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KLARITROMISININ STREPTOCOCCUS PYOGENES
NCTC 8230 SUSUNA KARSI OLUSTURDUGU IN-VITRO
POSTANTIBIYOTIK ETKININ ARASTIRILMASI

Ahmet OZBEX
OZET

Bakterilerin antimikrobiklere maruz kaldiktan sonra iiremelerinde bir dénem igin
duraklamanin meydana gelmesi “Postantibiyotik etki” (PAE) olarak
isimlendirilmigtir. Bu farmakodinamik parametre, her bir mikroorganizma-antibiyotik
ikilisi igin degismektedir. PAE izerinde etkili faktorlerden biri, antibiyotik
konsantrasyonudur. Bu calismada Streptococcus pyogenes NCTC 8230 susunda
klaritromisinin olusturdugu PAE, antibiyotik konsantrasyonundaki defiismelere bagl:
olarak incelenmigtir. Klaritromisinin dencnen streptokok susu icin MIC deferi
mikrotilp diliisyon yontemiyle 0.020 mg/L olarak belirlenmistir. Bu MIC degerinin
1,2,4,8,16,32 .64 ve 128 katlanyla logaritmik iireme donemindeki bakteri inokulumu 90
dakika temas ettirilmis, antibiyotik ortamdan 10 bin kat sulandirma ile
uzaklagtinlmisur. PAE degerinin 8xMIC katindan sonra degismedigi goriilmiigtir,

SUMMARY

Investigation of in-vitro postantibiotic effect of clarithromycin against
Streprococcus pyogenes NCTC 8230,

The suppression of baclerial growth that persist after brief exposure to
antimicrobial agents has been termed “Postantibiotic effect” (PAE). This
pharmacodynammic interaction varics for each microorganism-antimicrobial agent
combination. Antimicrobtal concentration is one of the effective factors on PAE. In
this study, the PAE of clarithromycin on refercuce strain Streprococcus pyogenes
NCTC 8230 in different concentrations of antibiotic was evaluated. The MIC of
clarithromycin for test strain was determined as 0.020 mg/L. by microdilution. Bacteria
in logarithmic growth phase in brain heart infusion broth were exposed to different
concentrations (1xMIC, 2xMIC, 4xMIC, 8xMIC, 16xMIC, 32xMIC, 64xMIC and
128xMIC) of the clarithromycin for 90 minutes. The anttmicrobial agent was removed
by diluting the culture 10,000 fold with fresh broth. 1t is observed that the PAE value
did not increase in antimicrobial concentrations higher than 8xMIC.

GIRIS

Diinyada yaygimn bir kullanima sahip olan antibiyotikler, gogunlukia irrasyonel
olarak kullanifmaktadir. Yapilan bu hata; yan etkilerinin sik goriillmesi, ekonomik yiik
ve bakteriyel direng gibi birtakim sakincalan da beraberinde getirmektedir.

Antibiyotiklerin optimal doz programlarinin ayarlanmasinda farmakodinamik
parametreler gittikge artan bir Sneme sahiptir. Bu parametrelerden biri de PAE olup;
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antibiyotigin iiremeyi durduran konsantrasyonlarina maruz birakilan bir bakterinin,
antibiyotik ortamdan uzaklasunildiktan sonra hemen, antibiyotife maruz kalmamg
bakieri gibi iireyemeyip, tremesini bir siire igin engelleyen, kalicr antibiyotik etki
olarak tarif edilir (19).

Birgok antibiyotik bakteri kargilagmalarmda antibiyotik ortamdan yok edilse de
inhibisyon etkisi bir siire daha devam eder. Antibiyotife maruz kalan bakteri
iremesinin, antibiyotikle temas etmemis bakterinin iireme hizina erigmesi igin bir
siire gegmesi gerekir. PAE de bu siireyle dlgiilen bir etkidir. Bu sebeple literatiirde;
“kahcr baskilayier etki”, “nekahat periyodu”, “post MIC etki” gibi cesitli
deyimler de 8nerilmigtir. Ancak yaygn kullamlan deyim, “Postantibiyotik etki”
olmugtur (6,11,19,23,24},

PAE’ye; bakterinin tipi, antimikrobiyal ajan, antimikrobiyal ajanin
konsantrasyonu, antimikrobiyal ajana mikroorganizmamn maruz kahm siiresi,
bakterinin inokulum miktan, kiiltiir. yapilan besiyeri, antibiyotik sonrasi subminimum
inhibitor konsantrasyonu etki etmektedir {19,20).

Daha onceki galigmalarda klaritromisinin Streptococcus pyogenes NCTC 8230
suguna karg1 olugturdugu PAE incelenmis ve burada bakteri inokulumu antibiyotigin
artan konsantrasyonlaryla muamele edilip, PAE siiresindeki artig saptanmgtir (19).
_ Bu gahismada ise, PAE siiresindeki artigin hangi antibiyotik konsantrasyonuna kadar
oldugu aragtirilmistur,

GEREC VE YONTEM

Materyal:

a) Bakteri: Standart bir sus olan S.pyogenes NCTC 8230 susu [stanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikroorganizma Kiiltiir Koleksiyonlart Aragtirma
ve Uygulama Merkezi Laboratuvarlanndan alinmigtir.

b) Besiyeri: Sivi besiyeri olarak beyin kalp infiizyon buyyonu, kat bemycrl olarak
da beyin-kalp inflizyon agan kullamlmisur,

¢) Antibiyotik: Fako ilag A.S. tarafindan saBlanan aktif, saf, toz halinde
klaritromisin kullanilmgtir,

Yintem:

a) MIC tayini: Klaritromisinin S.pyogenes NCTC 8230 susu igin MIC degeri
NCCLS kurallarina gére mikrotiip diliisyon ydntemi ile saptanmstir (3,19).

b) PAE’nin tayini: Siv1 besiyerinde saf olarak liretilen, 10® cfu/ml sayida bakteri
bulunduran, logaritmik iireme donemindeki bakteri inokulumu kullamlmistr (19,22).
Bu inokulum 90 dakika siireyle, klaritromisinin 1xMIC, 2xMIC, 4xMIC, 8xMIC,
16xMIC, 32xMIC, 64xMIC ve 128xMIC konsantrasyonlariyla calkalama su
banyosunda temas ettirilmigtir. Logaritmik tireme dénemindeki bir bagka bakteri
inokulumu da antibiyotikle temas ettirilmeksizin aym iglemlerden gegirilerek kontrol
amaciyla kullanilmigtir.

Antibiyotikle muameleden sonra 10 bin kat sulandirilarak antibiyotik ortamdan
uzaklastinlmigtir (15,16,19). Antibiyotikten arindirilan inokulum calkalama su
banyosuna konularak her 30 dakikada bir kati besiyerinde bakteri sayimi yapilmistir
(19).

PAE; test ve kontrot kiiltiirlerindeki bakteri saytsimin 10 kat artmas igin gereken
sitrelerin farkadir. Canh bakteri sayimindan elde edilen veriler glaﬁk uzermde
gosterilerek PAE siireleri belirlenmigtir.
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BULGULAR
Klaritromisinin §.pyogenes NCTC 8230 susuna karsi olusturdugu PAE siiresi

sekilde gosterilmigtir,
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TARTISMA

Klinikte tedavi amaciya kullanilan antibiyotikierde aranan ilk 6zellik, onlarn in-
vivo ve in-vitro kosullarda bakteri Giremesini baskilamasidir. Antibiyotiklerin bakteri
iremesine olan baskilayict etkileri bazi bakteri ve antibiyotikler igin antibiyotik
ortamdan uzaklastinldiinda da bir siire igin devam etmekte ve daha sonra bakteriler
normal lireme dénemine gecmektedir. Baska bir deyisle; antibiyotige maruz kalmig bir
bakterinin iireme hizinmn, antibiyotikle temas etmemis bakterinin tireme hizina
erismesi igin belirli bir siire gegmesi gerekmektedir. Bakteri diremesindeki bu gecikme
en sik PAR olarak adlandimlmgtir (19).

PAE olay! ilk olarak 1940’h yillarda stafilokoklann penisilinle muamelesinde
goriilmiis, daha sonra ayni olaylar beta-laktam antibiyotiklerle Gram pozitif koklar
arasinda da izlenmistir. 1970'1 yillarda yapilan ¢aligmalar, antibiyotifin ortamdan
uzaklagtimlmasy igin standart bazi yontemlerin geligtirilmesini saglamug, daha sonraki
¢aligmalar PAE siiresinin belirlenmesinde in-vitro yontemlerin yans sira in-vivo
yontemleri de giindeme getirmistir (6,19,23,24,25,27).

in-vitro ve in-vivo yontemlerle PAE siiresinin belirlenmesine ait yontemlerin bir
¢opu, antibiyoterapide doz aralarinin belirlenmesi dizerinde yogunlagmstir (19).

in-vitro yontemlerle PAE siiresinin tayini; logaritmik tireme donemindeki bakteri
kiiltiiriintin MIC’in 1ile 10 kati konsantrasyondaki antibiyotikle 1 ile 3 saat arasinda
muamnele edilip daha sonra antibiyotigin uzaklastirilmast, antibiyotifin uzaklastiridig
andaki canli bakteri sayistin 10 katina ¢ikmasi igin gegen siirenin tespit edilmesi ve
bu siireden, antibiyotikle temas etmemis kontrol kiiltiiriindeki bakteri sayisimn 10 kat
artrnasi igin gereken siirenin cikartlmasidir (5,6,8,10,11,23,24,25,27).

PAE iizerine yapilan galigmalann sonucunda bazi genellemeler yaptlmigtir. PAE
icin antimikrobiyal etkinlik olmahidir. PAE stiresi antimikrobiyalin konsanirasyonu ile
oldugu kadar, antimikrobiyalin kullamma bagtamasindan, en yitksck derecede yanitin
alinmast arasinda gegen zamanla da iligkilidiv. Bu konuda sonug olarak sOylenebilecek
stz “bir lacin PAE olusturma yetencgi, onun kendinde yer alan antimikrobiyal
aktivite yetenegine baglidir” seklindedir (19).

Daha onceki caligmalarda 14 tiyeli bir makrolit otan klaritromisinin streptokoklar
tizerindeki PAE’si antibiyotigin 0.5xMIC, 1xMIC ve 2xMIC konsantrasyonlaryla
aragtinilmig ve bu grup ilaglarin degisik mikroorganizma suslari igin uzun PAE siiresi
olusturduklari gbzlenmistir (19). .

Bugiine kadar yapilmis olan birgok galigmada orta ve hafif siddetteki streptokok
infeksiyonlarina karg: kullanilan klaritromisinin, penisilinlere yakin bir degerde etki
gosterdigi saptanmigtir (13). Bunun yam sira eritromisin, eritromisilamin,
fluritromisin, divitromisin, azitromisin, josamisin, miokamisin, rokitamisin ile
mukayese edildiginde, S.pyogenes’e en etkili antibiyotik olarak gosterilmistir (7).
Klaritromisinin penisilin, ampisilin, amoksisilin, amoksisilin+klavulanik asit,
Klindamisin, vankomisin, tetrasiklin, scfalotin, sefiksim, sefotaksim, sefaklor,
sefuroksim aksetil, trimetoprim, sulfametoksazol ve kotrimoksazol ile mukayese
edildigi birkag cahigma da aymi durumu desteklemektedir (1 ,2,13,14). Bu sonuglar bize,
klaritromisinin hafif ve orta dereceli iist ve alt solunum yolu infeksiyonlannda iyi bir
alternatif, hatta belki de, bazi durumlarda ilk segilecek ilag olabilecegini
gostermektedir.

PAE bakterilerde bircok antibiyotik igin gegerli olan bir 6zelliktir. Bu dzelligi
degerlendirmede etkili otan birtakim faktérler vardir. Bu faktdrlerden en onemlileri;
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bakteri inokulumuyla temas eden antibiyotifin konsantrasyonu ve bu temasin
siiresidir (19). PAE’nin her bakteri susu icin aym ayn degeriendirilmesi
gerekmekiedir. Yapilan birgok arastirma; PAE’deki konsantrasyona baglt artisin
belirh bir yere kadar olduunu gostermigtir. Antimikrobiyalde bundan sonraki artiglar
PAE igin herhangi bir defisikiik saglamamistir. Ancak bu kurala aylkirs davranan
rifampin, Gram pozitif mikroorganizmalarda konsantrasyon arttik¢a daha fazla PAE
stireleri gostermistir (8). Mikroorganizmalarm, degisik siirelerde belirli antibiyotik
konsantrasyonlarina maruz kaldifinda da benzer sonuglarin alindifim gosteren
yayinlar vardir. Burada sabit olan antibiyotik konsantrasyonu, degisken olan ise,
anfibiyotikle temas siiresidir (8). Yaptlan bir diger galigmada da antimikrobiyal
konsantrasyonu ve maruz kalim siiresi bir antibiyotiin PAE’sini saptamak igin esit
derecede dnemlidir denmektedir (26).

Biz dnceki galigmamizda temas siiresini sabit tutarak artan konsantrasyonla PAE
siiresi arasindaki itigkiyi inceledik. Artan antimikrobiyal konsantrasyonu ile birlikic
PAE siiresinin de arttifin gordiik (19). Burada ise, PAE siiresindeki bu artigin hangi
konsantrasyona kadar oludufunu ve bu konsantrasyondaki PAE siiresini belirlemeyi
amagladik. Onceki ¢alismada standart S.pyogenes susu igin (MIC=0.020 mg/L)
0.5xMIC’de PAE siiresi 174 (+5) dakika, 2xMIC’de 284 (5) dakika oldugunu
belirlemigtik. Calisngimiz diger klinik izolatlarin bir grubunda (MIC=0.090 mg/L)’de
0.5xMIC igin PAE siiresi 187 (£3) dakika, 2xMIC i¢in PAE siiresi 337 (5) dakika ve
diger grupta (MIC=0.140 mg/L)’'de 0.5xMIC icin PAE siiresi 204 (£5) dakika ve
2xMIC igin 355 £ 5) dakika olarak bulunmustur. Gruplar arasinda PAE stirelerinde az
da olsa bir artig oldufunu gozlemis ve bu artisin MIC degerindeki artigla ilgili
olabilecegi gibi, subinhibitdr konsantrasyonlarin farmakodinamik etkilerine de bagl
olabilecegini diisiinmiistik (19). Benzil penisilinin in-vitro postantibiyotik fazdaki
S progenes suguna ctkisini arastiran bir calismada,. MIC degerinin ¢ok altindaki
antimikrobiyal konsantrasyonlarnt normal organizmalarda dnemli bir etki
géstermezken, postantibiyotik fazdaki organizmalarda tremede dikkate deger olciide
gecikmelere yol agrmigtir (16). Ayt dogrultuda yapilimig bir diger caligmada amikasin,
vankomisin, roksitromisin vc sparfloksasinin postantibiyotik sub-MIC etkileri
incelenmistir (17). Postantibiyotik fazda sub-MIC etkiyi yine benzer birgok calismada
da gormekteyiz (4,12,18). Biz de bu ¢alismamizda subinhibitor etkileri daha da aza
indirmek i¢in antibiyotifin ortamdan uzaklastiriimasinda kullamlan yéntemlerden biri
olan yikama yontemini 1000 kez sulandirlarak degil de (19), 10 bin kez sulandirtlarak
luliandsk. _

Antibiyotik kullammundan sonra, bakteri iiremesindeki baskilanmanmin yani sira
bagka olgulanin da giriilebilecefi gosterilmigtir. Postantibiyotik dénemde metabolik
etkinligin baskilanmasi, niikleik asit ve protein senlezinin baskilanmasi, bu olgular
arasinda saytlabilir. Ancak belki de en Onemlisi, bakteri toksisitesinin baskilamp
baskianmadifidir (8). Ancak bu konuda heniiz yeterii caligma yoktur.

Caligmalannmizda ve benzer amagla yapilan diger bazi ¢alismalarda
antibiyotiklerin optimal doz programlarinin ayarlanmasinda postantibiyotik etki,
postantibiyotik sub-MIC etki ve sub-MIC etki gibi farmakodinamik parametrelerin
Onemli oldugu goriilmiigtiir (9,18,20). Bu ¢alismanin PAE sonuclarini, diger calismalan
da dikkate alarak (19), doz rejiminin ayarlanmasi yoniinden olumlu olarak
gormekieyiz. Standart S.pyogenes susu igin bakteriyl 90 dakika boyunca MIC
degeriyle muamele sonucunda yaklasik 4 saatlik bir PAE siiresi gozlenmistir. Bu siire
2xMIC’de yaklasik 5 saat olmugtur, Ancak MIC degerinde daha sonraki artiglar PAE
siiresini fazlaca degistirmemis ve 8xMIC antibiyotik konsantrasyonundan. itibaren de
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PAE siirelerinde artan MIC degerlerine ragmen artma olmamistir. Bu bize ilacin
normal pozolojisine uygun kulamldiginda ulasacag in-vivo kan konsantrasyonu MIC
degerinin altina diistiigiinde de, yaklagik 5 saat slireyle, ilacin etkinligini stirdiirecefini
gostermektedir. Fakat unutmamak gerekir ki, elde ettigimiz sonuglar in-vitro bir
caligmanin sonuglandir. In-vivo olarak bu sonuglarin yorumu, biitiin klinik durumlarda
ilacin yogunluga bagh 8ldiiriicii etkisi ve farmakokinetik profili gibi farmakodinamik
ozellikleri antimikrobiyal etkinligi belirleyen ana etmenlerdir. Bugiin i¢in tiim bu
cahsmalar ancak aminoglikozitler igin netlik kazanmigur (9,20,21,26).

Bu ve oOnceki ¢aligmalarimizia klaritromisinin A grubu beta-hemolitik
streptokoklar igin énemli bir PAE siiresinin oldugu saptanmgtir. Bu siirenin, ilacin
pozolojisi ybniinden hasta uyumunun saglamasinda ve tedavi maliyetinin
diigiiriilmesinde olumlu katk: yapacag diigiiniilebilir.
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