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OZET

Streptococcus pneumoniae’de penisilin direncinin penisilin baglayan protein (PBP)’lerdeki degisikliklere bagli olmasi-
na karsin klinikte beta-laktamaz inhibitorlii beta-laktam kombinasyonlar: bu bakteriye bagl infeksiyonlarda onerilen antibi-
yotikler arasindadir. Bu arastirmada tek bagina ampisilin (Amp) ile ampisilin ve sulbaktamin (Sulb) farkl konsantrasyonla-
rint iceren kombinasyonlarin penisiline duyarl, orta ve yiiksek diizeyde direngli S.pneumoniae suglarima karst zamana bagl
bakterisidal aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Kombinasyonlarin zamana bagl etkinligi penisiline duyarli (n=3), or-
ta (n=3) ve direngli (n=3) S.pneumoniae suglarinda “Zamana Bagh Oldiirme Egrisi” yontemi ile aragtinlmigtir. Suglarm pe-
nisilin ve Amp igin Minimum Inhibitor Konsantrasyon (MIK) degerleri E-test ile belirlenmistir. Calismada Amp 60
ug/ml+Sulb 15 pg/ml, Amp 30 ug/ml+Sulb 15 ug/ml, Amp 10 pg/ml+Sulb 5 ugfml, Amp 10 ug/mi+Sulb 10 pg/ml,
Amp 2 ug/ml+Sulb 2 pgfml, Amp 2 pug/ml+sulb 1 pg/ml kombinasyonlari ile tek bagina ampisilinin 30, 10 ve 2 ug/ml kon-
santrasyonlart denenmistir. Zamana bagl bakterisidal etkinin belirlenmesinde 0, 4, 8 ve 24. saatlerde antibiyotik iceren ve
kontrol tiiplerinden alinan ornekler sulandirilip, % 5 koyun kanli agarda koloni sayim1 yapilmigtir. Bakteri sayisinda 2 log’luk
(102) azalma “sinerji” olarak tanmimlanmigtir. Penisiline duyarli, orta direngli ve direngli S.pneumoniae suglarinin hig birin-
de 8 ve 24. saatlerde iireme saptanmamig, 4. saatte tireme saptanan suglarda ise tek bagina Amp ve Amp+Sulb kombinasyon-
lar1 arasinda sinerjik etki yoniinden fark gozlenmemigtir. Bu sonuglara gore, sulbaktamin S.pneumoniae’de ampisilinin etkin-
ligini artiran bir etkisi olmadig1 anlagilmigtir.

Anahtar sozciikler: Streptococcus pneumoniae, zamana bagli bakterisidal etki
SUMMARY

In Vitro Time Dependent Bactericidal Activity of Various Combinations of Ampicillin and
Sulbactam against Streptococus pneumoniae

Although the mechanism of resistance to beta-lactam antibiotics in Streptococcus pneumoniae is due to alterations in
penicillin-binding proteins (PBP)’s, beta-lactam inhibitor combinations are suggested in the therapy of infections caused by
this microorganism. The aim of this study was to determine the bactericidal activity of various concentrations of ampicillin
(Amp) and sulbactam (Sulb) against S.pneumoniae strains with different levels of penicillin resistance using the time kill cur-
ve method. The time dependent activities of the combinations were investigated in penicillin-susceptible (n=3), penicilin-in-
termediate (n=3) and penicilin-resistant (n=3) strains of S.pneumoniae. Minimal Inhibitor Concentration’s (MICs) of peni-
cillin and ampicillin of isolates were determined by E-test. Ampicillin 30, 10 and 2 pg/ml and the combinations of Amp 60
ug/ml+Sulb 15 ug/ml, Amp 30 ug/ml+Sulb 15 ug/ml, Amp 10 ug/ml+Sulb 5 ug/ml, Amp 10 ug/mi+Sulb 10 pg/ml,
Amp 2 ug/ml+Sulb 2 ug/ml, Amp 2 ug/ml+Sulb 1 ug/ml were studied. Colony counts were done in 5 % sheep blood agar
from tubes with antibiotics and control tubes at 0, 4, 8 and 24 hours. A 2 log (102) decrease in bacterial counts was defined
as synergy. None of the penicillin-susceptible, -intermediate or -resistant strains of S.pneumoniae showed growth in 8 and 24
hours. In isolates that showed growth in 4 hours, the synergy was not determined in any of the ampicillin and sulbactam com-
binations. According to these results, sulbactam does not enhance the activity of ampicillin against S.pneumoniae.
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GIRIS

Pnomokoklardaki penisilin direnci hiicre
duvar yapimindan sorumlu olan penisilin bag-
layan proteinlerde (PBP) nokta mutasyonu so-
nucu gelisen degisiklikler ile olmaktadir. Hentiz
beta-laktamaz sentezine bagl direng gelisimi
saptanmamuistir. Her PBP i¢in beta-laktam anti-
biyotiklerin baglanma afiniteleri farklidir. Yapi-
lan calismalar bazi suslarda dort hatta bes
PBP'nin degisime ugrayabildigini gostermistir.
Bu nedenle direngli bir pnomokok susunda
hangi PBP veya PBP’lerde degisim gelismis ise
o gruba afinite gosteren beta-laktam grubunda
direng saptanmaktadir®.

Streptococcus pneumoniae’nin neden oldugu
menenjit, bakteriyemi, pnonomi, bronsit, sini-
ziit ve otitis media gibi infeksiyonlarda kullani-
labilen oral ya da parenteral beta-laktamlara ge-
reksinim bulunmaktadir. Pnomokokkal infeksi-
yonlarin halen neden oldugu yiiksek morbidite
ve mortalite nedeni ile hastaya uygulanacak ilk
doz empirik antibiyotik tedavisi énem kazan-
maktadir. Empirik tedavi planlanirken ilacin
absorbsiyonu, yarilanma omrii gibi farmakoki-
netik/farmakodinamik Ozellikleri g6z Oniine
alimmalidir. Bakterisidal aktivitenin belirlenme-
si tedavinin takibi agisindan ¢ok 6nemli olmak-
tadir. Dogru antibiyotik tedavi protokolii hasta-
daki absorbsiyonun orani, yikimi ve yarilanma
omrii ile bakterinin yarilanma 6émrii ya da 6liim
hiz1 ve antibiyotik konsantrasyonu arasmdaki
iligki tam olmalidir?). Bunlarin belirlenebilmesi
bakterinin {ireme orani, ilag konsantrasyon
oranlarinin zamana gore degerlendirilmesi ile
mimkiindiir.

S.pneumoniae’de penisilin direncinde beta-
laktamazlarin roliiniin olmamasina karsin kli-
nikte beta-laktamaz inhibitorlii beta-laktam
kombinasyonlar1 bu bakteriye bagl infeksiyon-
larda onerilen antibiyotikler arasindadir®. Bu
calismada ampisilin+sulbaktam kombinasyo-
nunun bu bakteride tek basina ampisilinden da-
ha etkili olup olmadigini saptamak amac ile
ampisilin ile sulbaktamin gesitli kombinasyon-
larmin penisiline duyarly, orta ve ytiiksek diizey-
de direngli S.pneumoniae suslarina kars1 zamana
bagl bakterisidal aktiviteleri arastirilmigtir
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GEREC VE YONTEM

Bakteriler: Penisiline duyarly, orta ve yiik-
sek diizeyde direngli olmak tizere, her gruptan
klinik drneklerden izole edilmis olan tiger S.pneu-
monige susu ¢alisma kapsamina alinmigstir. Kon-
trol susu olarak S.pneumoniae ATCC 49619 susu
kullanilmuisgtir.

Antibiyotikler: Calismaya aldigimiz sus-
larmn penisilin G ve ampisilin MIK degerleri E-
test (AB Biodisk, Isve¢) yontemiyle belirlenmis-
tir. Ampisilin (Amp) ve sulbaktamin (Sulb) aktif
maddeleri tiretici firmadan (Pfizer A.$.) saglan-
mustir. CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) standartlarinda belirtildigi gibi ampi-
silin 0.1 mol/ml fosfat tamponu pH 8.0 ile, sul-
baktam ise su ile c¢ozilerek, Amp 60
pg/ml+Sulb 15 pg/ml, Amp 30 pg/ml+Sulb
15 pg/ml, Amp 10 pg/ml+Sulb 5 pg/ml, Amp
10 pg/ml+Sulb 10 pg/ml, Amp 2 pg/ml+Sulb
2 pg/ml, Amp 2 pg/ml+Sulb 1 pg/ml kombi-
nasyonlari ile tek basina ampisilinin 30, 10 ve 2
pg/ml konsantrasyonlarinin 100 kati olarak an-
tibiyotiklerin stok ¢ozeltileri hazirlanmigtir®.

Bakterisidal aktivite: Bakterisidal aktivi-
tenin belirlenmesinde makrodiliisyon yontemi
kullanilmistir®). S.preumoniae suglariin % 5 ko-
yun kanh agardaki 24 saatlik kiiltiirlerinden 3-5
koloni alarak katyon katkili Mueller Hinton
buyyonda siispanse edilmis ve logoritmik iire-
me fazii yakalamak i¢in 2-3 saat inkiibe edil-
migtir. Inkiibasyondan sonra her bir kiiltiir 0.5
McFarland standartina gére (1.5x108 CFU/ml)
% 0.85 NaCl ile sulandirilmistir. Bu bakteri sts-
pansiyonlar1 vortekslendikten sonra 1/5 ora-
ninda katyon katkili Mueller Hinton buyyon ile
sulandirilarak 6x107 CFU/ml olacak sekilde
bakteri iceren calisma siispansiyonu hazirlan-
mustir. Test edilecek her ampisilin ve sulbaktam
kombinasyonu igin % 2.5 erimis at kan1 (Oxoid,
Ingiltere) iceren Mueller Hinton buyyon siv1 be-
siyerinden 9.7 ml, tek basina ampisilin igeren
konsantrasyonlar i¢in 9.8 ml besiyeri tiiplere da-
gitilmistir. Bakteri kontrolii olarak antibiyotik
icermeyen bir tiip ve sterilite kontroli igin de
sadece besiyeri iceren bir tiip kullanilmistir.
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Ampisilin ve sulbaktam i¢in hazirlanan stok ¢6-
zeltilerinden 0.1 ml tiiplere eklenmistir. Son ola-
rak da hazirlanan kiiltiir siispansiyonlarindan
0.1 ml sterilite tiipii harig tiim tiiplere eklenmis-
tir. Son bakteri konsantrasyonu yaklasik olarak
6x10°> CFU/ml olmustur.

Inokiilasyondan hemen sonra 0. saatteki
koloni olusturan canli bakteri sayimlar igin,
10-V"den 10-%e kadar sulandirimlar1 yapilmisgtir.
Bakteri sulandirimi icin tiiplere 0.9 ml % 0.85
NaCl konmus, antibiyotik igeren ve bakteri
kontrol ttiptinden 0.1 ml birinci sulandirim ti-
piine eklenmis ve vortekslendikten sonra seri
sulandirmmlar: yapilmustir. Bu sulandirimlardan
cifter olarak kanli agara 0.1 ml damlatilmistir.
Inokiilasyonun yapildig1 antibiyotikli tiipler
bekletilmeden etiive kaldirilmistir. Bakterisidal
aktivitenin zamana bagli olarak belirlenebilme-
siigin 4, 8 ve 24. saatlerde her bir antibiyotik ige-
ren ve kontrol tiiplerinden 0.1 ml 6rnek almarak
ayni sekilde sulandirimlar1 yapilmig ve kanlh
agara damlatilip, bir gece inkiibasyondan sonra
koloni sayimi yapilmustir.

Her kombinasyon ve tek ampisilin igin 0,
4, 8 ve 24. saatlerde 10-1"den 10-8 sulandirimla-
rindaki koloniler sayilarak ortalamalar1 alinmis-
tir. Koloni saymmu tablo 1’de verilen ¢rnek he-
saplamada oldugu gibi yapilmustir. Bakterisidal
etkinin belirlenmesinde bakteri sayisinda 2
log’luk (10%2) azalma “sinerji” olarak tanimlan-
mastir.

Tablo 1: Bakteri koloni hesaplama ornek tablosu.

Sulandirim Koloni sayis1 Ortalama
l.petri  2.petri

102 >300 >300 >300

103 282 264 273

104 30 28 29

Ortalama CFU/ml: 273x10-3=2.7x10> CFU/ml
29x104=2.9x10° CFU/ml
Ortalama 2.8x105 CFU/ ml

BULGULAR

Calismada kullanilan suslarin penisilin ve
ampisilin MIK degerleri tablo 2'de verilmistir.

Tablo 2: Suglarin penisilin ve ampisilin MIK degerleri (ug/ml).

Penisilin MIK Ampisilin MIK

Sus 1 0.004 0.125

Sus 2 0.064 0.125

Sus 3 0.008 0.50

Sus 4 1 2

Sus 5 0.50 2

Sus 6 0.38 2

Sus 7 2 4

Sus 8 2 2

Sus 9 2 1

Penisiline duyarly, orta ve yliksek diizeyde
direngli suslarin ampisilin/sulbaktam ve ampi-
silinin farkli konsantrasyonlarina karsi 0, 4, 8 ve
24. saatlerdeki koloni sayilar1 tablo 3, 4 ve 5'de
gOsterilmisgtir.

Tablo 3: Penisiline duyarli olan 3 susun farkli ampisilin/sulbaktam ve ampisilin konsantrasyonlarmda zamana karst ml’de canli bakteri

sayilari.
0. saat 4. saat 8. saat 24. saat
Susglar Susglar Suslar Suslar
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Amp60+Sulb15 106 100 106 104 0 0 0 0 0 0 0 0
Amp30+Sulb15 106 106 106 104 0 0 0 0 0 0 0 0
Amp30 106 100 106 104 0 0 0 0 0 0 0 0
Amp10+Sulb10 106 106 106 104 0 0 0 0 0 0 0 0
Amp10+Sulb5 106 100 106 104 0 104 0 0 0 0 0 0
Amp10 106 106 106 104 0 104 0 0 0 0 0 0
Amp2+Sulb2 106 100 106 105 0 104 0 0 0 0 0 0
Amp2+Sulbl 106 106 106 105 0 105 0 0 104 0 0 0
Amp?2 106 100 106 105 0 105 0 0 104 0 0 0
Kontrol 106 106 106 107 107 107 109 108 108 109 109 109
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Tablo 4: Penisiline orta direngli olan 3 susun farkli ampisilin+sulbaktam ve ampisilin konsantrasyonlarinda zamana karst ml’de canli bak-
teri sayilar.

0. saat 4. saat 8. saat 24. saat

Suslar Susglar Susglar Susglar
4 5 6 4 5 6 4 5 6 4 5 6
Amp60+Sulb15 106 100 106 0 103 104 0 0 0 0 0 0
Amp30+Sulb15 106 106 106 104 105 105 0 0 0 0 0 0
Amp30 106 100 106 104 105 105 0 0 0 0 0 0
Amp10+Sulb10 106 106 106 105 10° 105 0 0 0 0 0 0
Amp10+Sulb5 106 100 106 105 105 105 0 0 0 0 0 0
Amp10 106 106 106 105 10° 105 0 0 0 0 0 0
Amp2+Sulb2 100 106 106 105 105 105 104 104 0 0 0 0
Amp2+Sulbl 106 106 106 105 10° 105 104 104 0 0 0 0
Amp2 100 106 106 105 105 105 104 104 0 0 0 0
Kontrol 106 106 106 107 107 107 108 108 108 109 100 109

Tablo 5: Penisiline direngli olan 3 susun farkli ampisilin+sulbaktam ve ampisilin konsantrasyonlarinda zamana karst ml’de canli bakteri
sayilari.

0. saat 4. saat 8. saat 24. saat

Suslar Suslar Suslar Suslar
7 8 9 7 8 9 7 8 9 7 8 9
Amp60+Sulb15 106 106 106 104 104 105 0 0 0 0 0 0
Amp30+Sulb15 106 106 106 105 104 105 0 0 0 0 0 0
Amp30 106 106 106 105 104 105 0 0 0 0 0 0
Amp10+Sulb10 106 106 106 105 105 105 0 0 0 0 0 0
Amp10+Sulb5 106 106 106 105 105 105 0 0 0 0 0 0
Amp10 106 106 106 105 105 105 0 0 0 0 0 0
Amp2+Sulb2 106 106 106 105 105 105 104 104 104 108 103 103
Amp2+Sulbl 106 106 106 105 105 105 104 104 104 103 1038 103
Amp2 106 106 106 105 105 105 104 104 104 108 103 103
Kontrol 106 106 106 107 107 107 108 108 108 109 109 109

Penisiline duyarli olan 1, 2 ve 3 no.lu sus-
larda tiim kombinasyonlarda 24. saatte bakteri-
sidal etki gozlenmistir. Dordiincii saatte sus 1
tiim kombinasyonlarda iireme gosterirken sus 3
Amp10+Sulb5 ve altindaki konsantrasyonlarda
uremistir (Sekil 1).
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Sekil 1: Penisiline duyarli olan 3 nolu susun zamana bagli iireme
egrisi.

Penisiline orta direncli olan sus 4, 5 ve 6’da 4.
saatte tiim konsantrasyonlarda 1 ila 2 log'luk bir
azalma, 8. saatte ampisilinin 10, 30 ve 60 pg/ml’lik
konsantrasyonlarinda bakterisidal etki gozlenir-
ken, ampisilinin 2 pg/ml’lik konsantrasyonlarda
ise 4 ve 5 no.lu suslarda 1 log'luk bir azalma belir-
lenmistir. Yirmidort saat sonunda ise tim suslara
kars1 bakterisidal etki saglanmustir (Sekil 2).

Log 10
Log 9
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Log 7 Amp2
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Log 6 Amp2+Sulb2
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Log 5 Amp10+Sulbs
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Amp30+Sulb1s
Log3
Amp60+Sulb1s

Log 2
Log1

Log 0

0. saat 4. saat 8. saat 24. saat

Sekil 2: Penisiline orta direngli olan 5 nolu susun zamana bagl
iireme egrisi.



Ampisilin ve sulbaktamin farkli kombinasyonlarmin Streptococcus pneumoniae’ye karsi zamana bagh bakerisidal etkinligi

Penisiline direngli olan 7, 8 ve 9 no’lu sus-
larda 4. saatte kullanilan tiim konsantrasyonlar-
da koloni sayilarinda azalma belirlenmistir. Se-
kizinci ve 24. saatlerde ampisilin+sulbaktam ve
ampisilinin 10, 30 ve 60 pg/ml’lik konsantras-
yonlarinda tam bakterisidal etki belirlenmistir.
Ampisilin+sulbaktam ve ampisilinin 2 pg/ml’-
lik konsantrasyonlarinda ise 8 ve 24. saatlerde
1’er log'luk azalma saptanmustir (Sekil 3).
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Sekil 3: Penisiline direngli olan 9 nolu susun zamana bagh iireme
egrisi.

Ampisilinin 10, 30 ve 60 pg/ml’lik konsan-
trasyonlarinda, penisiline duyarls, orta direngli
ve direngli S.pneumoniae suglarina karsi 8. ve 24.
saatlerde tam bakterisidal etki gozlenmistir (Se-
kil 3). Penisiline yiiksek direngli olan (MIK >2
pg/ml) ii¢ susta 8. ve 24. saatlerde iireme sap-
tanmis ve sulbaktam eklenmesi ile sinerjik etki
saglanmamustir.

TARTISMA

S.pneumoniae’deki antibiyotik direng soru-
nu, her gecen giin artmaya devam etmektedir.
Pnomokok infeksiyonlarindaki mortalite orani-
nin diismesinde en 6nemli etken segilen antibi-
yotiktir. Bu antibiyotigin farmakokinetik/far-
makodinamik 6zellikleri tedavinin gidisini be-
lirleyen etkendir. Bir antibiyotigin farmakodi-
namik etkinligi in-vitro olarak zamana bagh
bakteriyi 6ldiirme etkisi ile belirlenebilir. Bu ¢a-
hismada penisiline duyarli, orta ve yiiksek dii-
zeyde direncli S.pneumoniae suslari arasinda
ampisilin ve ampisilin+sulbaktamin farkli kon-
santrasyonlarinin zamana bagh bakterisidal et-
kinlikleri arasinda fark belirlenememistir. Bu
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sonuglar, sulbaktamin tek basina S.pneumoniae’ye
kars1 bakterisidal aktivitesi bulunmadigini gos-
termektedir.

Ampisilin+sulbaktam kombinasyonu li-
sans aldig1 yil olan 1980’den bugiine kadar tist
solunum yolu infeksiyonlarinin tedavisinde
yaygin bir kullanim alani bulmustur(). Pan-
kuch ve ark.(® amoksisiline klavulanik asidin
eklenmesiyle bakteriyostatik ve bakterisidal ak-
tivitede bir farkliligin olmadigini gozlemisler-
dir. Calismamizda da ampisilin+sulbaktamin
farkli konsantrasyonlarinin bakterisidal etkisi
ile tek basina ampisilinin bakterisidal etkisi ara-
sinda bir fark belirlenmemistir. Ampisilinin
bakterisidal aktivitesi S.pneumoniae susunun pe-
nisilin diren¢ durumuna baglidir.

Clinical and Laboratory Standards Institu-
te (CLSI) standartlarinda S.pneumoniae igin am-
pisilin ve ampisilin+sulbaktam igin duyarlilik
sonucu bildirilmemektedir?. Bununla birlikte
penisilin MIK degeri <2 pg/ml olan menenjit
dis1 pnomokok suslarinin ampisilin+sulbaktam
ve ampisiline duyarli olarak kabul edilmesi
onerilmektedir. Sonuglarimiz da bunu dogrula-
maktadir. Penisiline duyarl ve orta direngli sus-
larda (penisilin MIK < 2 pg/ml) ampisilin+sul-
baktam ve ampisilinin tiim konsantrasyonlarin-
da bakterisidal etki saptanmistir. Buna karsin
penisiline direncli suslarda (penisilin MIK > 2
pg/ml) ampisilin+sulbaktam ve ampisilinin 2
pg/ml'lik konsantrasyonlarinda bakterisidal
aktivite belirlenmemistir. Bu sonug, S.pneumo-
niae’de penisilinin MiK degerinin bilinmesinin,
tedavinin belirlenmesinde en 6nemli kriter ol-
dugunu gostermektedir.

Bu ¢alismada penisiline duyarl ve orta di-
rencli suslarda 24. saatte ampisilin+sulbaktamin
bakterisidal aktivitesi belirlenirken, yiiksek dii-
zeyde direncli suslarda ampisilin ve ampisi-
lin+sulbaktamin 2 pg/ml’lik konsantrasyonla-
rinda 24. saatte bakterisidal aktivite gozlenme-
mistir. S.pneumoniae’de direng PBP’ler aracihig:
ile gelismektedir. Sulbaktam ve klavulanik asit
gibi beta-laktamaz inhibitorlerinin S.preumoniae’ de
hi¢ bir avantaji bulunmamaktadir. Baz1 klinis-
yenlerin S.pneumoniae infeksiyonlarinda ampisi-
lin+sulbaktam kombinasyonunu tercih etmele-
rine karsin bu ¢alisma sonuglarina gore yarilan-
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ma Oomri goz oniine alinarak tek basina ampisi-
lin, penisiline duyarl suslara bagh infeksiyon-
larda yeterli olacaktir.

Tessekkiir: Pfizer Ilaglart Ltd. Sti.'ne caligmalarimiza kat-
kilarindan dolay: tesekkiir ederiz.

1.

KAYNAKLAR

Casellas JM Jr, Israele V, Marin M et al: Amoxicil-
lin-sulbactam versus amoxicillin-clavulanic acid
for the treatment of non-recurrent-acute otitis me-
dia in Argentinean children, Inter ] Pediatr Otor-
hinolaryngol 2005;69(9):1225-33.

Clinical and Laboratory Standards Institute: Per-
formance Standards for Antimicrobial Susceptibi-
lity Testing; Eighteenth Informational Supple-
ment. CLSI Document M100-518. Clinical and La-
boratory Standards Institute, Wayne, Pennsylva-

122

nia (2008).

Doern GV: Antimicrobial resistance with Strepto-
coccus pneumoniae: much ado about nothing, Se-
min Respir Infect 2001;16(3):177-85.

Garau J: Treatment of drug resistant pneumococcal
pneumoniae, Lancet Infect Dis 2002;2(7):404-15.
Moody JA: Tests to assess bactericidal activity,
“Isenbers HD(ed): Clinical Microbiology Proce-
dures Handbook” kitabinda s.5.16.1, ASM Press,
Washington, DC (1992).

Pankuch GA, Visallic MA, Jacobs MR, Appelba-
um PC: Activities of oral and parenteral agents
against penicillin-susceptible and resistant pneu-
mococci, Antimicrob Agents Chemother
1995;39(7):1499-504.

Regoes RR, Wiuff C, Zappala RM, Garner KN, Ba-
quero F, Levin BR: Pharmacodynamic functions: a
multiparameter approach to the design of antibio-
tic treatment regimens, Antimicrob Agents Che-
mother 2004; 48(10):3670-6.



