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Antibakteriyel ve Mutajenik Etkisinin Belirlenmesi
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OZET: Bu ¢alismada Sefalosporin grubu bir antibiyotik olan Sefuroksim aksetil (Aksef®)’in gesitli test bakterileri
tizerindeki antibakteriyel etkisi ve organizma tizerindeki mutajenik etki potansiyeli arastirilmigtir. Antibakteriyel
aktivite Staphylococcus aureus ATCC 6538, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Bacillus megaterium DSM
32, Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027 ve Enterobacter aerogenes’e karsi oyuk agar metodu ile test edilmistir.
Potansiyel mutajenik aktivite ise Ames test yontemi kullanilarak Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslart
yardimu ile test edilmistir. Antibakteriyel aktivite testi neticesinde Sefuroksim aksetil (Aksef®)’in test bakterileri
lizerinde 19,830+0,120 ile 20,775+0,285 mm arasinda degisen inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir. Ayrica;
mutajen aktivite sonuglarina gére Sefuroksim aksetil (Aksef®)’in higbir dozunun ¢ergeve kaymasi ve baz ¢ifti
degisimi mutasyonlarina neden olmadigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: sefuroksim aksetil (Aksef®), antibakteriyel etki, ames testi, mutajenite

Determination of Antibacterial and Mutagenic Activities of
Cefuroxime axetil (Aksef®) which is a Cephalosporin Antibiotic

ABSTRACT: In this study, Cefuroxime axetil (Aksef®), a cephalosporin antibiotic, was tested for its antibacterial
activity on test bacteria and its potencial mutagenic activity on organism. Antibacterial activity was tested against
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Bacillus megaterium DSM 32,
Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027 and Enterobacter aerogenes with agar well diffusion method. Potential
mutagenic activity of Cefuroxime axetil (Aksef®) were tested in TA 98 and TA 100 strains of Salmonella
typhimurium using Ames test. Consequently, it was determined that Cefuroxime axetil (Aksef®) created inhibition
zones on test bacteria between 19.830+0.120 and 20.775+0.285 mm. Additionally, according to mutagenic activity,
it was also determined that any dose of the Cefuroxime axetil (Aksef®) did not cause the frame-shift mutations and
base pair substitution mutations

Key Words: cefuroxime axetil (Aksef®), antibacterial, ames test, mutagenic effect

GIRIS Diinya Saglik Orgiitii (WHO) yeni sentezlenmis olan
Enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde en ¢ok kimyasal maddelerin tip, eczacililk ve kozmetik
kullanilan ilaglardan biri antibiyotiklerdir.  alanlarinda kullanilmadan o6nce mutajenik etkilerinin
Antibiyotikler etki mekanizmalarina gore c¢esitli  var olup olmadigi konusunda test edilmesini zorunlu

smiflara ayrilmaktadir. Bunlardan Sefalosporinler hiicre
duvar1 sentezine engel olan Beta laktamlar igerisinde
bulunmakta olup, Sefuroksim 2. kusak Sefalosporin
grubu antibiyotiklerden bir tanesidir (Bozhalil ve ark.,
1991). Sefuroksim aksetil ise Sefuroksim’in yagda
¢Ozlnirliglh arttirllmis ve buna bagh olarak daha iyi
gastrointestinal emilimi olan bir esteridir. Sefuroksim
aksetil’in yapisinda bulunan metoksim grubu 6zellikle
enterik Gr (-) basillerin olusturduklar1 beta laktamazlara
karst dayanikliligi arttirmaktadir. Ayrica; yapisinda
bulunan karbamat grubu ise metabolik stabilitesini
saglamaktadir (Cizelge 1) (Ozsiit, 1990).

Kimyasal maddelerin birgogu canlilar iizerinde
genotoksik etkiye sahiptir. Bu nedenle bu maddelerin
canlilar {izerinde mutajenik etkiye sahip olabilecegi
diistintilmektedir. Dolayisiyla insanlarin bu
kimyasallarin olas1 mutajenik etkilerinde korunabilmesi
icin bu tarz kimyasallarin belirlenmesi ve mutajenik
aktivite yoniinden test edilmesi gerekmektedir (Levin ve
Ames, 1986; Lawley, 1989; Hansch, 1991; Anders ve
Dekont, 1994).

kilmigtir. Bu Tirlinlerin mutajenik aktiviteleri {retici
firma tarafindan yapilmasmma karsin, analizlerin
bagimsiz kurulusglar tarafindan yapilmasi ekstra bir
onem arz etmektedir. Bu c¢alismada ise 2. kusak
Sefalosporin grubu bir antibiyotik olan ve enfeksiyon
hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilan Aksef®’in
cesitli test bakterilerine karsi antibakteriyel aktivitesinin
ve Ames test yontemi kullanilarak S. typhimurium TA
98 ve TA 100 suslar1 yardimi ile olasi mutajenik
aktivitesinin test edilmesi amaglanmigtir.

MATERYAL ve METOD

Test Maddesinin Hazirlanmasi

Bu calismada ticari olarak satin alinan Aksef®
kullanilmugtir. Coziicli olarak dimetil siilfoksit (DMSO)
kullanilmis ve antimikrobiyal aktivite i¢in 300 mg
Aksef® tablet 2 ml DMSO igerisinde c¢oziilerek;
mutajen aktivite icin ise 300 mg Aksef® tablet 3 ml
DMSO igerisinde ¢ozdiiriilerek stok soliisyonlar
hazirlanmustir.

*Sorumlu Yazar : Arslan, M., mehmetarslan@ardahan.edu.tr
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Cizelge 1. Sefuroksim aksetil’in kimyasal 6zellikleri (URL, 2016)

Kimyasal Yapisi Kimyasal Molekiiler Sistematik (IUPAC) Ad1
Formiilii Agirhg
0 1-Acetoxyethyl (6R,7R)-3-
Co0H22N4O10S | 510,475 g | [(carbamoyloxy)methyl]-7-{[(22)-2-(2-
mol? furyl)-2-(methoxyimino)acetyl]Jamino}-

{ \F”\,f :jj/
o\r NH,

Oﬂ».

O'

8-0x0-5-thia-1-azabicyclo[4.2.0]oct-2-
ene-2-carboxylate

Antibakteriyel Aktivite Testi

Antibakteriyel aktivite testi oyuk agar metodu ile
yapilmistir (Ozgelik, 1992). Calismalar esnasinda test
bakterisi olarak S. aureus ATCC 6538, K. pneumoniae,
E. coli, B. megaterium DSM 32, P. aeroginosa ATCC
9027 ve E. aerogenes kullanilmig olup, bu test icin
Miller Hinton Agar besiyeri tercih edilmistir.
Besiyerine 100 pl yaklagik 18 saatlik (1x108 cfu ml?)
bakteri kiiltlirlerinden eklenmistir. Yaklagik 11 mm
capinda agilan her bir kuyucugun igerisine 100 pl
Aksef® stok soliisyonundan eklenmistir. Pozitif kontrol
olarak iki farkli standart antibiyotik diski, negatif
kontrol olarak ise DMSO (100 pl) kullanilmustir.
Petriler 37 °C’de 48 saat siire ile inkiibasyona
birakilmistir. Caligmalar {i¢ tekrar olarak yapilmis olup,
zon ¢aplart dijital kumpas ile mm olarak 6l¢iilmiistiir.

Ames/Salmonella/Mikrozom Testi

1. Test Suslarn

Bu c¢aligmada mutajen aktivite testi igin S.
typhimurium’un TA 98 ve TA 100 suglar1 kullanilmis ve
S9 mix yoklugunda test edilmistir. Bunlardan TA 98
susu c¢erceve kaymasi, TA 100 susu ise baz gifti
degisimi mutasyonlarina neden olan ajanlara kars
duyarlilik gostermektedir. Bu test suglart 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 6nerilen metoda gore
kontrol edilmistir.

2. Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Sefuroksim aksetil (Aksef®)’in S. typhimurium’un
TA 98 ve TA 100 suslari tizerinde oldiiriicii olmayan
dozlarimin belirlenmesi amaciyla, 2 ml top agar igerisine
16 saat siire ile inkiibe edilmis olan bakteri kiiltiirlerinin
her birinden (yaklasik 1 x 10° bakteri mlt) 100 ul ve
Aksef®’in degisik derigimlerdeki ¢ozeltisinden (0,1 pg
plak?®, 1 ug plak?, 10 pg plak?, 100 pg plak?, 1000 pug
plak! ve 10000 pg plak™?) eklenmistir. Bu karigim
homojen bir hale getirildikten sonra minimal glukoz
agar besiyeri igeren plaklara dokiilerek 37 °C’de 48-72
saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
Aksef®’in degisik derigimlerini iceren plaklarda gelisen

koloni sayilar1 ile kontrol plaklarinda gelisen koloni
sayilar1 karsilagtirllmis ve bdylece toksik 6zellik
gostermedigi gozlenen dort doz tespit edilmistir (100 pg
plak?®, 10 pg plak?, 1 pg plak! ve 0,1 pg plak?).
Analizler bu dozlar ile yapilmigtir. Sitotoksik dozun
LDso (bakterilerin yarisini oldiiren doz)’nin altinda
olmasi gerekmektedir. Bu nedenle deneme plaklarindaki
koloni sayis1 kontrol plagindaki koloni sayisinin
yarisinin  altinda olmamast durumunda, doz toksik
olarak kabul edilmemektedir.

3. Mutajenite Testi

Mutajenite testi Maron ve Ames (1983) tarafindan
onerilen metoda gore plak inkorporasyon teknigi ile
yapilmistir. Analizler esnasinda, igerisinde histidin ve
biyotin bulunan 2 ml top agar igerisine 16 saat siire ile
inkiibe edilmis olan bakteri kiiltiirlerinin (yaklasik 1 x
10° bakteri mlt) her birinden 100 ul ve Sefuroksim
aksetil (Aksef®)’in belirtilen dozlarindan 100 pl
eklendikten sonra homojen olarak karistirilmis ve MGA
besiyeri igeren plaklara dokiilmiistiir. Ayrica pozitif
kontrol olarak TA 98 susu i¢in 4-nitro-o-fenilendiamin
(4-NPD) (100 pg petrit), TA 100 susu icin ise sodyum
azid (SA) (10 g petri?), ¢dziicii kontrol olarak ise
DMSO (100 pl petrit) kullamlmustir. Calismalar iig
tekrarli yapilarak petriler 37 °C’de 48-72 saat siire ile
inkiibe edilmistir.

Istatistiksel Analizler

Analizler sonucunda Aksef®’in etkisiyle gelisen
revertant koloniler sayilmistir. Elde edilen degerler
neticesinde, kontrol plaklari ile Aksef®’in farkli
dozlarinin ¢alisildigr plaklarda gelisen kolonilerin
sayilar1 arasindaki farkin 6nemli olup olmadigi SPSS
paket istatistik programinda ANOVA (Dunnett Testi)
test metodu kullanilarak belirlenmistir. Ayrica ii¢ tekrar
olarak yapilan antibakteriyel aktivite testi sonucunda
elde edilen zon caplarinin ortalama degerleri ve standart
sapmalar1 da yine SPSS 16.0 paket programu araciligr ile
hesaplanmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA
Sefuroksim 2. kusak Sefalosporin grubu bir
antibiyotiktir (Bozhalil ve ark., 1991). Sefuroksim’in
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icerisinde bulundugu 2. kusak Sefalosporinler hem gram
pozitif hem de gram negatif bakterilere kars1 etkilidir.
Ayrica; 1. kusaga gore gram negatif bakterilere karsi
etkinlikleri daha fazladir (Yildiz ve ark., 2014).
Sefuroksimin bir esteri olan Sefuroksim aksetil ise
enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde genis yelpazede bir
kullanima sahiptir. Pediatrik bireylerde iist solunum
yolu, otitis media, siniizit, pndmoni, bronsgit ve
deri/yumusak doku enfeksiyonlarinda; erigkinlerde ise
solunum sistemi, deri/yumusak doku, {iiriner sistem
enfeksiyonlar1 ve komplike olmayan gonorenin
tedavisinde kullanilmaktadir (Ozsiit, 1990).

Aksef®  gilinlimiizde bakteri temelli enfeksiyon
hastaliklarin ~ tedavisinde  siklikla regete  edilen
antibiyotiklerden bir tanesidir. Ancak kiiresel bir
problem olan antibiyotik direngliligi nedeni ile patojen
bakterilerin bir¢cogu, bir¢ok antimikrobik ajana karsi
artan oranda direng gelistirmektedir. Bu ¢alismada test
bakterisi olarak S. aureus ATCC 6538, K. pneumoniae,
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bakteriye karsi 100 pul Aksef® uygulanmis olup, 100 pl
icindeki madde miktar1 15 mg’dir. Calisma sonucunda
15 mg Aksef®’in kullanilan test bakterilerine kars1
benzer oranlarda zon olusturdugu tespit edilmis ve
19,830+0,120 ile 20,775+0,285 mm arasinda degisen
inhibisyon zonlart meydana getirdigi belirlenmistir.
Ayrica; caliymada negatif kontrol olarak kullanilan
DMSO higbir test bakterisi tizerinde antibakteriyel
aktivite olusturmazken; pozitif kontrol olarak kullanilan
penisilin test maddesinden daha diisiik, eritromisin ise
daha yiiksek oranda antibakteriyel aktivite gdstermistir
(Cizelge 2). Tel (2011) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
intravajinal slinger uygulamalar1 sonrasi vajinitis olusan
koyunlardan 18 (% 42,85) E. coli, 15 (% 35,71) Bacillus
spp., 2 (% 4,76) K. pneumonia, 4 (% 9,52)
Corynebacterium spp., 1 (% 2,38) P. aureginosa ve 2
(% 4,76) S. aureus izole ve identifiye edilmistir. Bu
bakterilerin duyarliliklari, icerisinde Sefuroksim’in de
bulundugu farkli antibiyotiklere karsi test edilmis ve

E. coli, B. megaterium DSM 32, P. aeroginosa ATCC  belirtilen bakterilerin  Sefuroksime karst duyarh
9027 ve E. aerogenes olmak iizere 4 Gr (-) ve 2 Gr (+)  olduklari belirlenmistir.
bakteri kullamilmigtir. Calisma esnasinda her bir
Cizelge 2. Aksef®’in antibakteriyel aktivite sonuglari

Sefuroksim aksetil DMSO PEN ERY

(Aksef®) (mm) (mm)

Klebsiella pneumoniae 20,735+0,045 - 9+0,0 21,33+1,856
Staphylococcus aureus ATCC 6538 20,775+0,285 - 8,33+0,333 23,334+0,333
Escherichia coli 20,730+0,270 - 8,330,667 23,67+0,333
Enterobacter aerogenes 20,245+0,285 - 10,330,333 25,33+0,333
Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027 20,495+0,015 - 12,33+0,333 26+0,577
Bacillus megaterium DSM 32 19,830+0.120 - 8,670,333 25,67+0,333

Diinyada antibiyotikler sadece hekimler tarafindan
recete edilmemektedir. Tip alaninda kullanimimin yani
sira  glinimiizde tarimda, ozellikle de hayvan
ciftliklerinde, mandiralarda, tavuk iiretim g¢iftliklerinde
tipta kullanildigindan daha fazla tiiketilmektedir (Davey
ve ark., 2013; Hollis ve Ahmad, 2013). Verimi arttirmak
amaci ile antibiyotiklerin hayvanlarda bu kadar yogun
bir sekilde kullanilmasi, hayvan digkilari ile birlikte
gevreye birakilan olasi mutasyonlara ugramis direngli
Clostrodium suslarinda artisa neden olmaktadir.
Insanlarin makro ve mikro cevresi yogun antibiyotik
kullanimina bagli olarak daha tehlikeli bir hale
gelmektedir. Diizensiz ve asir1 antibiyotik kullanimlar1
ile duyarli olan bakteriler azalirken veya ortadan
kalkarken, direngli suglarin oran1 artmaktadir (Scientific
Advisory Group on Antimicrobials of the Committee
for Medicinal Products for Veterinary Use, 2009).

Bu calismada mutajen aktivite testi sonucunda TA
98 ve TA 100 suslarinda Sefuroksim Aksef®’in higbir
dozunun reversiyon mutasyonlarint kontrol ve ¢oziicii
kontrole gore Onemli seviyede artirmadigi tespit
edilmistir (p>0,05) (Cizelge 3). Cizelge incelendiginde

revertant koloni sayisinin kontrolle gére hem TA 98
hem de TA 100 suslarinda azaldigr gorilmektedir.
Ancak; bu azalmalar istatistiksel olarak anlamli degildir.
DMSO ¢oziicili kontrole gore (c1) ise TA 100 suslarinda
en yiiksek 3 dozda meydana gelen azalmalar anlamli
bulunmustur. Bu da bu antibiyotigin bu dozlarda
antimutajen  etkili  olabilecegini = gostermektedir.
Muameleli gruplardaki revertant koloni sayisi ise pozitif
kontrol ile muamele edilen gruplara nazaran O6nemli
derecede diisiik ¢ikmus (b3), bu da non-mutajenik
kimyasallar i¢in beklenen bir sonugtur.

Chaudhary ve Payasi (2013), yaptiklart bir
caligmada bir B-laktam fonksiyonel grubu (seftriakzon),
bir glikopeptid (vankomisin) ve L-arjinin’den olusan ve
CVA1020 olarak adlandirilan yeni bir antibiyotigin
potansiyel mutajenik aktivitesini Ames test yontemi ile
S9 varliginda ve yoklugunda caligmiglardir. Caligsmalar
esnasinda S. typhimurium’un TA 98, TA 100, TA 1535
ve TA 1537 suslann ile E. coli [WP2 (uvrA)
mutasyonuna sahip] kullanilmistir. Calisma sonunda
CVA1020’nin mutajenik ozellik gostermedigi tespit
edilmistir.
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Cizelge 3. Aksef®’in farkli dozlarinin S. typhimurium’un TA 98 ve TA 100 suslar1 tizerindeki mutajenik etki

sonuglari
Test Maddesi Konsantrasyon TA 98 TA 100
Revertant koloni+SS® Revertant koloni+SS
Kontrol 19,33 + 5,46 199,0 £ 22,1
Coziicti Kontrol (DMSO)® 100 ul petrit 15,667 + 0,882 207,3 + 13,1
4-NPD® 100 pg petri? 2633+ 1703 -
SAC) 10 ug petri™ - 3070 + 197 @

1

Sefuroksim aksetil @ 100 g petri-

1433+ 3,18 B3

180,67 2,33 b3

Sefuroksim aksetil 10 pg petri?t

9,67 £1,76 ™

132,7+ 10,5 "3

Sefuroksim aksetil 1 pg petri?t

15,67+ 2,33 b3

156,67 + 8,09 P3¢t

Sefuroksim aksetil 0.1 pg petri?

15,00 +3,61 %

156,7 +£15,6 bt

O: dimetil siilfoksit; @: 4-nitrophenylene daimine; ®: Sodyum azid; ®: Sefuroksim aksetil (Aksef®); ®: Standart sapma; a:
kontrol ile aradaki fark onemli; b: pozitif kontrol ile aradaki fark 6nemli; c: ¢6ziicii kontrol ile aradaki fark onemli; alblcl

p<0.05; a2b2c2: p<0.01; a3b3c3: p<0.001

Chaudhary ve Payasi (2014) tarafindan yapilan
baska bir ¢alismada ise bir B-laktam fonksiyonel grubu,
bir B-laktamaz inhibitérii ve EDTA (Etilen diamin tetra
asetik asit)’dan olusan ve CSE1034 olarak adlandirilan
yeni bir antibiyotigin potansiyel mutajenik aktivitesini
Ames test yontemi ile S9 varliginda ve yoklugunda
calismiglardir. Calismalar esnasinda S. typhimurium’un
TA 98, TA 100, TA 1535 ve TA 1537 suslar ile E. coli
[WP2 (uvrA) mutasyonuna sahip] kullanilmistir.
Calisma sonunda CSE1034’nin  mutajenik  6zellik
gostermedigi tespit edilmistir.

Beta-laktam grubu antibiyotikler ile yapilan diger
bazi arastirmalarda ise; Benzathine penisillin G
(BPG)’nin genotoksik etkileri insan periferal kan
lenfositlerinde KKD testi ile arastirilmigtir (Kdseoglu ve
ark., 2004). Tiim muameleli gruplar karsilastirildiginda
KKD frekanslari arasinda bir degisiklik
kaydedilmemistir. Ayrica BPG hi¢bir muameleli grupta
KKD frekansinda doza bagli bir artisa neden
olmamistir. Smith ve ark. (2002) laktam 1 adl
antibiyotigin tiimor hiicrelerinde apoptozu uyarma
etkilerini ¢alismislar ve arastiricilar selektif olarak insan
16semi Jurkat T hiicrelerinde apoptozu uyarmasindan
dolay1, bir kursunlu bilesik olan laktam 1’in yeni bir
antikanser ilaci olabilecegini bildirmislerdir. Kazi ve
ark. (2004) laktam 12 adli antibiyotigin insan l9semi
Jurkat T hiicrelerinde apoptozu daha baskin bir sekilde
indiikledigini ve laktam 1 gibi insan prostat kanser
hiicrelerinde koloni olusumunu etkili bir sekilde inhibe
ettigini gostermislerdir.

Piperacillin antibiyotiginin iiretim ve depolama
asamalarinda meydana gelen baslica bozulma {iriinii
piperacillin impurity-A’min genotoksisitesi Ames testi
ve kromozomal aberasyon testinde arastirilmistir
(Vijayan ve ark. 2007). S. typhimurium suslarinin
kullanildigt  Ames testinde mutajenik olmadigy,
sitotoksisitenin gostergesi olan bakteriyel boliinmede de
5 mg/plak dozda inhibisyon goriilmemistir. Benzer

sekilde, Cin hamster’i  hiicrelerinin  kullanildigt
kromozomal aberasyon testinde de 5 mg/ml dozda
6nemli bir degisim saptanmamistir. Elde edilen

sonuglara gore Piperacillin impurity-A Ames ve
kromozomal aberasyon testlerinde mutajenik ya da
klastojenik bulunmamustir.

Bizim yaptigimiz caligmada da yukarda bahsi gecen
beta-Laktam grubu antibiyotiklerle yapilan diger
calismalarla paralellik gostererek Aksef®’in denenen
hicbir dozu mutajenik etki gostermemistir.

Bir maddeye mutajen denilebilmesi i¢in Salmonella
reversiyon testinde histidin prototroflarinin sayisinin,
kendiliginden geriye donen koloni sayisindan en az iki
kat fazla olmasi gerekmektedir. Bununla birlikte bu say1
kendiliginden geri donen koloni sayisinin iki katindan
az olup, doza bagh artig s6z konusu olursa, bu durumda
da bu maddeye mutajen denilebilmektedir (Maron ve
Ames, 1983; Mortelmans ve Zeiger, 2000).

SONUC

Bu konu, giiniimiizde birgok enfeksiyon hastaligin
tedavisi i¢in siklikla regete edilen Aksef®’in etken
maddesi olan Sefuroksim aksetil’e ait olan ve 6zellikle
mutajenik  etkisi  ile  alakali  bir  ¢alismaya
rastlanilamamis olmasindan dolay: tercih edilmistir.
Giliniimiizde artan antibiyotik direncliliginden dolayz,
recete edilen bu antibiyotigin test bakterilerine karsi
etkisinin ve canlilar {izerinde mutajenik etkiye sahip
olup olmadiginin bagimsiz bir kurulus tarafindan ortaya
koyulmasi  onemlidir. Sonu¢ olarak, Aksef®’in
kullanilan test bakterilerine karst orta diizeyde bir
antibakteriyel etki gosterdigi ve herhangi bir mutajenik
aktiviteye sahip olmadig1 belirlenmistir.
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