tanimlandi.
Giiniimiizde B - lactam grubu antibiyotikler sinifi i¢inde sunulmaktadir. Gram
negatif ve gram pozitif mikroorganizmalarin her ikisine kargi da oldukga yiiksek
aktiviteye sahiptirler (Scandola ve ark., 1989). Yapilari, asidik ortamda genellikle
stabil olup, iskeletlerindeki kondense olmus dihidrotiazol halkasi ile
karakterizedirler (Flynn, 1972; Goodman and Gilman, 1985).



Temel yap: penisiline benzer, antibakteriyal etkide rol oynayan B - lactam
halkasidir. Yalmiz penisilindeki besli thiazolidine halkasi altili dihydrothiazine
halkas: ile yer degistirmigtir (Mandell, 1985). Bu temel yapiya cephem gekirdegi
denir. Cephem c¢ekirdeginden, farkli gruplarin eklenmesi ile ¢ok degisik Gzellikte
cepholosporinler elde edilir (Yiice, 1988).
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Sekil 1.2. Cephalosporin’lerin kimyasal yapist (Scandola ve ark., 1989).

1.4.1. B-Lactam antibiyotiklerin (cephalosporinler) etki mekanizmalar

B - lactam grubu antibiyotikler bakteri hiicre duvarmin sentezini inhibe ederek,
peptidoglikan (murein) tabakasinin olugmasini Onlerler.

Bakteri -hiicre duvari, bakteriyi dig etkilerden koruyan, ona seklini veren yar
gegirgen bir kiliftir. Gram pozitif ve gram negatif mikroorganizmalarda yapi
biraz degismekle beraber her ikisinde de ortak olan peptidoglikan tabakasi,
bakteriyi ozmotik basing degisikliklerinden koruyan oldukg¢a Snemli bir yapidir
(Lorian, 1971). Peptidoglikan veya murein de denilen bu tabaka, N - asetilglukoz
amin (NAGA) ve N - asetilmuramik asit (NAMA) diye bilinen iki amino §cker1n
alternatif olarak yer aldif: iplik¢iklerden olusmusgtur,

Gram pozitif bakteri hiicre duvart olduk¢a basit olup, sitoplazmik membran
tizerinde 15 - 20 nm kalinhiginda yer alan bir yapidir. Kovalent olarak birbirine
bagl: iki bilesenden olugmugtur. Bu bilegenler, peptidoglikan ve ona bagl olarak
bulunan teikoik asittir. Bu yapi oldukga araliklidir ve aralarindan 100.000 Dalton
biiytikliigiindeki molekiiller gegebilir. B - Lactam molekiilleri ise 700 Dalton
agirhfinda olduklarindan bu tabakay: kolayca gecerler (Neu, 1985).



Gram negatif hiicre duvan ise daha karmagik yapidadir. Sitoplazmik membranin
hemen lizerinde periplazmik aralik denen bir bdlge vardir. Bu bdlgede cesitli
soluble enzimler yer alir. Periplazmik aralifin {izerine ise yaklagtk 2 nm
kalinhginda peptidoglikan yerlesmistir. Peptidoglikan gram pozitiflerden ¢ok
daha az ve incedir. Peptidoglikan sitoplazmik zar gibi ¢ift kath lipitten olusmus,
lipopolisakkarit tabakasi ile Ortiilmiistiir. Bu dig zar {izerinde, etraflar1 porin adi
verilen proteinlerle kaplanmig su ve kii¢iik molekiilleri gecirebilen porlar vardir
(Prescott ve ark., 1990).

Gram negatiflerde p - Lactam molekiilleri 6nce distaki lipopolisakkarit
tabakasim gegmek zorundadir. Bu tabaka iizerindeki porlardan ge¢me hizi
antibakteriyal etkinin olugmasinda Onemlidir. Porlardan hizla ve fazlaca gegen
antibiyotik, difer tabakalanda gecebilir. Az miktarda ve yavag gegerse bir kismu
porin proteinlerine baglanir, geri kalamida periplazmik aralikta inaktive olur
(Yiice, 1988).

1.4.2. Cephalosporinlerin siniflandiriimasi

Cephalosporinler ¢ok cesitli kriterlere gore smiflandinlabilirler. Bu kriterler,
farmokolojik 6zellikler, antibakteriyal spektrum, B - Laktamazlara direng veya
kimyasal ©zellikleri olabilir. Bugiin daha ¢ok antibakteriyal spektrum temeline
dayanan smiflama gecerli olup, tanimlanmig ii¢ kugak cephalosporin vardir
(Remington and Crook, 1983) :

L._Kusak Cephalosporinler : Hem oral hem de parenteral verilen antibiyotikler
vardir. Antibakteriyal etki sahasina gram pozitif bakterilerden Streptococ’lar,

Staphylococ’lar, aerobik basiller girer. Gram negatiflerden ise E. coli, Klebsiella,
Proteus, Salmonella, Shigella grubu bakteriler I. kugsak cephalosporinlere
duyarlidir. Ulkemizde lisansh olan I kusak cephalosporinler, Cefazolin,
Cephradine, Cephalotin, Cefadroxil ve Cephalexin’dir.
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Sekil 1.3. I. Kusak Cephalosporinler’den (a): Cephalotin, (b): Cephalexin, (c):
Cephradine, (d): Cefazolin, (e): Cefadroxil’in kimyasal yapilari
(Yiice, 1988).

: Bu grup antibiyotikler, gram pozitif bakterilere 1.
kusaktan daha etkilidir ve P - laktamazlara dayaniklidirlar. Ulkemizde lisansh
olan II. kugak cephalosporinler, Cefaclor ve Cefuroxime’dir.

7 D cecO—in .
° a\oug OIr/ Hro—cony (

{a) coon

Sekil 1.4. II. Kusak Cephalosporinler’den (a): Cefuroxime ve (b): Cefaclor’'un
kimyasal yapilar1 (Yiice, 1988).

III.  Kusak Cephalosporinler : Bu grup antibiyotiklerin etki sahasina
Pseudomonas’lar ve anaeroblar da girmigtir. Bu etkiler, grubu olugturan
antibiyotikler arasinda egit diizeyde degildir. Bazilar, gram pozitiflere daha aktif
iken diger bir kismunda anti - Pseudomonas etki daha yiiksektir. Bir kismu ise
anaeroblara daha aktiftir. Ulkemizde lisansli olan IIl. kusak cephalosporin’ler;
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Cefotaxime, Ceftriaxone, Ceftizoxime, Cefoperazone ve Ceftazidime’dir. Bu
grup iiyelerinin hepsi parenteral uygulanir.
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Sekil 1.5. III. Kusak Cephalosporinler’den (a): Cefotaxime, (b): Ceftriaxone,
(c): Ceftizoxime, (d): Cefoperazone, (¢): Ceftazidime’in kimyasal
yapilar1 (Yiice, 1988).



12

2. LABORATUVAR CALISMALARI VE YONTEMLER

2.1. Kullanilan Mikroorganizma

Caligmalarda kullanilan mikroorganizmalar bofaz ve yaradan izole -edilip,
Pseudomonas aeruginosa oldugu tanimlanmig suglardir. Bu suglar Merkez Refik
Saydam Hifsisthha Enstitiisi'nden temin edildi. Nutrient Agar’da 37°Cde
yaklagik 24 saat siireyle iiretilerek elde edilen stok kiiltlirler daha sonraki
caligmalarda kullanilmak {izere + 4°C’de sakland:. Stok kiiltiirler 15 glinde bir
pasaj edilerek yenilendi.

2.2. Kullamilan Ortamlar

Pseudomonas aeruginosa’nin {iretimi i¢in, ¢aligmanin $zellifine gére, Nutrient
Broth ve Nutrient Agar besi ortamlar: kullamildi. pH’larn 7’ye ayarlanan iiretim
ortamlar1 120 "C’de 1 atm. basing altinda otoklavda steril edildi.

2.3. Kullanilan Antibiyogram Diskleri

I. Kugak cephalosporinlerden Cephazolin, Cefadroxil ve Cephradine’den 30 pg
emdirilmis standart diskler; II. Kusak cephalosporin olan Cefuroxime’den 30 g
emdirilmis standart disk ve III. Kusak cephalosporinlerden, Ceftriaxone,
Ceftizoxime, Cefotaxime ve Ceftazidime’den 30 pg, Cefixime’den ise 5 pg
emdirilmig, steril standart antibiyogram diskleri kullanildi.

2.4. Kullanilan Silver siilfadiyazin ve Hazirlamsi

Saf Silver siilfadiyazin, kristalize halde Eczacibag: Ila¢ Sanayi A.S.’den temin
edildi. Coziiniirliigii oldukga diisiik olan Silver siilfadiyazin, Nitrat tamponunda
(0,1 M, pH: 2.0; Nitrik asit - Potasyum nitrat) 100 mg/25 ml olacak gekilde
hazirlandr (Nesbitt and Sandman, 1977). Hazirlanan bu stok ¢dzelti milipor
filtreden siiziilerek steril edildi.

2.5. Ortamlara Ekim ve Uremenin Olciilmesi

Steril dretim ortamlarina, 37°C’de, 20 saat, calkalamali (150 r.p.m.) olarak
liretilen ve 420 nm’de absorbans degeri 0.72 olan stok kiiltiirlerden 0.1°er ml
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ekim yapildi. 37°C'de caligmanin Ozelligine gore galkalamali yada statik iiretime
birakildi.

Siv1  ortamdaki {iireme, {iremeye bagli olarak olugan bulanikhfin optik
yogunlugunun saptanmasiyla olg¢lildi. Optik yogunluktaki degisimler 420 nm
dalga boyuna ayarlanmug spektrofotometrede (Coleman, Junior II model) steril
ireme ortamina kargt yapilan &lglimlerle saptandi. Kati ortamlardaki lireme ise
canl hiicre sayisinin saptanmasiyla 6l¢iildii.

2.6. Uremenin Olgciilmesinde Uygun Dalga Boyunun Saptanmasi

Uremenin maksimum absorbans verdigi dalga boyunu saptamak amaciyla
37°C’de, calkalamali (150 r.p.m.) olarak bir gece boyunca iiretime birakilmig
P. aeruginosa Kkiiltiiriiniin verdigi absorbans degerleri farkli dalga boylanna
ayarlanmig spektrofotometrede steril iiretim ortamuna karsi olgiildii.

2.7. P. aeruginosa’mn Ureme Egrisinin Cikarilmasi

Bu amagla, steril {iretim ortamlanna (Nutrient Broth - 50 ml) stok Kkiiltiirlerden
ekim yapiumasindan sonra, 37 C’de ¢alkalamali olarak {iretime birakilan
ortamlardan saat bagi alinan Srneklerin 420 nm’deki absorbans degerleri 6lgiildii.

2.8. L, 1L ve ITI. Kusak Cephalosporinlerin P. aeruginosa Uremesine

Etkisinin Plak - Difiizyon Testi Ile Saptanmasi

Yaklagik olarak 20 ml Nutrient Agar igeren petri plaklarina standart Mc Farland
2 (%1’lik H2SO4 c¢ozeltisinden 9.8 ml alinip, %1’lik BaClp ¢ozeltisinden 0.2 ml
ile kanigtirthir) bulaniklik tiipiine es deger bulamiklifa sahip stok kiiltiirlerden 0.1
ml ekim yapilip, iiniform olarak agara yayilmasi saglandi (Cetin, 1973). Test
edilecek  antibiyotiklerin  standart antibiyogram diskleri agar iizerine
yerlestirildikten sonra 37°C’de bir giinliik inkiibasyona tabii tutuldu. Inkiibasyon
sonras1 disklerin ¢evresinde olusan zonlarin c¢aplari milimetrik bir cetvelle
olglildii (Zahner and Werner, 1972; Gilfillan ve ark., 1988). Bulunan degerler,
Uluslararas1  Klinik Laboratuvar  Standartlar1 Komitesi’nin ~ Pseudomonas
aeruginosa igin vermis oldufu standart tablo degerleri ile kargilagurildi. Standart
tablo degerleri Cizelge 2.1.’de gOsterilmigtir.
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Cizelge 2.1. Pseudomonas aeruginosa igin verilmig standart tablo degerleri

Zon c¢aplar1 (mm)
ANTIBIYOTIK Direngli Orta Hassas
Cephalotin - - -
Cephalexin - - -
Cephradine - - -
Cephazolin - - -
Cefadroxil - - -
Cefaclor - - -

Cefuroxime - - -
Cefotaxime 18 19-21 222
17 18 -22 23>
12 13-16 17 >
Cefoperazone - - -
Ceftazidime 22 23 -28 . 292>
Cefixime - - -

IN

Ceftriaxone

I

Ceftizoxime

IA

IA

2.9, Silver siilfadiyazin’in P. aeruginosa Uremesine Etkisinin Seri
Sulandinm Testi Ile Saptanmasi (MIC : Minumum Inhibitor

Konsantrasyonu)

Bu g¢aligmada, Silver siilfadiyazin’in on farkli konsantrasyonunun (5 pgr/ml,
10 pgr/ml, 15 pgr/ml, 20 pgr/ml, 25 pgr/ml, 30 pgr/ml, 35 pgr/ml, 40 pgr/ml,
45 pgr/ml, 50 pgr/ml ) P.aeruginosa iiremesine etkisi aragtirildi.

Bu amagla iki kontrol tiipii, on konsantrasyon tiipii hazirlands :

Birinci kontrol tiipi sadece 10 ml Nutrient Broth besi ortamu ile hazirland.
Silver siilfadiyazinin ¢oziiciisii olarak kullanilan Nitrat tamponunun {iremeyi
engelleyici bir etkisinin olup olmadifim belirlemek amaciyla, ikinci kontrol tiipii
9 ml Nutrient Broth + 1 ml Nitrat tamponu (0.1 M, pH: 2) ile hazrlandi.
Konsantrasyon tiipleri ise 9 ml Nutrient Broth ve 1 ml, Silver siilfadiyazinin farkli
konsantrasyonlarim iceren Nitrat tamponu ile hazirlandi.
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37°C’de 20 saat calkantili {iretime birakilmig (150 r.p.m.) 420 nm dalga boyunda
absorbans degeri 0.73 olan stok kiiltiirden biitiin tiiplere 0.1 ml ekim yapildi. Bu
tiipler yine 37°C’de 20 saat inkiibasyona birakildi. Biitiin tiipler seri sulandirimla,
en uygun sayumn yapilabilecegi oranda seyreltilerek Nutrient Agar plaklanna
yayildi. 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilan plaklarda olusan koloniler
sayilarak, canli hiicre sayis1 saptandi.

1 ml’deki canli hiicre sayist : koloni sayis1 X Sulandirma faktori
0.1
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3. BULGULAR

3.1. Uremenin Olciilmesinde Uygun Dalga Boyunun Saptanmasi

Uygun dalga boyunu saptamak amaciyla absorbsiyon spekturumunun ¢ikariidig
bu ¢aligmada, 420 - 750 nm dalga boylarinda yapilan dlgiimler sonucu, dalga
boyu arturildikga absorblanan igik miktarlarimin azaldifi gdzlendi. Maksimum
absorbansin 0.72 olarak olgiildiigii 420 nm dalga boyu en uygun dalga boyu
olarak secildi (Sekil. 3.1.).

0.8

0.7 1

0.6
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0.4

0 .3 1 i ¥ i L M i i +
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Dalga Boyu ( nm )

Sekil 3.1. Uygun dalga boyunun saptanmasi (degerler 3 6rnekle yapilan

Olglimlerin ortalamasidir).
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3.2. P. aeruginosa’mn Ureme Egrisinin Cikarilmasi

Calkalamali olarak 37°C'de iiretime birakilmig kiiltiirlerden bir saat aralikla
yapilan Olgiimler sonucu, 20’inci saatte maksimum ireme 0.73 O.D. olarak
ol¢iildii. Uremenin 22’nci saatinden sonra absorbans degerlerinde diisiis gozlendi
(Sekil 3.2.).

08
]
0.7 1
0.6

051

lireme { 420 nm ) 0.D.

0.4

E

034

1
0.2

1

0.0 M 1 ¥ i T T T v T M R ST i i

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Inktbasyon Suresi ( Saat )

Sekil 3.2. P. aeruginosa’min iireme egrisi (degerler 3 6rnekle yapilan 6lgiimlerin
ortalamasidir).

3.3. L. Kusak Cephalosporinlerin P. aeruginosa Uremesine Etkisinin
Plak - Difiizyon Testi Ile Saptanmasi

L. kugak cephalosporinlerden Cephazolin, Cefadroxil ve Cephradine’in bofaz ve
yaradan izole edilen P. aeruginosa suglarina etkilerini aragtrdigimz bu
caliymada, antibiyogram disklerinin etrafinda zon olusmadifindan, zon c¢ap:
Olgiilemedi. Testler her antibiyotik i¢in 6 kez uygulandi.
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3.4. IL. Kusak Cephalosporinlerin P. aeruginosa Uremesine EtKisinin
Plak - Difiizyon Testi Ile Saptanmasi

Ulkemizde lisansh olan II  kugak Cefuroxime’in

P.aeruginosa suglarinin  iiremesine etkili olmadift plak - difiizyon testleri ile
saptandi. Bu ¢aligmada da zon ¢ap1 dlgiilemedi. Testler her antibiyotik i¢in 6 kez

cephalosporinlerden

uygulandi.
3.5. III. Kusak Cephalosporinlerin P. aeruginosa Uremesine Etkisinin

Plak - Difiizyon Testi Ile Saptanmasi

I1I.
Ceftazidime ve Cefixime’in etkilerini aragtrdifimuz bu galigmada P. aeruginosa

Kugak cephalosporinierden olan Ceftriaxone, Ceftizoxime, Cefotaxime,
Bogaz II olarak isimlendirdifimiz sugun, denenen bu grup antibiyotiklere
oldugu M. Kusak Ceftazidime,

Ceftriaxone, Ceftizoxime ve Cefotaxime’in P.aeruginosa Bogaz I ve P. aeruginosa

direngli gozlendi. cephalosporinlerden

Yara olarak isimlendirilen suglara aym derecede etkili oldufu, Cefixime’in ise
P. aeruginosa iiremesini engelleyici bir etkisinin olmadif1 goriildii (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. IIL Kugak cephalosporinlerin P. aeruginosa iiremesine etkisi

(testler her antibiyotik i¢in 6 kez uygulandai):

III. KUSAK CEPHALOSPORINLER
Ceftriaxone |Ceftizoxime | Cefotaxime |Ceftazidime | Cefixime
Mikroorganizma ¢ap-mm | ¢ap-mm | ¢ap-mm | ¢ap-mm | ¢ap - mm
P.aeruginosa Bogaz I 18 12 16 22 -
P.aeruginosa Bogaz II - - - - -
P.aeruginosa Yara 22 16 19 28 -
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3.6. Silver Siilfadiyazinin P. aeruginosa Uremesine Etkisinin Seri Sulandirim
Testi Ile Saptanmasi (MIC : Minumum Inhibitor Konsantrasyonu)

Silver siilfadiyazin’in P. aeruginosa iiremesine etkisinin arastirildifi bu ¢aligmada
seri sulandirim testlerinin sonucuna gére MIC 40 pg / ml olarak saptandi. Bu
konsantrasyonda inhibisyon %100’diir. Silver siilfadiyazin’in ¢oziiciisii olarak
kullanlan nitrat tamponunun (0.1 M, pH : 2.0) iiremeyi engelleyici bir etkisinin
olmadi$1 kontrol II tiipiindeki canh hiicre sayisimn kontrol I ile ayni olmasindan
anlagildi (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Silver siilfadiyazin’in P. aeruginosa liremesine etkisi (degerler iki

ornekle yapilan 61(;iim1erih ortalamasidir).

AgSD Koloni sayist 1 ml’deki canl % Inhibisyon
Konsantrasyonu hticre sayis1
pg/ml .
Kontrol I (-) 400 4x%10° -
Kontrol II (-) 400 4x10° -
5 350 3.5x 10° 12.5
12 330 33x 10° 17.5
15 280 2.8x10° 30
20 190 1.9x 10° 52.5
25 95 9.5% 10° 76.25
30 60 6x10° 85
35 25 2.5% 10° 93.75
40 - - 100
45 - - 100
50 - - 100
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4. TARTISMA

Yanik vak’alarinda enfeksiyon istenmeyen fakat ¢ok sik kargilagilan bir
komplikasyondur. Yamk yara ylizeyinden en sk izole edilen patojen
Pseudomonas aeruginosa’dir. Bu c¢alismada iyilesmeyi engelleyen ve sepsis
kaynagi olabilen P. aeruginosa’nin g¢esitli antimikrobiyal ajanlarla iiremesinin
engellenmesi amaclanmugtir.

Ulkemizde lisansli pek ¢ok tiirevi olan ve genis bir kullamm alami bulan B -
Lactam grubu antibiyotiklerden Cephalosporin’lerin P. aeruginosa iremesini
engelleyici etkileri aragtinldi. Bu amagla I. Kugsak Cephalosporin’lerden
Cephazolin Cefadroxil ve Cephradihe, II. Kusak’tan da Cefuroxime’in
P. aeruginosa susglarmin iiremesine etkili olup olmadigi, standart antibiyogram
disklerinin kullanildifn plak - difiizyon testleri ile saptandi. Bu c¢aligmalarda
standart antibiyotik disklerinin ¢evresinde zon olugmadifi gozlendi. Bu bulgular
I. ve II. Kugak Cephalosporin’lerin P. aeruginosa’ya karsi yapilmig hassasiyet
testlerinin sonuglar1 ile tam bir benzerlik gostermektedir (Bauer ve ark., 1966;
Ericsson and Sherris, 1971).

Bu grubun en yeni iiyeleri olan ve III. Kugsag1 temsil eden Cephalosporin’lerden
Ceftriaxone i¢in 18 - 22 mm, Ceftizoxime igin 12 - 16 mm, Cefotaxime igin 16 -19
mm, Ceftazidime i¢in de 22 - 28 mm. zon ¢ap1 Olgiildii. Aynt kusafin {iyesi
~olmasina ragmen Cefixime i¢in ise zon ¢ap1 Ol¢iilemedi.

B - Lactam grubu antibiyotikler icinde incelenen vel ortak etki mekanizmalar
olan bu antibiyotiklerin (Cephalosporin’ler) P. aeruginosa’ya karsi etkilerinin
farkl: oluglann dikkat cekicidir. Aym kugafa ait olmalarina kargin, alinan farkli
sonuglar, bilingsiz antibiyotik kullaniminimn nedenli Onemli sonuglar
doguracagmin bir gostergesidir. Temelde egitim eksikliginden kaynaklanan,
ancak toplumda genig bir uygulama alani bulan "genig spektrumlu antibiyotik
kullanimu" aligkanlifi, ileride tamiri miimkiin olmayan 6nemli saglik sorunlarimn
temelini olugturmaktadir. Yapilan bu c¢aligmada da konunun Onemi kendisini
garpict bir gekilde gdstermektedir. Soyle ki caligmamizda P. aeruginosa’ya karst



21

aym derecede etkili oldufu saptanan Ceftazidime, Ceftriaxone, Ceftizoxime ve
Cefotaxime’in yamsira digerlerine karst da P. aeruginosa Bogaz 11 olarak
isimlendirdifimiz sugun gostermis oldugu direng antibiyogramin antibiyotik
kullanimindaki Oneminin en ¢arpici Ornegidir.

Daha onceki galismalarda, P. aeruginosa igin test edilen antibiyotikler ve zon
¢aplart §oyledir :

Ceftriaxone : 17 -23 mm; Ceftizoxime : 12 - 17 mm; Cefotaxime : 18 -22 mm;
Ceftazidime : 22 - 29 mm; Cefixime : (-) mm;

Yukandaki veriler bu ¢aligmadaki bulgularla parallellik gostermektedir (Bauer
ve ark., 1966; Ericsson and Sherris, 1971).

Antibiyotikler kadar 6nemli olan bir diger konu da yaniklardir. Yaniklar, “her ne
kadar tiim diinyada Onemli bir saglik sorunu olusturmay: siirdiiriiyorsa da, bu
hastalarin tedavisinde, son 20 yil iginde Onemli gelismeler olmugstur. 1960’1l
yillarda viicudunun yaklagik %50’sinde 2. yada 3. derece yanik olan 10 - 30 yas
arasindaki hastalarda, ortalama 6liim orami yaklagik %50 iken, giiniimiizde aym
hasta grubunda o6lim oram %10’lara  diigmiistir. Ozellikle firsatgt
mikroorganizmalar ic¢in iyi bir besin ortami olugturan yamik yaralarma bagh
olarak geligsen sepsisler, mortalite oranim yiikseltmektedir. Bu nedenle yamk ve
yaralarin tedavisinde 1972’den beri topikal antimikrobiyal ajan olarak %1’lik
silver siilfadiyazin kullanilmaktadir (Koo ve ark., 1989; Aoyama ve ark., 1990;
Gerding ve ark., 1990).

Silver siilfadiyazin ile klinik uygulamalara baglanildifi giinden bu yana yanik
vak’alarimin  farmakolojik tedavisinde Onemli agamalar kaydedildi. Genig bir
antibakteriyel spektruma da sahip olan silver siilfadiyazin, difer topikal ilaclarin
kullammu sirasinda kargilagilan metabolik ve biyokimyasal komplikasyonlara da
yol agmaz. Hem lokal hem de sistemik olarak nontoksiktir.
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Antibakteriyel etki spektrumunun aragtirildifi bu galigmada silver siilfadiyazin’in
gesitli konsantrasyonlarimin P. geruginosa iiremesine etkisi seri sulandinm testi
ile aragtirildi. Bu testin sonuglarnna gére P. aeruginosa igin en etkili
konsantrasyon 40 pg/ml olarak saptandi. Ayni konsantrasyon igin % inhibisyon
oran1 %100°diir. 40 ug/ml olarak saptanan ve liremeyi engelleyen bu
konsantrasyon (silver siilfadiyazin) Minimum Inhibitér Konsantrasyonu olarak
tammlandi. In vitro olarak bu konsantrasyondaki silver siilfadiyazin’in iiremeyi
engellemeye yeterli oldufu saptandi.

Daha 6nceki ¢aligmalarda ise P.aeruginosa’nin test edilen pek ¢ok tiirii igin silver
siilfadiyazin’in 50 pg/ml yada daha diigik konsantrasyonlarimin {iremeyi
engellemeye yeterli oldugu gosterilmigtir. Hatta bazi tiirler i¢in bu deger 12,5
pg/ml’dir (Carr ve ark., 1973).
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