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OZET: Bu calismada Penisilin grubu bir antibiyotik olan Amoksisilin-klavulanik asit (Amoklavin®)’in birgogu
patojen ozellikteki test bakterileri {izerinde antibakteriyel aktiviteye ve organizma tizerinde mutajenik etkiye sahip
olup olmadig arastirilmigtir. Antibakteriyel aktivite testleri esnasinda test bakterisi olarak Enterobacter aerogenes,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
ve Bacillus megaterium DSM 32 kullanilmistir. Mutajen etki ¢alismalarinda ise Ames Testi tercih edilmis olup,
Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslar1 kullanilmigtir. Elde edilen sonuglar neticesinde Amoksisilin-
klavulanik asit (Amoklavin®)’in test bakterileri iizerinde 31.40-42.31 mm arasinda inhibisyon zonu olusturdugu tespit
edilmistir. Ayrica; Ames testi sonucunda denenen dozlardan 80-11.4 pg petritve 0.8-0.114 pg petri®’nin gergeve
kaymas1 mutasyonuna, 8-1.14 pg petri® dozunun ise baz ¢ifti degisimi mutasyonuna sebep oldugu belirlenmistir.
Anahtar kelimeler: Amoksisilin-klavulanik asit (Amoklavin®), antibakteriyel etki, mutajen, Ames testi

Determining of Antibacterial and Mutagenic Effects of Amoxicillin-Clavulanic acid (Amoklavin®)

ABSTRACT: In this study, antibacterial activity of Amoxicillin-clavulanic acid (Amoklavin®), a Penicillin
antibiotic, against test bacteria and its potential mutagenic activity on organism was examinated. Antibacterial
activities were tested against Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, and Bacillus megaterium DSM 32. Potential mutagenic
activity of Amoxicillin-clavulanic acid (Amoklavin®) were tested in TA 98 and TA 100 strains of Salmonella
typhimurium using Ames test. It was observed that Amoxicillin-clavulanic acid (Amoklavin®) was caused inhibition
zones on test bacteria among 31.40-42.31 mm. Additionally, 80-11.4 ug petri*and 0.8-0.114 pg petri*doses of the
Amoxicillin-clavulanic acid (Amoklavin®) caused frame-shift mutations and 8-1.14 pg petri™* dose caused base pair
substitution mutations.

Keywords: Amoxicillin-clavulanic acid (Amoklavin®), antibacterial, mutagen, Ames tests

GIRIS

Penisilin  tip  biliminde kullanilan en  eski
antibiyotiklerden biridir. Penisilinler, bircok enfeksiyon
hastaligin tedavisinde siklikla kullamlan, bakterisid etkili,
¢ok iyi bir farmakokinetik dzellige sahip, toksisitesi az, ucuz
ve bakteriyel enfeksiyonlarma karsi etkili antibiyotiklerdir.
Penisilin grubu antibiyotiklerin genel olarak dokulara ¢ok
iyl penetre olabilme 6zelliginde olduklart goriilmektedir. Bu
gruba dahil olan antibiyotiklerin etkileri birbirinden farklilik
gosterebilmektedir. Bunun baglica sebebi ise molekiiler
yapilarindaki ve proteine baglanma oranlarindaki
farkliliklardir.  Penisilinler sahip olduklar1 molekiiler
farkliliklardan dolay1 dogal penisilinler, penisilinaza
direngli penisilinler, aminopenisilinler, karboksipenisilinler,
iireidopenisilinler ve beta-laktamaz inhibitorlii penisilinler
olmak tizere 6 gruba ayrilmaktadirlar. Bunlardan beta-
laktamaz inhibitdrlii penisilinler diger penisilinlere gore
daha genis spektrumlu olup, toplumda kazanilms
enfeksiyon hastaliklarin bircogunda ve hemen her yas
grubunda  kullanilabilmektedir. Bu grupta bulunan
antibiyotiklerden biri ise Amoksisilin-klavulanik asit’tir
(Onciil, 2002).

Kimyasal ajanlarin biiyiik bir ¢ogunlugu organizma
iizerinde genotoksik bir etkiye sahiptirler. Bundan dolayidir

ki bu tarz kimyasallarin potansiyel bir mutajen etki faktorii
olabilecekleri diistiniilmektedir. Bu nedenle bu maddelerin
kullanilmadan &nce mutajenik etki yoniinden test edilmesi
oldukca onem arz etmektedir (Levin ve Ames, 1986;
Lawley, 1989; Hansch, 1991; Anders ve Dekont, 1994).
Mutajenik aktivitenin iretici firmanin yani sira bagimsiz
kuruluslar tarafindan da test edilmesi objektifligin
korunmasi agisindan olduk¢a énemli bir durumdur.

Bu ¢alismada Beta-Laktamaz inhibitorlii pensilinlerden
biri olan ve sahip oldugu genis spektrumdan dolay: bir¢ok
enfensiyon hastaligin tedavisinde siklikla kullanilan
Amoksisilin-klavulanik asit (Amoklavin®)’in ¢ogu patojen
olan test bakterilerine kars1 antibakteriyel aktivitesinin ve
Ames test yontemi kullanilarak S. typhimurium TA 98 ve
TA 100 suslart yardimi ile potansiyel mutajenik
aktivitesinin arastirilmasi amaglanmustir.

MATERYAL ve METOT

Test Maddesinin Hazirlanmasi

Bu c¢alismada ticari olarak satin alman Amoklavin®
kullanilmustir (Cizelge 1). Ilag, propektiiste belirtildigi
sekilde ve oranda steril distile suda ¢ozdiiriilmiis ve stok
soliisyon olarak kullanilmistir.
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Cizelge 1. Amoksisilin-klavulanik asit’in kimyasal 6zellikleri (Anonim, 2016a)

Kimyasal Yapisi

Bilesimi

OH
o= )ﬁi o OH
&8 ’U\‘/©/

N

HaAy
NH,

>— OH
o7

Amoksisilin: Penisilin grubu bir antibiyotik
Klavulanik asit: Beta-laktamaz inhibitorii

Antibakteriyel Aktivite Testi

Antibakteriyel aktivite testi oyuk agar metodu ile
calisilmis olup (Ozgelik, 1992); test bakterisi olarak E.
aerogenes, E. coli, K. pneumoniae, S. aureus ATCC
6538, P. aeruginosa ATCC 9027 ve B. megaterium DSM
32 kullanilmustir. Steril edilmis olan Miiller Hinton Agar
icerisine 18 saatlik (1x108 cfu mI?) bakteri kiiltiirlerinin
her birinden 100 pl ekilmistir ve tam olarak
katilagtigindan emin olunan plaklara aseptik kosullarda
korkbor yardimi ile 11 mm c¢apinda agilan her bir
kuyucugun igerisine 100 ul (8-1.14 mg) Amoksisilin-
klavulanik asit (Amoklavin®) stok soliisyonundan
eklenmigtir. Negatif kontrol olarak distile su (100 pl)
kullanilmustir. Her bir Petri plagi 37 °C’de 48 saat siire ile
inkiibasyona birakilmistir.  Caligmalar {i¢  tekrarl
yapilarak zon caplar1 dijital kumpas ile mm olarak
Olctilmiistiir.

Ames/Salmonella/Mikrozom Testi

Test Suslart

Mutajenik aktivitenin 6lgiilebilmesi i¢in Ames testi
kullanilmis olup, uygulamalarda S9 mix yoklugunda S.
typhimurium’un TA 98 ve TA 100 suslar1 kullanilmistir.
Bu suglardan S. typhimurium TA 98 ¢erceve kaymast, S.
typhimurium TA 100 ise baz ¢ifti degisimi
mutasyonlarma neden olan ajanlara kars1 duyarlilik
gostermektedir. Bu suslar diizenli olarak Rfa mutasyonu,
R faktor varligi, kristal viyole duyarliligi, histidin
ihtiyaci, UVr B mutasyonu, ampisiline direnglilik ve
spontan geri doniis oranlar1 i¢in Maron ve Ames (1983)
tarafindan Onerilen metoda gore kontrol edilmistir.

Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Amoklavin®’in S. typhimurium’un TA 98 ve TA 100
suslar1  iizerinde  Oldiiriici  olmayan  dozlarmin
belirlenmesi amaciyla, 16 saat inkiibe edilmis olan
bakteri kiiltiirlerinin her birinden (yaklasik 1 x 10° bakteri
mlt) 100 pl ve Amoklavin®’in degisik derisimlerdeki
¢ozeltisinden [8000-1140 ug plak™, 800-114 pg plak™,
80-11.4 pg plak?, 8-1.14 ug plak™, 0.8-0.114 pg plak?
ve 0.08-0.0114 g plak™ (Amoksisilin-klavulanik asit)]
alinarak, 2 ml top agar igerisine eklenmistir. Bu karisim
homojen bir sekilde karistirildiktan sonra minimal
glukoz agar besiyeri (MGA) igeren plaklara ince bir

tabaka halinde dokiilerek 37 °C’de 48-72 saat siire ile
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra Amoklavin®’in
degisik derisimlerini iceren plaklarda gelisen koloni
sayllar1 ile kontrol plaklarinda gelisen koloni sayilari
karsilagtirilmistir.  Elde edilen sonuglar neticesinde
Amoklavin®’in 8000-1140 pg plak™ ve 800-114 pg plak”
! dozlarinm toksik &zellik gosterdigi belirlenmis ve
toksik ozellik gostermedigi gozlenen dort doz (80-11.4
ug plak?, 8-1.14 pg plak?, 0.8-0.114 pg plak™ ve 0.08-
0.0114 pg plak®) mutajenite testlerinde kullanilmistir.
Sitotoksik dozun LDsp (ortalama Oldiiriicii doz)’nin
altinda olmasi1 gerekmektedir. Bu nedenle deneme
plaklarindaki koloni sayist kontrol plagindaki koloni
sayisinin yarisinin altinda olmamasi durumunda, doz
toksik olarak kabul edilmemektedir.

Mutajenite Testi

Mutajenite  testi plak inkorporasyon teknigi
kullanilarak yapilmigtir (Maron ve Ames, 1983).
Analizler esnhasinda, igerisine histidin ve biyotin
eklenmis olan 2 ml top agar icerisine 16 saatlik bakteri
kiiltiirlerinin (yaklagik 1 x 10° bakteri mI?) her birinden
100 pl ve Amoklavin®’in toksik olmadigi belirlenen
dozlarinin her birinden 100 pl eklendikten sonra homojen
bir sekilde karistirillmis ve MGA besiyeri iceren plaklara
ince bir tabaka halinde dokiilmiistir. Pozitif kontrol
olarak TA 98 susu icin 4-nitro-o-fenilendiamin (4-NPD)
(100 pg petri?), TA 100 susu icin sodyum azid (SA) (10
ug petrit) kullamilmistir. Calismalar {i¢ tekrar seklinde
yapilmis olup, petriler 37 °C’de 48-72 saat inkiibe
edilmistir.  Analizler sonucunda kontrol ve test
plaklarinda  gelisen revertant koloniler sayilari
belirlenmis ve istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Istatistiksel Analizler

Kontrol plaklari ile Amoklavin®’in farkli dozlarinin
calisgildigt  plaklarda gelisen kolonilerin  sayilar
arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli olup
olmadiginin tespiti i¢in SPSS paket istatistik programinin
ANOVA (Dunnett Testi) test metodu kullanilmistir.
Ayrica ti¢ tekrar halinde galisilmig olan antibakteriyel
aktivite caligmalarindan elde edilen zon ¢aplarinin
ortalama degerleri ve standart sapmalar1 SPSS 16.0 paket
programi araciligi ile hesaplanmistr.
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BULGULAR ve TARTISMA

Penisilinler ve sefalosporinler bakterisid etki
gosterirler (Abbasoglu ve Cevikbas, 2011). Klavulanik
asit, Beta-laktamazlari inhibe eden bir maddedir.
Amoksisilin ile kombine edildiginde Amoksisilin’in
bakterisid etkisi iizerine herhangi bir olumsuz etki
yapmamakla birlikte Beta-laktamaz tireten bakteriler
izerine de etki yarattigindan etki spektrumu daha da
genislemektedir (Ugur, 2006). Bu nedenle Amoksisilin-
klavulanik asit, giinlimiizde st solunum yolu
enfeksiyonlari (faranjit, otitis media, siniizit, tonsillit), alt
solunum yolu enfeksiyonlar1 (akut ve kronik bronsit,
pndmoni, ampiyem, akciger abseleri), deri ve yumusak
doku enfeksiyonlar1 (selliilit, abse, yara enfeksiyonlari,
intra-abdominal sepsis) ve {iriner sistem enfeksiyonlari
(sistit, dretrit, piyelonefrit, puerperal enfeksiyonlar,
septik abortus) gibi birgok enfeksiyon hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir (Anonim, 2016b).

Bu calismada antibakteriyel aktivite testi i¢in bircogu
patojen Ozellikte olan 4 Gr (-) (E. aerogenes, E. coli, K.
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pneumoniae ve P. aeruginosa ATCC 9027) ve 2 Gr (+)
(S. aureus ATCC 6538 ve B. megaterium DSM 32) test
bakterisi kullanilmig olup, elde edilen sonuglar Cizelge
2’de verilmistir. Sonuglar incelendiginde olusan
inhibisyon zonlarinin 31.40-42.31 mm arasinda degistigi
goriilmektedir. Genel olarak bakildiginda, Amoksisilin-
klavulanik asit kompleksinin test bakterileri iizerinde
oldukga etkili oldugu gozlenmektedir. Test bakterileri
igerisinde en duyar1 olanin Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 oldugu tespit edilirken, en az duyarli olanin
ise Escherichia coli oldugu belirlenmistir. Literatiirde
kronik siniizitlere, aralarinda Staphylococcus aureus ve
Pseudomonas aeruginosa’nin da bulundugu bazi bakteri
ve mantarlarin sebep oldugu bildirilmektedir (Segmeer
ve Devrim, 2006). Bu galismada test bakterisi olarak
kullanilan Staphylococcus aureus ATCC 6538 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027’a  Kkarsi
Amoksisilin-klavulanik asit’in  gii¢lii antibakteriyel
etkiye sahip oldugu belirlenmistir (sirasiyla 31.62 ve
42.31 mm).

Cizelge 2. (Amoklavin®)’e ait antibakteriyel aktivite sonuclari

Bakteri Tiirii Amoksisilin-klavulanik asit Distile su
(Amoklavin®) (negatif kontrol)
mm mm
Enterobacter aerogenes 36.87+0.94 -
Escherichia coli 31.40+0.53 -
Klebsiella pneumoniae 33.02+0.39 -
Staphylococcus aureus ATCC 6538 31.62+0.62 -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 42.31+1.06 -
Bacillus megaterium DSM 32 32.17+0.26 -

Cizelge 3. Amoklavin®’in farkli dozlarinm S. typhimurium’un TA 98 ve TA 100 suslar1 tizerindeki mutajenik etkisi

Test Maddesi Konsantrasyon TA 98 TA 100

Revertant koloni+SS® Revertant koloni+SS
Kontrol 9.667 +0.333 123.3+35.8
4-NPD® 100 pg petri™ 463.7+455 -
SA® 10 pg petri™ - 5733.3+24.3
Amoksisilin- 80-11.4 ug petri? 728.7+66.7 * 516 =201
klavulanik asit ©)
Amoksisilin- 8-1.14 ug petri? 153.67 £ 4.41 733 £175 *
klavulanik asit
Amoksisilin- 0.8-0.114 pg petri’? 409.3 £81.2 * 528.7 + 64.1
klavulanik asit
Amoksisilin- 0.08-0.0114 ng petri? 12.667 +0.882 486 +136

klavulanik asit

@: 4-nitrophenylene daimine; @: Sodyum azid; ©): Amoksisilin-klavulanik asit (Amoklavin®); ®: Standart sapma;

*: Aymi silitun ic¢inde diger tiim gruplara gore p<0.0

5 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir. Revertant

kolonilerin tespitinde her bir grup igin toplam ii¢ petri kutusunda sayim yapilmistir.

Literatiirde Amoksisilin-klavulanik asit
kompleksinin pyojenik dental enfeksiyonlarda da etkili
oldugu ve odontojenik enfeksiyonlardan izole edilen
anaerobik bakterilere kars1 da yeterli bir aktiviteye sahip
oldugu bildirilmistir (Ugur, 2006).

Mutajenik aktivite testinde 6n denemeler sonucunda
toksik olmadigi belirlenen dort farkli doz kullanilmig
olup, elde edilen sonuglar Cizelge 3’te sunulmustur.

Sonuglar incelendiginde Amoklavin®’e ait dozlardan
80-11.4 pg petrit ve 0.8-0.114 pg petril’nin gergeve
kaymas1 mutasyonuna, 8-1.14 pg petri* dozunun ise baz
cifti degisimi mutasyonuna sebep oldugu belirlenmistir.
Amoksisilinin insan periferal kan lenfositlerinde
eksojen metabolik aktivatoriin varliginda ve yoklugunda
KKD (Kardes Kromatid Degisimi)’yi ve KA
(Kromozom Anormalligi)’y1 uyarmadigi, PI
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(Proliferasyon indeksi) ve MI (Mitotik Indeks)’y1
diisiirmedigi ve genotoksik risk tagimadigi bildirilmistir
(Istifli ve Topaktas, 2010). Arabski ve ark. (2005)
tarafindan yapilan bir ¢alismada comet testinde
amoxicillin insan periferal kan lenfositleri ve mide
mukoza hiicrelerinde DNA zincir kiriklart ve baz
modifikasyonunu indiikleyebildigi ve DNA hasarinin
indiiklenmesinde ilacin hiicresel aktivasyonunun gerekli
oldugu bildirilmistir. Bir bagka ¢alismada 5 mM’nin
altindaki  konsantrasyonlarda amoksisilin’in  insan
periferal kan lenfositlerinde genotoksik olmadig:
bildirilmistir (Li ve ark., 2007).

Amoksisilin-klavulanik asit diinya genelinde ¢ok
sayida endikasyonda kullanilan genis spektrumlu
antimikrobiyal bir ajandir; ancak ayni zamanda ilag
iligkili hepatotoksisite ile en sik iliskilendirilmis
antibiyotiktir (Andrade ve ark., 2005; Lucena ve ark.,
2006). Amoksisilinin  klavulonik asitle kombine
edilmesinin, amoksisilinin tek basina verilmesine gore
hepatotoksisite riskini 5-9 kat artirdigi bildirilmistir
(Larrey ve ark., 1992; Salvo ve ark., 2007). Yine benzer
bir ¢alismada 62 yasinda kronik hepatit B tanisi olan ve
Amoksisilin-klavulanik asit tedavisi sonrasi toksik
hepatit gelisen bir hastada, Amoksisilin-klavulanik asit
kesildikten sonra hastada semptomlarin geriledigi ve
karaciger enzimlerinin normale yakin diizeldigi
bildirilmigtir (Kurtgéz ve ark., 2016). Amoksisilin, deniz
midyesi NRRT testinde denenen tiim doz ve siirelerde
sitotoksik etki gostermistir ( Sauza ve ark., 2016). Bu
calismada da Amoksisilin-klavulanik asit’in test edilen
bazi dozlarinin Ames testine gore mutajenik oldugu
tespit edilmistir.

SONUC

Bu calismada solunum yolu enfeksiyonlarmdan
iriner sistem enfeksiyonlarma kadar bir¢ok enfeksiyon
hastaligin tedavisinde kullanilan ve hemen her yas grubu
icin recete edilebilen bir antibiyotik olan Amoksisilin-
klavulanik asit (Amoklavin®) kullanilmustir. Elde edilen
sonuglar neticesinde bu test maddesinin ¢ogu patojen
Ozellikte olan ve igerisinde Gr (-) ve (+) bakterilerin yer
aldig test bakterilerine kars1 giiclii antibakteriyel aktivite
sergiledigi tespit edilmistir. Buna karsin, mutajenik
aktivite testinde kullanilan bazi dozlarin organizma
iizerinde mutajen etki olusturabildigi gdzlenmistir. Bu
mutajen etki sonucu DNA iizerinde mutasyonlar
meydana gelebilir ve bu mutasyonlar sonucu insanlarda
basta kanser olmak iizere pek ¢ok hastalik olusabilir. Bu
nedenle bu antibiyotigin kullanilmasina ¢ok dikkat
edilmesi gereklidir.
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