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Bazi Aminoglikozit Antibiyotiklerle
In Vivo Arastirmalar

Emir TAN (%) o
Candan Bozok Johansson (%)

Ozet : Gentamdsin, tobramisin, sisomisin ve amikasinin tavsanlar-
da im. uygulamadan sonra serum diizeyleri arastirlmistir, Dort an-
tibiyotigin de birinci saat icinde (ézellikle 20. ve 40. dakikalarda) serum
diizeylerinin en {ist seviyede oldugu saptanmustir, Ad: gecen antibiyo. -
tiklerin antimikrobiyal in vivo aktiviteleri beyaz Balb/c cinsi faneler.
de denenmistir (Mice protection test). Gentamisin, tobramisin, siso- -
misin ve amikasine biri duyarl:, digeri direncli olan iki Pseudomonas
aeruginosa susu ile hayvanlar enfekte edildikten sonra aym antibiyo.

. tiklerle -tedavi edilmislerdir. Sonuclarmizda duyarir 'P. aeruginosa -
susu karsisinda tobramisinin, direncli P.aeruginosa susu karsisinda-
ise aminakisinin en etkili antibiyotikler oldugu gbrillmiistiir.

IN—VIVO—UNTERSUCHUNGEN MIT EINIGEN
AMINOGLYKOSID—-ANTIRIOTIKA

Zusammenfassung : Die Serumspiegel bei den Kaninchen wurden
nach der dm. Verabreichung von Gentamicin, Tobramyecin, Sisomicin
und Amikacin bestimmt. Es wurde fesfgest_ellt, dass alle vier Anti.
biotika ihre héchsten Serumspiegei innerhalb von einer Stunde (20
bzw. 40 min.) erreichen. Ausserdem wurde die antimikrobielle in-vivo-
Aktivitaet der oben genannten Antibiotika an ‘weissen Balb/c Maeusen
gepriift (Mice Protection Test). Die Tiere wurden mit zwel Staemmen

" von Pseudomionas aeruginosa infiziert, von denen eine gegen- diese .

* 'Istgn_bul Universiﬁesi, quacﬂlk Falkdiiltesi, Mikrobiyoloji Bwirimi._
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tika sind.

- Antibiotika’ rezistant, die andere hingegen empfindlich war. Anschlies. -
send wurden die Tiere mit Gentamicin, Tobramycin, Sisomicin wund

© Amikacin behandelt, Die Ergebnisse zeigen, dass Tobramycin gegeﬁ den
- empfindlichen P.aeruginosa.Stamm und Amikacin gegen den resis.
" tanten P aeruginosa-Stamm, die wirksamsten Aminoglykosid-Antibio-

_ Schiiisselwdrter : Aminoglykosid-Antibiotika,
_ ramycin, Sisomicin, Amikacin, Serumspiegel, PDy, Werta.

Gentamicin, Tob.

GIRIS:

1963 yihinda aminoglikozit yapi-
sindaki gentamisinin Weinstein ve
arkadaglari (1) tarafindan izole edil-
mesinden sonra bu grup antibiyo-
tikler icin yeni bir gifir acgilums
ve bir ¢ok aragtirma grubunun yo-
gun’ _s;ahslﬁalarl sonucn veni ami-
noglikozit antibiyotikler, tobrami-
=siI_1,. amikasin, sisomisin ve netil-
misin Szellikle Gram  negatif go-
mak bakteriler kargisindaki iistiin
etkileri ile tedavide yerlerini al-
maglardir. Ki'myasal vapi ve etki
yollar: birbirlerine gok benzeyen
bu antibiyotikler Odzellikle Pseu-
domonas aeruginosa’ya karsi anti-
bakteriyel etkileri ve gesitli bakte-
rilerde -aminogii‘kozit grubu anti-
biyotiklere karst direng durumlar
ile degerlendirilmektedirier.

Bu .galismamizda aminogliko. .

zit- antibiyotiklerden génta-misin,
tobramdisin, sisomisin ve amikasinin
in vitro denevlerle antibakteriyel
etkilerinin - cesitli bakteri suglan
karsisinda. saptanmas: ¢aligmalari.
mn devamu olarak in vivo deney-
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lerle tavsanlarda toksik olmayan
dozla elde edilen serum diizeyleni-
nin ve farelerde olusturulan deney-
sel enfeksivonlarin tedavisinde ko-
ruyucu dozlarnmn belirlenmesi ve
sonuglarin in vitro denevlerle ba-
gmtil olup olmadi@i arastirdmisir.

GEREC VE YONTEMLER

Geree

Tavsanlarda serum diizeyleéri-
nin saptanmast galismalannda her
antibiyotik igin alti adet erkek al-
bino tavsan kullamulmistir, Antibi.

" yotiklerin koruyucu dozlarimn fa-

reler tzerindeki (PDg, degerlerinin)
tayininde ise agliklan 20.30 g
(2 =25 g arasinda degisen top-
lam 272 Balb/c cipsi albino findsk
faresi kullamlbmistir.

Tavsanlarda serum diizeyleri-
nin saptanmasl ¢aligmalarinda. tob.
ramisin, amikasin ve sisomisin jgin
Staphylococcus aureus (ATTC
6538) ve gentamisin icin Staphylo-
coccus epidermidis (ATTC 12228)
suglarn  kullamlmistir. Koruyucu
doz galismalarinda ise in vitro di-




liisyon. ve «ifilzyon. yoniemleri so-
nucn dort antibiyotige. de, birt du.
yaﬂ1 (No: i19), digeri .ise direngli
1 (Nb: 7722). olarak saptadigimiz. iki
Pseudomonas aerugincsa susu kul-
larmlmustir,

Deneylerde besiyeri olarak an-
tibiyotik medium ! (pH : 7 kulla-
n11m15t1r. Bakterilerin stok siispan-
sivonlar1 igin ise antibiyetik me.
dium 11 (pH : 8) kullamibmugtir.

Calismalarimizda kullamlan
antibiyotiklerden tfobramisin siil
fat (aktivitesi 904 mcg/mg) El; Lilly
firmasmdan, amikasin baz (aktivi-
tesi 915 mecg/mg) Bristol Myers
firmasmdan, gentamisin siil-
fat (aktivitesi 615 mcg/mg) ANSA
Ilag fabrikasindan, sisomisin  siil.
fat (aktivitesi 554 mcg/mg) Birle.
sik Alman Ila¢ fabrikalar: kanah
ile Schering firmasindan saglan-
migtir. Antibivotik stok cozeltileri
gentamisin, sisomisin ve amikasin
icin pH : § fosfat tamponu; tob.
ramisin igin steril damtik su ile
uygun konsantrasyonlarda hazir-
Iantmug ve + 4°C de muhafaza edil
mistir,

Yintemler

I — Tavsanlarda serum diizey-
lerinin saptanmas: :

a)  Stok bakteri suspanmyon-
lar1 USP XX (1980)" ve gore hazir-
lanmlstlr

-b) Standart efxilerin cizilmest
vie tavsanlarda cesiti zaman ara-
liklarinda serum diizeylerinin aras.

~ konsantrasyonlar’

tnimasy ; Antibiyotikler -uygulan.
madan dnce deneye alinacak olan
tavsanlardan elde edilen birlestirl.
mis (pooled) serum ile sisomisin,
tobramisin = ve . gentamisin. . icin
2 pg/mi, 3 y;e/mi, 4 pe/ml, 5 p;g/ml
ve 6 pg/mllik %konsantrasyonlar;
amikasin qcin 2.5 pg/ml, 5 ug/ml,
10 pg/ml, 15 pg/ml ve 20 j1g/ml'Hk
hazirlanmistar,
Refierans - nokta olarak sisomisin,
tobramisin  ve gentamisin icin
4 pg/mi; amikasin igin 10 pig/ml'lik
konsantrasyonlarj alinmigtrr.  Bu
konsantrasyonlar bakteri siispan-
51y0nu karstirilmrs besiyerd 1gerﬁn
Petri kutularma uygulanmig ve
37°C de 18 saat inkiibasyondan
sonra olusan inhibisyon zonlarm
caplart saatli kompas ile 8lgiilmiis-
tir. Bu degerlerin ve konsantras-
yonlarin logaritmalar: alinarak FDA-
(1978) da verilen y = ax + b for.
miiliindé a ve b degerleri bulun-
niustur. Ayrica her antibiyotik dcin
standart egriler ¢izilmistir (2). 7

Tavsanlarin tartrlan a,hnarak
gentamlsm tobramisin ve sisomisi-
ni 1 mg/kg; amikasini 7.5 mg/kg
miktarlarda iceren ampuller hamn
lanoustir, Deney baslangicinda, ;av_
sanlardan kontrol olarak kan mhn.
mis ve daha sonra ant1b1y0t1kler
im, yolla siringa edilmistir, An.
tibivotiklerin - verilmesinden 20,
40, 60,:120 ve 240 dakika: . son-
ra kan -alinp. serumlarn . ayrila-
rak - 50 pllik mikropipetle - se-
rumlar, bakteri - ‘siispansiyonu
ile karighrilims besiyeri igeren Pet-
ri -kutularindaki - oyuklara tatbik
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_edilmistir. Her Petrl kutusuna re.
ferans mnokta  konsantrasyonlari
da konmustur. 37°C de 18 saatlik
dinkiibasyondan sonra olusan - zon-
lar saatli kompasla Olgiilmiis ve or-
talamalarn alinmistir, Her zaman
araligi icin dért Petri kutusu kul-
lamlmistir. Her zaman aralig icin
bu_iuhan ortalama zon degerinin
logaritmast alinarak y = ax+b
formiiliine uygulanmstir. Bu  for.
miilde a vie b degerleri standart eg-
ri d¢in daha dnce bulundufundan
¥ verine de okunan zonun logarit-
masi konarak bilinmeyen serum
diizeyi pg/ml olarak bulunmustur.
Bu .sonuglar standart egrilerden
de okunarak Xontrol edilenistir.

11 — Fareler iizerinds antibi.
votiklerin koruyucu doz.
Tarinmn (BP;, degerlerinin)
hesaplanmasy :

Duyarh sus icin dort antibiyo-
tigin 0.5 mg/kg, 2.5 mg/kg, 25 mg/
ke ve 50 mg/kg'hk dozlary; direngli
sus icin ise dort antibiyotigin 5 mg/
kg, 25 mg/kg, 50 mg/kg ve 100 mg/
kg'ik dozlarl segilmigtir, Ba doz-
'la.r_m seciminde antibiyotikierin
MIClary gdz Oniine alinmmgtir. Her
antibiyotik ve her konsantrasyon
igin 8 findik faresi igeren gruplar
kullanilmastir,  Her iki susun 18
saatlik  kiiltiirleri 107 baicteri/ml
olacak sekilde sulandirilnvg ve fin-
dik fareierine periton i¢i yoldan
0.5 ml v_erilmi$tir. Bakteri siispan-
'S'i'yonu sirmnga edildikten bir saat
ve {i¢ saat sonra her antibiyotigin
yukarida belirtilen konsantrasyon-
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lan sekizli gruplara deri alti yolla
verilmigtir. Ayrica 8 findik faresi
iceren kontrol grubuna da sadece
bakteri suspansivonu sirmga edil-
mistir.

Hayvanlar deneye ahndiél
saatten  itibaren 24, 48, 72 ve 96

. saat boyunca gozlenmis ve canl

kalan hayvanlarin sayist kaydedil-
mistir, Deney sonuglart Litchfield
ve Wicoxon'un yontemine gore he-
saplanmistir (3, 4, 5, 6).

BULGULAR

Agarda difiizyon ybntemi kul-
lamlarak her antibiyotik icin -cizi-
len ve serum konsantrasyonlarimn
hesaplandifn egrilere iliskin  kon.
santrasyonlar ve FDA'mun  (1978)
verdiii yintemlere gbre diizeitil-
mis inhibisyon zon ortalama ¢ap
degerleri Tablo 1'de ve standart
egrileri Sekil 1, 2, 3 ve 4 de veril-
mistir.

Antibiyotiklerin im. veriiisle-
rinden sonra belli araliklaria kan-
larn alinmis ve serum diizeylerin-
deki antibiyotik konsantrasycnlar
standart egrilerine ait dofru denk.
lemleri ile ,ug/ml olarak saptain.-
mistir. Bulunan ortalama deferler
Tablo 2'de verilmistir.

Serum diizeyi aragtirmamizda
gentamisin, tobramisin ve sisomi-
sin 1 mg/kg dozda im. yolla tav.
sanlara uygulandifinda serum il
zeylerinin  gentamisinde 20 ve 40
dakikalarda; tobramisinde 40 da-
kikada; sisomisinde 20 dakikada en
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de duyarh (No : 119) ve direncli
(No : 7722) P. aeruginosa suslar ile
farelerde olugturulan deneyse]l in-
feksiyonlarda Litchfield ve - 'Wico.
Xon'un yontemine gire saptanan
antibiyotiklerin  koruyucu dozlar.
nin (PD5y)  karsilastirilmasy  Tab.
lo 3de goriillmektedir,
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Table 1 : Agarda difiizyon yomiemiyle chrilen standari ¢frilere ait sa.

yisal degerler

Inhibisyon ortalama zon ¢aplarn {mm)

Konsan" Genta- Tobra- Siso Konsan. Ami.
trasyon misin misin misin trasyon kasin
(meg/em’) {(mcg/cm’) o
2 186 14.4 15.0 25 117 -
3 19.1 153 15.6 ' 5 13.7
4 18.6 16.2 16.4 0 . 15.0
5 20.7 172 16.9 15 154
6 21.0 177 177 20 16.6
Table 2 : Kas ici yolla uygwlanan dori andbiyotifin cesiti zaman

araliklarinda serumdaki konsantrasyvoniari

Serum diizeyl Konsantrasyonu (meg/cm?)

Sisomisin - Amikasin

Zaman, Gentamisin! Tobramisin

(dakilka) (Img/kg) (img/kg)  (Img/kg) (15mg/kg)
20 ' 1.512 136 1.55 1899
40 152 1.67 148 3105
60 142 1.59 1.30 309 .
120 0.91 1.23 0.89 15.45
240 026 0.29 Coe7 309

! Tavsanlara kg Basxna verilen doz.

2 ¢ tavsanda elde edilen defferlerin ortalamasi (mcg/ecm?)

Duyarh P. aeruginosa (No : 119)
susu ile findik farelerinde olusan
deneysel infelksiyona Xkarsi tobra.
misinin 15 mg/kg'hk koruyucu doz
ile en etkili antibiyotik oidufu go-
ritlmiistilv.  Tobramisini 22 mg/kg
hik dozla sisomisin ve ayni dozla
gentamisin izlemektedir, Amikasin

ise_Sl mg/kg'ik koruyucu dozla
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iic antibiyotigin  arkasindan gel-
mektedir. Pirengli P.aeruginosa
(No : 7722) susu kargisinda 48 mg/
kg'lik koruyucu dozla en etkili anti-
biyotik olarak amikasin gtriilmek.
te, onu 88 mg/kg ile gentamisin,
98 meg/kg ilé tobramisin ve 230
mg/kg ile de sisomisin izlemekte-
dir.




Tablo 3 : Bixd duyarhi, diferi divench iki P.aeruginoss susu ile fare.
lexde olusturvian denevsel infeksivoniarda det a.ntzblyouk-
te sapianan koruyucu dozlar (PD;,)

MIC P. aeruginosa (Mo : 11%)
Antibiyotik {mcg/cmd) Koruyucu dozlar (PD;,) mg/kg
Gentamisin 0.9 22 (1011 — 4789
Tobramisin 048 15 ( 6.16 —  36.356)
Sisomisin 0.24 22 (1044 —  46.35)
Amikasin 19 51 (2431 — 10699

MIC P. aerugingsa (Mo : 7722)
Antibiyotik {mcg/cm?) Koruyucu dorlar (P5;,) mg/ky
Gentamisin 62.5 88 (5177 — 149.8)
Tobramisin 15.6 98 (57.31 — 187.6)
Sisomisin 15.6 230 (28.03 — 1887.38)
Amikasin 156 48 (21.92 — 105.12)

* Parantez icindeld sayilar giivenilirlik sinirlarnt gdstermektedi,

SONUC VE TARTISMA

Denedifimiz bu dért antibiyo-
tigin serum diizeylerinin ilk 60 da-
kika icinde (Gzellikle 20, ve 40, da-
kikalarda) en iist seviyede olmast
diger arastinclann degisik dozla-
rina ve uygulama sekillerine kar-
sin benzerlik gostermekiedir {7.15).
Ayrica din vivo deney sonuglarumiz
in vitro diliisyon yontemi ile karsi.
lagtinlacak olursa, in vitro diliis-
yon ybéntemi igin difer aragtirici-
larca verilen gentamisin, tobrami-
sin ve sisomisin igin 1 pg/mi  ve
amikasin igin 20 pg/ml  duyarhk
sunrinin toksilk olmayan dozla el
de edilebildifi giriilmiistiic (9, 16).

In vive koruyucu doz aragtir
masi bulgularimiz sonucunda du-

yarhl P.asruginosa susu karsisinda

tobramisinin, direncli P.aerugino.-
s& su§u karsistnda ise amikasinin
en etkili antibivotikler oldugu sap.
tanmistir. Sonuclanmizda  dikkati
ceken en OSnemli nokialardan biri
amikasinin in vivo koruyucu doz
arastirmmamizda hem duyark hem
de direncli P.aeruginosa suslan
tizerinde hemen hemen aym de-
recede etki gostermesidir, In vitro
deneylerde amikasine direncli ola-
farak  saptadifimiz P.aeruginesa
susuna in vivo deneylerde en etkili

antibiyotik olarak amikasin  sap-
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ranmustis. Amikasinin diger amil-
noglikozitlerl inaktive eden enzim-
lere kars: dayanikl clmasinin de-
ney sonuglarmizda bir rol oynaylp
oynamadigl disiiniilmils ve bu ko-
nunun  derinlestirilerek  arasnril-
mast gerekliligh ortaya gikimgtir
Milier ve arkadaslarnm (17) calis-
masi bu kammiz kuvvetlendirmek-
tedir. Bu arastinalar AAC (69)-11
enzimi tastyan yitksek virulansi
Peeudomonas suslarinn amikasine
duyarl olduklarmi saptamalaring
karsin, bu suglarla PDg, degerieri-
nin cok yiiksek oldugunu; Aksine,
APH (3)-1V diveng modeline sahip
stafilokokiarda elde adilen PDg
degeri ¢ok vyiksek olmamakla be-
raber, gentamisin, tobramisin ve
netilmisinle elde edilen cok diigitk
PD,-degerlerinin 151§,i111da bu susun
amikasine direncli olarak diisiinii-
lebilecegini bildivmiglerdir,

Waitz ve arkadasiari (15, 18)
vaptikdar: iki ayn cahsmada P.ae-
ruginosa  suslart karsisinda sl
gsomisinin koruyucu dozunun gen-
tamisin, tobramisin, amikasin = ve
kanamisinden tstiin oldugunu bil.
dirmislerdir. Price ve arkadagla-
ri(i1) ise P aeruginosa susu iie
farelerde deneysel enfeksiyom  te-
davisinde en  etkili antibiyotigin
amikasin oldugunt, amikasini gen-
tamisin ve kanamisinin  izledigini
bildirmislerdir. Kawaguchi ve ar-
kadaslari (19) amikasinin kanami-
sinden, Weinstein ve arkadaglar (1)
gentamisinin necipisic ve lkanami-
sinden, Scheer (5) ise sisomisinin
geﬁtamisincﬁen iistin oldugunu sap-
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tamislardr, Shadomy ve arkadas.
lart (6} koruyucu doz r;a11$rma,1ak
rinda sirasiyla sisomisin, tobrami.
sin ve gentamisinin en etkili koru.
yucu doza sahip olduklarmi bildir-
mislerdir. Davis (20 de tobramisi-
nin gentamisinden daha etkili ol-
dugunu bildirmistir, Waitz (21) ko-
ruyuct dez galismalarinda bakteri-
nin smngasindan sonra  antibiyo-
tiklerin verilmesivle tedavide daha
ivi sonuclar elde edilecefini ve bir
bakteri cinsinin bir susuna karsi
alinai senuglarin aym cinsten diger
suslar icin gegerliliginin zay1¥ bir
olasilik oidufuna dikkati celmis-
tir.

Calismamizda, bir cok Gram
negatif bakterinin etken oldugu ce-
sitii  enfeksiyvonlarin tedavisinde
tnemli bir yere sahip clan amino.
slikozitlerden gentamisin, tobrami-
sin, sisomisin ve amikasinin tav.
sanlarda serum dilzeyleri saptandi.
ginda, gentamisin, tobramisin  ve
sisomisin  i¢in in vitro -dililsyon
vénteminde kabul edilen 1 pg/ml
ve amikasin i¢in 20 pg/mllik du-
variik sinrlarimn toksik olmayan
dozlarla elde edilebildigi gdriilmiis-
tiir (2, 16). Farelerde yapilan koru-
yucu doz galiymamizda duyarh
P. aeruginosa susu karsismda tob.
ramisinin, direncli P.aeruginosa
susu karsisimda ise amikasinin en
atkili antibivotikler oldugu gbzlen-
mis, direncli P.aeruginosa - susu
karsisindalg  amikasinin oldukga
etkili olarak saptanan PDg, deferi-
istisna edilirse in - vivo deney - S0-
nuclan ile in vitro deney sonuglary




arasinda benzerlik oldufu saptan-
nustir. Direncli P. azeruginosa .sugu
karsisindaki amikasinin etkisinde
goriitdiugi - gibi aminoglikezitleri
inaktive eden enzimlerin oynadik-
lay1 rolitn dnemi bir kez daha goz-
lenmistir.
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