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ABSTRACT

Microbiological contamination of products containing antibiotics is one of the most serious problems in the
pharmaceutical industry. The aim of this study was to evaluate the methods and neutralizing agents used to determine
the microbiological quality of cefpodoxime proxetil antibiotics. 10° of microorganisms of ImL used in 90 mL of
pepton were added together with 10 g of antibiotics. In addition, three experimental groups were formed by adding
0.2 mL of penase or 0.1 mL lactamator as neutralizing agent to peptone suspension. The rate of inhibiting antibiotic
of cefpodoxime proxetil with neutralizing agents (penaz and lactomotor) was determined by membrane filtration and
pouring methods.As a result of the experiment, it was determined that membrane filtration method is most suitable
one for the determination of microbial quality of cefpodoxime proxetil antibiotic. In the experimental results with
penaz, the highest yield was 8% and the lactamotor was 92%. The applications in the cast sowing method were
insufficient to prevent the antibiotic effect and therefore no growth was observed in the test group. As a neutralizing
agent, the lactomotor was found to be successful in inhibiting cefpodoxime proxetil antibiotic.
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Sefpodoksim Proksetil igerikli Antibiyotiklerin Mikrobiyolojik Limit Test
Metodlarinin Karsilastiriimasi

0ZET
Antibiyotik iceren drtnlerin mikrobiyolojik kontaminasyonu ginimuzde ilag endustrisinin karsilastigi en onemli

sorunlardandir. Calismamizda sefpodoksim proksetiligerikli antibiyotiklerin mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesinde
kullanilan yontemlerin ve nétralize edici ajanlarin degerlendirilmesi amaclanmistir. 90 mL peptonun igine, kullanilan
mikroorganizmalarin 10 lik sulandirmasindan 1 mL ilave edilmis ve tUzerine 10 g antibiyotik eklenerek karistiriimistir.
Ayrica pepton stspansiyona notralize edici ajan olarak 0.2 mL penaz veya 0.1 mL laktamator eklenerek t¢ deney
grupu olusturulmustur. Membran fitrasyon ve dokme ekim yontemleri kullanilarak nétralize edici ajanlarin (penaz
ve laktomotorun) sefpodoksim proksetil icerikli antibiyotigin mikroorganizmalari 6ldirme yetenegini yok etme
oranlari belirlenmistir. Deney sonucunda membran filtrasyon yonteminin sefpodoksim proksetil icerikli antibiyotigin
mikrobiyal kalitesinin belirlenmesinde en uygun yontem oldugu belirlenmistir. Penaz ile yapilan deney sonuclarinda
verimenyuksek %8 iken, laktamotorda %92 oldugu gozlenmistir. Bokme ekim metodundaki uygulamalar antibiyotigin
etkisi inhibe etmede yetersiz kalmis ve bu ylzden test grubunda Greme gozlenememistir. Notralize edici ajan olarak
laktomotorun sefpodoksim proksetil icerikli antibiyotigi inhibe etmede basarili oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Laktomotor, Penaz, Sefpodoksim proksetil.

*Yazarin zUksekIisanstezindentUretiImistir. dersioark o D
A ergipark.gov.tr/avrasyas



Tung, Giilsen Varol & Semerci

GIRIS
Antibiyotikler insanlardaki bazi hastaliklarin ilerlemesini
onlemek, tedavi etmek ve biyolojik fonksiyonlari istenen
yonde degistirmek amaciyla uygulanan etkin kimyasal ve
biyolojik kokene sahip ilaglardir (Celik ve ark. 2010). Yaklasik
75 yildir aktif olarak kullanilan antibiyotikler insanliga
buylk vararlar saglamis guclu ilaglardir.  Glnimuzde
antibiyotik sinifinda yer alan birgok ilag vardir ve bunlar
icinde azimsanmayacak bir oranda beta laktam grubundan
sefalosporinler bulunmaktadir. Sefalosporinler antibakteriyel
ilaclardir ve ulasilabilirlikleri kolay oldugu icin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sefalosporinler yillar iginde antibakteriyel
etki spektrumunlarina gére gruplandinimislardir.
Sefpodoksim proksetil icerikli antibiyotikler yari sentetik
uclincl kusak sefalosporinler icerisinde yer alirlar. Gram
negatif ve gram pozitif bakteriler Gzerinde genis spektrumlu
etkiye sahiptirler. idrar, solunum yolu ve cilt enfeksyonlari gibi
cok cesitli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilirlar (Sader ve
ark. 1993; Liarrul ve ark. 2010; Gundogdu ve ark. 2011; Yildiz

ve ark. 2014)

Tlrkiyede ilag sanayisi son zamanlarda hizli bir gelisme
gostermistir. 1960' yillarda ilaglar receteye gore eczacilar
tarafindan yapilmaktayken gunimuzde ise ilaclar sayisl
giderek artan ilac fabrikalarinda Uretilmekte ve blylk bir
hasta kitlesi tarafindan kullaniimaktadir. Yapilan literature
taramalarinda Turkiyede dretilen ilaglarin bir enfeksiyon
kayna@i oldugunu veya olabilecegini gosteren bir bulguya
rastlanmamamistir. Bu durumun ilaclarn steril olmasindan
degil, ilaclarin mikrobiyolojik analizleri ile ilgili ¢alismalarin
yeterli olarak yapilamamasindan kaynaklandigi ifade
edilmektedir (Akin 1981; Oztiirk ve Yildiz 2016). Diinya Saglik
Orgitii (WHO) tarafindan ilac tretim prosessinin valide edilmis
uretim metodlarina ve prosedurlere gore yiritilmek zorunda
oldugunu bildirilmistir. Uretimislemleriiyi Uretim Uygulamalari
(GMP) prensiplerine gére gergeklestirilmelidir (WHO 2002).
Test edilen ilacin antimikrobiyal etkisi bulunuyorsa notralize
edici ajanlar kullanilarak bu antimikrobiyal etkinin inhibe
edilmesi gereklidir. Ayrica kullanilan inhibitor ajanlarin test
edilen mikroorganizmalar Gzerinde toksik etkisi olmamalidir.

LaktamatorenzimtrevlibirGrindur veilagendustrisinderutin
mikrobiyolojik incelemeden dnce, test 6rneklerinde bulunan
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beta-laktam aktif ilac bilesenlerinin etkisizlestirilmesinde
kullanilmaktadir. Birinci, ikinci, G¢uncd, dordincu ve besinci
kusak sefalosporinler Gizerinde etkilidir. Penaz konsantresi,
yuksek saflikta pesilinaz enzimi icermektedir. B-laktamlarin
ozellikle penisilinlerin inaktivasyonu igin kullaniimaktadir (Sri
Agung ve ark. 2018; Gulsen Varol 2019).

Bu calismada; antibiyotiklerin - mikrobiyolojik kalitesinin
belirlenmesinde  kullanilan  yéntemlerin - (dokme ekim-
membrane filtrasyon ekim) sefpodoksim proksetil icerikli
antibiyotige uygulanmasi ve elde edilen veriler sonucunda en

uygun yontemin belirlenmesi amaclanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Arastirmada sefpodoksim  proksetil icerikli antibiyotik

(Ecsery) kullanilmistir. Sakarya Universitesi Fen Edebiyat
Fakultesi Biyoloji Bolim Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvari
Bacillus  subtilis ATCC 6633,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, 12228, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 1029 suslari ve

kemiteks firmasindan liyofilize olarak satin alinan Aspergillus

koleksiyonunda bulunan

brasiliensis ATCC 16404 susu kullaniimistir.
Kullanilan kimyasal maddeler ve besiyerleri

Calismada notralize edici ajanlar olarak laktamator ve penaz
(CPC), besiyeri olarak Tryptic Soy Agar (TSA), Tryptic Soy
Broth (TSB), Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Pepton (Merck),
tampon c¢ozelti olarak NaCl Pepton (pH: 7.00) solisyonu
kullaniimistir.

Test mikroorganizmalarinin aktiflestiriimesi

TSB icerisine inokile edilen suslar 24 saat sire ile inkiibe
edilmistir. 24 saatin sonunda TSB icerisinde dremis olan
mikroorganizmalardan bakteriler TSA besiyerine, kuf ve
mayalar SDA besiyerine inokiile edilmistir. Bakteriler 37°Clik
inklbat6rde 24 saat, kif ve mayalar 20-25°C'lik ink(ibatorde

72 saat inkiibe edilmistir.

Aktiflestrilmis suslar ortalama 0.5 Mc Farland olacak sekilde
yogunluklar ayarlanmistir. 0.5 Mc Farland yogunlugunda
hazirlanan suspansiyonlardan pepton ¢ozeltisi kullanilarak

dilisyon (10-1-10-5) serisi hazirlanmistir.
Dokme ekim yontemi
kullanilan

Test grubu: 90 mL peptonun icine
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mikroorganizmalarin 10°lik dilusyonundan (S. aureus, P.
aeruginosa, B. subtilis, C. albicans, A. brasiliensis) 1 mL ilave
edilmis ve Uzerine 10 g antibiyotik eklenerek karistirimistir.
Ayrica pepton slispansiyona notralize edici ajan olarak 0.2
mL penaz veya 0.1 mL laktamator eklenerek t¢ deney grubu
(antibiyotik+mikroorganizma(D),antibiyotik+mikroorganizma
+ laktamator (L), antibiyotik + mikroorganizma + penaz (P))
olusturulmustur. Hazirlanan bu stspansiyondan petrilere Ter
mL aktariimistir (Halkman 2007).

Kontrol grubu: Test mikroorganizmalari Uzerinde notralize
edici ajanlarin toksik etkilerin olmadigini gozlemek icin;
90 mL peptonun igerisine her mikroorganizmalarin 10-5'lik
dilisyonundan (S. aureus, P. aeruginosa, B. subtilis, C. albicans,
A. brasiliensis) 1 mL ilave edilmistir. Deney grubuna gore 0.2
mL penaz veya 0.1 mL laktamator eklenerek kontrol grubu
(mikroorganizma+ inhibitor ajan) olusturulmustur. Hazirlanan
suspansiyondan petrilere Ter mL aktarlmistir.

Inokulum grubu: mikroorganizmalarin varligini gdstermek
ve test grubunu degerlendirebilmek amaciyla 90 mL pepton
igerisine 10°¥lik mikroorganizma dilisyonundan (S. aureus, P.
aeruginosa, B. subtilis, C. albicans, A. brasiliensis) 1 mL petriye
aktariimistir.

Hazirlanan 1 mllik bakterileri iceren suspansiyonlarin
bulundugu petrilere TSA besiyeri dokilerek 35+2°Cde 3
gln, kuf ve maya iceren petrilere SDA besiyeri dokilerek 20-
25°Cde 7 gin inkiibe edilmistir. Her deney 3 tekrarli olarak
yapiimistir. Stire sonunda besiyerinde koloni olusturan birim
(kob) sayisi kaydedilmistir.

Membran filtrasyon ekimi

Calismada kullanilan membrane filtrasyon yontemi Avrupa
Farmokopi (2000)sinden modifiye edilerek ¢alisiimistir.

Test grubu: 90 mL peptonun igerisine kullanilan
mikroorganizmalarin - 10%lik dilisyonundan 1 mL ilave
edilmis ve 10 g antibiyotik eklenerek karistirilmistir. Ayrica
slispansiyona notralize edici ajan olarak 0.2 mL penaz veya
0.1 mL laktamator eklenerek G¢ deney grubu (D, L, ve P)
olusturulmustur. Hazirlanan stspansiyonlardan 1 mL 0.45um
capl filtreden stzUlmastdr. Filtreler steril pens yardimi ile

SDA ve TSA besiyerlerine birakilmistir.

Kontrol grubu: Test mikroorganizmalari Uzerinde notralize
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edici ajanlarin  toksik etkilerinin  olmadigini  gozlemek

icin; antibiyotiksiz sadece mikroorganizma+penaz ve
mikroorganizma-+laktamator iceren suspansiyonlar kontrol
grubu olarak kullanilmistir. Hazirlanan stspansiyonlardan 1

mL alinarak 0.45 pm capli filtreden stzdilmastar.

Inokulum grubu: mikroorganizma varligini  gdstermek
101k
mikroorganizma dilisyonlarindan 1 mL 0.45 pm capl filtreden

amaclyla, 90mL peptonun igerisine eklenen

suzulmas ve peptonlu suyla yikanmistir.

Tum gruplardan elde edilen bakteri iceren filtreler TSA
besiyerine steril pens yardimiyla yerlestirilmis ve 35+2°C'de 3
gun, Kif ve maya iceren filtrelere SDA besiyerine steril pens
yardimiyla yerlestirilmis ve 20-25°Cde 7 gun inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda koloni olusturan birim (kob)
sayis kaydedildi ve asagida verilen formUle gore inhibitor
ajanlarin verimliligi degerlendirildi.Metodlardaki verim %
verim =Test grubu/ inokulum grubu x 100 esitligi kullanilarak
hesaplanmistir. Tim deney gruplari Uc tekrarli olarak
gerceklestirilmistir.

BULGULAR
Sefpodoksim prosetil icerikli antibiyotigin notralize edici
ajanlar kullanilarak gerceklestirilen yontem validasyonu
sonuclarl Tablo 1 ve Tablo 2de verilmistir. Kontrol grubu
antibiyotik eklenmeden yalnizca notralize edicici ajan (blank
olarak) kullanilarak hazirlanmis ve test mikroorganizmalar
Uzerinde notralize edici ajanlarin toksik etkilerinin olmadig

belirlenmistir.

Dokme ekim metoduyla yapilan deneylerde test grupunda
ureme olmadigi igin verim hesaplanamamistir. Sefpodoksim
prosetil icerikli antibiyotiklerin  mikrobiyolojik kalitesinin
incelenmesinde dokme ekim yonteminin uygun olmadig
belirlenmistir. ~ Membran filtrasyonla  yapilan  deney
gruplarinda penazin antibiyotigi inhibe etkisi yetersiz kalmis
test gruplarinda Greme dlsUk olmustur. Notralize edici ajan
olarak laktamatorun kullanildigi membran filtrasyon ekim
yonteminde verimler; S. aureus i¢in %92, P. aeruginosa igin
%92, B. subtilisicin %88, C. albicansicin %76 ve A. brasiliensis

icin %72 olarak belirlenmistir.
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Tablo 1. Dokme Ekim Metodundan Elde Edilen Mikrobiyolojik Analizlerin Ortalamalari

Calisma S. aureus P. aeruginosa B. subtilis C. albicans A. brasiliensis
Gruplan P L D P L b P L D P L D P L
Test 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
grubu

g:’l:‘;lrf' 47411 50£2.1 49:25 611 62:15 63:0.5 5815 65:17 58+1.1  25:3  22+] 23]  21+2 1825 1711
inokulum

grubu 50+2  51+15 53+1.5 62:2.6 65:1.5  B4+]  B60+2  66+]  62+3  25+3.5  23+] 22:0.5 241 21+2.1 202
% Verim - - - - - B B - - - B B B -

D: antibiyotik+mikroorganizma, P: antibiyotik +mikroorganizma+penaz, L: antibiyotik + mikroorganizma + laktomotor

Tablo 2. Membran Filtrasyon Metodundan Elde Edilen Mikrobiyolojik Analizlerin Ortalamalari

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

& D P L D P L D P L D P L D P L
Test 0+0 2+05  48+2 0+0 5+0.5 6017 0+0 3+0.5 56+2 0+0 2+0.5 19£15 0+0 2+0.5 161
grubu
Kontrol 43+2  49+25  50:]  63:2 6317 62:3  57+3  58+17 60:2.8 2011 24:12 23:2  19:2.6 20:2.7 21x05
grubu
inokulum ~ 48+2  51:15 5214 651 6423 65:2.1 613 62413 63:25 21:3.6 26:3 254286 22#15 23#24 222
grubu
% Verim - 3 92 - 7 92 - 4 88 - 7 76 - 8 72

D: antibiyotik+mikroorganizma, P: antibiyotik +mikroorganizma+penaz, L: antibiyotik + mikroorganizma + laktomotor

TARTISMA VE SONUG

Antibiyotik iceren Urlnlerin mikrobiyolojik kontaminasyonu
ciddi
tespiti

enddstrisinin
Bu
edilmemis  yéntemlerin

ginimuzde ilag karsilastigi  en

sorunlardandir. durum  kontaminasyon

icin  standardize olmasindan
kaynaklanmaktadir. Antibiyotiklerin  kalite kontrollerinde

kullanilan yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Laktamotor enzim bazli bir drinddr ve B laktam tdrevi
icin
konsantreside [3 laktam ve penisilinlerin tirevliantibiyotiklerin

antibiyotiklerin  etkisizlestirimesi kullanilir.  Penaz
inaktivasyonunda sikca kullaniimaktadir (Drawz ve Bonomo

2010).

Calismamizda notralize edici ajan olarak penazin kullanildigi
direk ekim metodundan verim alinamazken yine penaz
kullanilarak ~ yapilan  membran filtrasyon  yénteminde
verimin %3-8 araliginda oldugu tespit edilmistir. Avrupa
Farmakopesine (2010) gére < %60 olan sonuglar verimli kabul

edildiginden bu metod verimsiz olarak degerlendirilmistir.

Penaz ile yapilan deneylerde verim alinamamasi, kullanilan
doz miktarinin az gelmesine bagl olabilir.

Notralize edici ajan olarak laktamatorun kullanildigi membran
filtrasyon ekim metodunda test grubundaki sonuclar ile
inokulum grubundaki sonuclar birbirine yakin cikmis ve
verimin %92-72 aralidinda oldugu gozlenmistir. Calismamiza
paralel sekilde literatirde antibiyotiklerin mikrabiyolojik limit
testlerinde uygun notrlestirici maddelerle yapilan filtrasyon
isemlerinin antibiyotiklerin antimikrobiyal aktivitesini kismen
ortadankaldirildigigorilmistir(Negretti1997). %100 veriminin
alinamamasi, notralize edici ajan konsantrasyonunun yetersiz
kalmasl, notralize edici ajanla antibiyotiginin homojen bir
sekilde karismamasi, peptonlu suyla yikamada olusacak
kontaminasyonlar gibi bircok nedene bagli olarak gelisebilir.

Sri Agung ve ark. (2018)larinin yapmis olduklari galismada
B laktamaz icerikli laktamatorun, 3. kusak sefalosporinler
Uzerindeki inhibe edici etkisini incelemisler ve 3 laktamaz
notralize edici ajanin enjektable 3. kusak sefalosporinlerin
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antibakteriyel aktivitesini ylksek oranda inhibe ettigini rapor
etmisleridir. Yapilan bu calismada oldugu gibi B laktam
halkasl iceren antibiyotikler Gzerinde laktomotorun etkili
oldugu gordlmastar.

Mshref ve ark. (2018)1 yaptiklari calismada laktomor enziminin
sefpodosim proksetilin aktif olan B laktam halkasini hidroliz
ederek antibakteriyel Gzelligini inibe ettigin bildirmislerdir.
Mevcut calismada laktomorun penaza gore Sefpodoksim
proksetil igerikli antibiyotigi inhibe etmede daha etkili oldugu
gorulmustir. Sefpodoksim proksetil igerikli antibiyotiklerde
yuksek verimli ekim metodunun membran filtrasyon ekim
metodu ve yUksek verimli notralize edici ajanin da laktamator
oldugu verilerle ispatlanmistir.
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