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SEFAKLOR VE BAZI OZEL KOMBINASYONLARININ /N VITRO MUTAJENIK
ETKIiLERININ INCELENMESI

(YUKSEK LISANS TEZi)
Rukiye SIMEN
OZET

Sefaklor, sefalosporin grubunun ikinci kusak antibiyotigi olup iist solunum yolu
hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada; sefaklor ve iki
tirevinin (sefaklor-o-vanilin ve sefaklor-o-vanilin/Ru I1l1) mutajenik potansiyelleri, Ames
Salmonella typhimurium suslar1 kullanilarak incelenmistir. Bunun igin her iki susda
karaciger mikrozom enzimleri i¢eren metabolik aktivasyon sisteminin varliginda ve
yoklugunda 160, 80, 40 ve 20 ug/ml sefaklor, sefaklor-o-vanilin ve sefaklor-o-vanilin/Ru
IIT konsantrasyonlart ile muamele edilmistir. Coziicii kontrol olarak dimetil siilfoksit
(DMSO) ve spontan kontrol gruplari da deneylerde kullanilmistir. S9 karigiminin
varliginda pozitif kontrol olarak 2-aminofloren kullanilmig, TA98 susu i¢in S9 karigiminin
yoklugunda pozitif kontrol olarak 4-nitro-o-fenilendiamin kullanilmistir. TA100 susu igin
S9 karigimi varliginda ve yoklugunda sodyum azid pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Elde edilen veriler SPSS paket programi kullanilarak Dunnett-t testi ile istatistiksel olarak
analiz edilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, hem sefaklor hem de sefaklor komplekslerinin
metobolik aktivasyon sistemi varliginda ve yoklugunda TA98 ve TA100 suslari igin

herhangi bir mutajenik etkisinin olmadig belirlenmistir.
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INVESTIGATION OF THE IN VITRO MUTAGENIC EFFECTS OF CEFACLOR
AND SOME SPECIAL COMBINATIONS
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ABSTRACT

Cefaclor is a second-generation antibiotic of cephalosporin group and it is
commonly used in the treatment of upper respiratory tract diseases. In this study;
mutagenic potentials of cefaclor and two derivatives (cefaclor-o-vanilin and cefaclor-o-
vanilin/Ru I11) were investigated by Ames/Salmonella/Microsomal test system using TA98
and TA100 strains of Salmonella typhimurium. For this, both strains were treated with the
concentrations of 160, 80, 40 and 20 ug/ml cefaclor, cefaclor-o-vanilin and cefaclor-o-
vanilin/Ru 111 in the presence and absence of the metabolic activation system containing
liver microsomal enzymes (S9 mix). Dimethyl sulfoxide (DMSO) as solvent control and
spontaneous control groups were also used in the experiments. 2-Aminofluorene was used
as positive control in the presence of S9 mix, 4-nitro-o-phenylenediamine was used as
positive control in the absence of S9 mix for TA98 strains. Sodium azide is used as
positive control, in the presence and absence of S9 mix for strain TA100. Obtained data
were statistically analyzed by Dunnett-t test using SPSS (17.0) package programme. As a
result of this study, it was determined that both cefaclor and cefaclor derived complexes
did not have any mutagenic effect for both TA98 and TAL00 strains in the presence and
absence of metabolic activation system.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

DMSO : Dimetilsiilfoksid

NaN : Sodyum Azid
KH2PO4.H,0 : Sodyum dihidrojen fosfat
Na,HPO,4.7H,0 : Disodyum hidrojen fosfat
MgSQO,.7H,0 : Magnezyum Siilfat
K,HPO, : Potasyum Fosfat

NaHNH, PO4 4H,0 : Sodyum Amonyum Fosfat

KCI : Potasyum kloriir

2-AF, : Aminofluorene

NPD 4 : Nitro-o-Fenilendiamine

HBA : Histidin/Biyotin/Ampisilin Plaklar
50XVB : Vogel-Bonner-E Ortami

MGA : Minimal Glikoz Agar Plaklar1
NA - Nutrient Agar Plaklar

NB : Nutrient Broth Siv1 Kiiltiir Ortami1
His > Histidin

Mg : Miligram

mL > Mililitre

g : Gram

Kg - Kilogram

gL : Gram/Litre

mgL™* : Miligram/Litre

pg/plak : Mikrogram/Plak

pg/L : Mikrogram/Litre



1.GIRIS

Bakteriyel ve viral enfeksiyonlar insan ve hayvanlar iizerinde olumsuz, kimi
zaman ise Oliimciil etkilere neden olmaktadir. Antibiyotiklerin kesfinden 6nce enfeksiyon
hastaligi kapmis bircok insan tedavi yontemlerinin yetersizligi nedeniyle hayatlarinm
kaybetmislerdir. Antibiyotiklerin, Alexander Fleming tarafindan 1929°da bulunmasiyla
(Fleming, 1929) antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlar i¢in ve diger mikroorganizmalara

kars1 da tedavi etmek veya onlemek amaciyla kullanilmaya baslanmistir (Gemmell, 1993).

Dogal ya da yar1 sentetik olarak iiretilen ve insan sagligina etkisi olan maddelerin
timiine antibiyotik denir (Finberg ve ark., 2004). 1929 yilinda penisilinin kesfini kesfini
takiben ¢ok sayida dogal, yari-sentetik ve sentetik antibiyotikler kesfedilmis ve tedavi

amagch kullanilmistir. Glinlimiizde antibiyotik sinifinda yer alan bir¢ok ila¢ bulunmaktadir.

Antibiyotikler, insan ve hayvan hastaliklarinin tedavisinde ve hayvanlarda
biiylimeyi destekleyici olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Yalap ve Balcioglu,
2008). Antibiyotik kullaniminin artisi ile birlikte ilaglara bagli yan etki goriilme sikligi1 da
artmaktadir. Tiim antibiyotiklerin potansiyel olarak yan etki riski vardir. ilag seciminde
antibiyotigin terapotik etkisi ile yan etki riski mutlaka karsilastirilmalidir. Antibiyotiklerin

yan etkisi genis bir spektrum gosterir (Dumankar, 1997; Eroglu, 2007).

Ideal antibiyotik kullanimi igin; dogru tani sonrasi dogru antibiyotik; en uygun
yoldan, etkin dozda, optimum araliklarla, uygun siireyle verilmelidir. Fazla ve lizumsuz
yere alinmalart bir¢ok mikroorganizmada antibiyotik direncinin geligmesine neden
olmustur (Goossens ve ark., 2005). Bu tiir kullanilan antibiyotikler fayda saglamadiklari
gibi, pek ¢ok ciddi saglik problemlerine yol agmakta hatta 6liimciil olabilmektedir. Ayrica
direngli bir bakterinin neden oldugu enfeksiyonlar; daha pahali, yan etkileri daha fazla olan

antibiyotiklerin kullanilmasini da gerektirebilmektedir.

Sefalosporinler yillar i¢inde antibakteriyel etki spektrumunlarina gore
gruplandirilmiglardir. Buna gore de “kusak” veya “jenerasyon” basliklar1 ile
gruplandirilirlar.  Sefalosporinlerin  kullaniminda uyulmasi gereken temel noktalari
Ozetleyecek olursak, sefalosporinler hem gram negatif hem de gram pozitif etkinlige sahip
olan bir gruptur. Birinci ve ikinci kusak sefalosporinlerin gram pozitif etkinlikleri fazla
iken, iiclincli kusak sefalosporinlerde gram negatif etkinlik hakimdir (Yildiz ve ark.,
2014). Sefalosporinlerin bakterisit etkisi bakteri hiicre duvar1 sentezinin inhibisyonundan

kaynaklanmaktadir.



Sefaklor, sefalosporin grubunun ikinci kusak antibiyotigi olup iist solunum yolu
hastaliklarinin  tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kronik bronsgitin akut
alevlenmeleri, farenjit (yutak iltihabi), tonsilit (bademcik iltihabi), pnomoni (zatiire),
komplikasyonsuz alt idrar yolu enfeksiyonlari, gonore (bel soguklugu), deri ve yumusak
doku enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Kimyasal maddeler karsinojenik ve
mutajenik etkilere sahip olabilmektedir. Bunun i¢in; birgok mutajenite testi yapilmaktadir.
Mutajenite testlerinden en yaygin kullanilani 1970’lerin basinda Bruce Ames ve onun
calisma arkadaslari tarafindan gelistirilen Ames testidir. Bu test, Salmonella
typhimirium’un his mutasyonunun revertantlari kullanilarak yapilir (Synder ve Champness,
2007).

1972 yilinda mutajenik etkilerin belirlenmesi amaciyla Dr.Bruce Ames tarafindan
gelistirilen Ames testi giiniimiizde ilaclar, ilag ham maddesi olarak kullanilmak istenen test
maddeleri, kozmetikler, gida katki maddeleri gibi insanlarin kullanimina sunulan
ksenobiyotiklerin mutajenitelerinin saptanmasinda olduk¢a genis bir uygulama alani olan
hizli sonug¢ veren ve giivenilir bir bakteriyel test sistemidir. Bu test sisteminde
kimyasallarin mutajenik etkilerinin arastiritlmasinda kullanilmak tizere bakteriyel mutantla
(bakterilerin yasamasi1 icin gerekli olan amino asit iiretimini yapan histidin geni
mutasyonuna ugratilmig) gelistirilmistir. Bunun i¢in de Salmonella typhimurium
bakterisinin ¢esitli suslar1 kullanilmaktadir (TA98, TA100, TA1535 ve TA1537 gibi).
Bakterilerde gerekli aminoasitin yani histidinin sentezi olmadiginda biiylime olmaz ve
koloni formu olusamaz. Suslar siipheli kimyasal (test bileseni) ile muamele edildikten
sonra histidin tretebilir (his- a his+) hale gelir ve biiyiiyerek koloni formu olustururlar.
(Beceren ve ark., 2017).

Sefaklor ile Golcii ve arkadaglar1 (2005) tarafindan bazi 6zel kombinasyonlarinin
(sefaklor/o-vanilin ve sefaklor/o-vanilin/Rulll) Salmonella typhimurium TA98 ve TA100
suglar1 kullanilarak Ames testi ile mutajenik etkisinin degerlendirilmesi, testte farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢6zeltilerin mutajenik etkisinin saptanmaya galisilmasi ve
elde edilen sonuglarla karsinojenik veya mutajenik etkiye sahip olup olmadigi bu ¢alisma

ile amaglanmaktadir.



1.1. Genel Bilgiler
1.2. Antibiyotikler

Yunanca anti (karsi) ve bios (yasam) sozcliklerinden tiiretilen antibiyotik, Kiif
mantarlarinda bulunan ya da yapay olarak {iretilen, bakteri ve diger mikroorganizmalarin
gelisimini durduran ya da onlar1 yok eden maddelerin ortak adidir. Antibiyotikler,
mikroorganizmalar iizerindeki etki derecelerine, etki mekanizmalarina, kimyasal yapilarina
ve farmakokinetik 6zelliklerine gore siniflandirilabilirler. Viicut sivilarinda olusturduklari
konsantrasyonlarda, mikroorganizmalar iizerindeki etki derecelerine gore bakteriyostatikler

ve bakterisidler olmak tizere iki sekilde siniflandirilirlar (Aktuglu, 1997).

Antibiyotikler, insan ve hayvan hastaliklarinin tedavisinde ve hayvanlarda
biliylimeyi destekleyici olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Yalap ve Balcioglu,
2008). Avrupa’da antibiyotik ilaglarinin 3’de 2’si insan tibbinda, 3’de 1’i ise veteriner
amaglart i¢cin kullanilmaktadir (Fedesa, 2001). Antibiyotikler diinyada oldugu gibi
tilkemizde de en sik kullanilan ve kullaniminda en fazla hata yapilan ilaglardir
(Karahocagil ve ark., 2007). Antibiyotikler, gelismekte olan iilkelerde yanlis ve asiri
kullanilmaktadir (Hart, 1998). Bilingsiz ve gereksiz antibiyotik kullanimi sonucunda, hem
cevresel sorunlar hem de besin zinciri yoluyla canlilarda, ozellikle insanlarda, saglik

problemleri meydana gelmektedir.
1.3. Antibiyotiklerin Yan Etkileri

Antibiyotik kullaniminin artisi ile birlikte ilaglara bagli yan etki goriilme siklig1 da
artmaktadir. Tiim antibiyotiklerin potansiyel olarak yan etki riski vardir. Ila¢ seciminde
antibiyotigin terapotik etkisi ile yan etki riski mutlaka karsilastirilmalidir. Antibiyotiklerin

yan etkisi genis bir spektrum gosterir (Dumankar, 1997; Eroglu, 2007).

Anafilaksi, anjioddem, tirtiker, bulanti-kusma, karin agrisi, ishal, fotosensitivite,
tremor, dis ve kemiklerde birikme sonucu olusan renk degisikligi, iskelet gelisiminde
duraklama, psédomembranoz enterokolit, hipokalemi, tromboflebit, ates, titreme, diabetes

insipidus da sik goriilen yan etkilerdendir (Chambers, 2001; Unal, 2001; Cevik, 2007).



Cizelge 1.1. Antibiyotiklerin genel yan etkileri.

Hematolojik Deri Bobrek Karaciger Sinir Sistemi
Aplastik anemi | Morbiliform Intertisyel Transaminaz Ototoksisite
eriipsiyonlar nefrit yiiksekligi
Hemolitik Eritema Urik asit Kolestatik Gorme
anemi multiforme nefropatisi hepatit Bozuklugu
Megaloplastik Urtikeryal Metabolitlerin | Kernikterus Konvulsiyon
Anemi reaksiyonlar nefrotoksisitesi
Notropeni Eritema Hematuri Hepatik nekroz | Psisik
nodosum Bozukluklar
Kanama Toksik Albuminiiri Periferik
epidermal Noropati
nekroliz
Lokopeni Likemid Akut tiibiiler Noromiiskiiler
eriipsiyonlar Nekroz Blok
Eozinofili Pigmenter Ensefalopati
degisiklikler
Trombositopeni | Fotosensitivite Ataksi
reaksiyonlari
Tombosit Purpurik Bas agrisi
disfonsiyonu erupsiyonlar ve
vaskulit
Eksfolyatif Bas donmesi
eritrodermi
Akneiform Haliisinasyon
eriipsiyonlar
Glossit Deliryum

1.4. Antibiyotiklerin siniflandirilmasi

e Hedef hiicreye etkilerine gore

e [Etki mekanizmalarina gore

e FEtki gosterdigi mikroorganizma grubuna gore

e Etki spektrumuna gore




e Immunmodiilatér etkilerine gore

Antibiyotikler birgok kritere gore gruplandirilabilir. Giinlimiizde en yaygin bilimsel
smiflandirma asagida belirtildigi gibi etki giiglerine, etki mekanizmalarina ve kimyasal

yapilaria gore siniflandirmadir.
1.5. Antibiyotiklerin etki giiclerine gore simiflandirilmasi

Antibiyotikler, mikroorganizmalar lizerindeki etki derecelerine gore iki farkli gruba
ayrilir. Bunlar bakteriyostatikler ve bakterisidlerdir. Bakteriyostatikler, bakteri hiicrelerinin
gelismesini veya liremesini Onlerler. Gelismesi ve iiremesi duran bakteriler, viicudun
savunma mekanizmalar1 tarafindan kolaylikla yok edilirler. Bakteriyostatikler,
tetrasiklinler, makrolid, siilfonamidler, amfenikoller, linkozamidler, metronidazol ve
mikonazol olarak farkli gruplara ayrilirlar. Bakterisidler ise agir tahribatlar yaratarak
bakteri hiicresini yok ederler ve hiicrenin 6lmesine neden olurlar. Bu sekilde etki eden
bakterisidler beta laktamlar (penisilinler, sefalosparinler, monobaktamlar, karbapenemler),

polipeptidler, florokinolonlar, vankomisin, rifamisin ve teikoplanin’dir (Akkan, 1997).

Cizelge 1.2. Antibiyotiklerin etki gli¢lerine gore siniflandiriimasi

Bakterisidler Bakteriyostatikler
Penisilinler Tetrasiklinler
Sefalosporinler Kloromfenikol
Aminoglikozidler Siilfonamidler
Vankomisin Eritromisin
Rifampisin Klindamisin
Florokinolonlar Mikonazol
Polimiksinler Etambutol
Teikoplanin

1.6. Antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore siniflandirilmasi

Antibiyotikler etki mekanizmalarina gore 5 gruba ayrilir. Bunlar; bakteri hiicre

duvar sentezini bozan ve litik enzimleri aktive eden antibiyotikler, sitoplazma membran



permeabilitesini bozan antibiyotikler, ribozomlarda protein sentezini bozan antibiyotikler,
bakteri genetik materyali iizerine etki yapan antibiyotikler ve bakteriyel antimetabolitlerdir.
Bakteri hiicre duvar sentezini bozan ve litik enzimleri aktive eden antibiyotikler; beta
laktamlar  (penisilinler, sefalosparinler, monobaktamlar, karbapenemler), siklosein,
ristosetin, basitrasin, teikoplanin ve vankomisindir. Sitoplazma membran permeabilitesini
bozan antibiyotikler deterjan etkisi yapanlar olarakta bilinmektedir. Bunlar; polimiksinler,
gramisidin, nistatin, amfoterisin B, kandisein, ketokonazal ve diger antifungal imidazoller,
flukonazol ve diger antifungal trizoller, hekzaklorofen ve katyonik deterjanlardir.
Ribozomlarda protein sentezini bozan antibiyotikler, tetrasiklinler, aminoglikozidler,
makrolidler, amfenikoller, linkozamidler ve fusidik asit olarak siniflanrilabilir. Bakteri
genetik materyali tlizerine etki yapan antibiyotikler, DNA ve RNA sentezini bozanlar
olarakta tanimlanabilir. Bakteri genetik materyali ilizerine etki yapan antibiyotikler;
florokinolonlar, rifamisinler, nalidiksik asit, metronidazol, aktinomisetler, mitomisinler,
bleomisin, asiklovir, doksorubisin, dounorubisin ve metotreksattir. Bakteriyel
antimetabolitler ise siilfonamidler, siilfonlar, PAS, izoniazid, etambutol ve trimetoprim

seklinde siralanabilir (Akkan, 1997).

En sik kullanilan siniflama olan antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore

siniflandirilmast Sekil.1.1°deki gibidir.

Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalari
Hicre duvaCr5 Penisilinler

sentezi Sefalosporinler
l LSl Karbapenemler

Sulfonamidler
TMP-SMX \\& DNA replikasyonu

T°p°' Protein

\(@ f‘ izomeraz @, :‘ leNA

Niiklotid LIl 111 "® e el 0 5 R IR

biyosentezi \\\ Protein
: RNA - sentezi

FTT’T—FT. transkripsiyonuis

Aminoglikozidler
Peptide @ sitoplazmik membran Makrolidler:
anfibiotes butunlGgi | Rifampin | Okesazolidinonlar
Streptograminler
Linkozamidler

Jetrasiklinler

Sekil 1.1.Antibiyotiklerin etki mekanizmasi.



1.7. Antibiyotiklerin kimyasal yapilarina gore simiflandirilmasi

Kimyasal yapilarina gore antibiyotikler; beta laktamlar, fenikoller, stilfonamidler,
tetrasiklinler, aminoglikozidler, makrolidler, linkozamidler, polipeptidler, kinolonlar,
nitrofuranlar, imidazoller ve rifamisinler olarak suflandirilirlar (Akkan, 1997). Goriildigi
gibi, glinlimiizde enfeksiyon tedavisinde basariyla kullanilmakta olan pek ¢ok antibiyotik
grubu vardir. Ozellikle son yirmi yil igerisinde birtakim yeni antibiyotik smiflart
gelistirilmis olup, pek cogu ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmak iizere onay
almistir. Her ne kadar genel olarak farkli mekanizmalar iizerinden etkili olduklari
diistiniilse de, aslinda bu ilaglarin temelde yine geleneksel antibiyotiklerle ayni etki
mekanizmasina sahip olduklar1 gézlenmektedir. Yeni antibiyotik gruplari, 6zellikle direng
sorununun asilmasi agisindan, umut vaat ediyor gibi goriinmektedir. Bununla birlikte,
yakin zamanda Ozellikle linezolide karst gram pozitif direncinin gelismis oldugu

bilinmektedir. (Yamantiirk Celik ve Biiget, 2007).

Cizelge 1.3. Kimyasal yapilarina gore antibiyotiklerin sinilandirilmasi

Kimyasal Yapilarina Gore Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi

Beta laktam Penisilinler | Sefalosporinler | Monobakamlar | Karbapenemler
antibiyotikleri

Glikopeptid Vankomisin | Teikoplanin
antibiyotikler

Aminoglikozidler

Kloromfenikol

Tetrasiklinler

Makrolit grubu
antibiyotikler

Linkozamidler

Kinolonlar




1.8. Sefalosporin gurubu antibiyotikler

Penisilin gurubundan antibiyotiklerdir. Penisilinle ortak olduklari noktalar fazladir.
Antibakteriyel tesirin yaninda anafilaktik soka varabilen zor alerjik reaksiyon riskidir.
Buna bagli olarak bu ilaglara dayali tedavinin Oncesinde alerji testi yerine getirmek
gereklidir. Sefalosporinleri kesfeden Italyan arastirmaci Brotzu'dur. Kirli sularm tifo ba-
sillerini oldiirebilen mikro organizmalara uygun bir ortam saglayabilecegini diisiinen

Brotzu, atik sularda antibiyotik 6zellikler tagiyan 6nce sefalosporini ele gegirmisti.
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Sekil.1.2. Sefalosporinin molekiiler yapisi.

Sefalosporinler {ist solunum yollar1 enfeksiyonlarinin, deri enfeksiyonlarinin (y1-
lancik, impetigo, apse ve benzeri), idrar yolu enfeksiyonu, safra enfeksiyonu, menenjit
hastalig1, septisemi, endokardit (kalp i¢ zar irini), otit (kulak irini), siniizit ve kadin esey
sistemi enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilir ve ayrica ameliyat sonrasi olusabilecek

enfeksiyonlart 6nlemeye de faydalidirlar.

Laboratuvar hayvanlarinda ¢ok fazla dozlarda sefalosporinin bobrek yetmezligine
varan bobrek hasarina neden oldugu bilinmektedir. Ozellikle birtakim sefalosporinlerle
insanda da alternatif yan tesirlere rastlanmigtir. Bobrek hasari risk oranini artiran etmenler
sunlardir: fazla dozlarda kullanim, aminoglikozitler benzeri bobrek iizerinde toksik tesire
sebep olan antibiyotiklerle beraber kullanim, idrar soktiiriiciilerle beraber kullanim,
eskiden var olan ve antibiyotigin atilimini azaltan bobrek yetmezligidir. Sefalosporinlerin
sebep oldugu bobrek degisiklikleri genellikle tedavinin  kesilmesiyle geriler.
Sefalosporinlerin kas igerisine enjeksiyon yontemiyle verilmesi énemli derecede agriya
sebep olabilir. Buna bagl olarak benzer enjektorle bir yerel anestezik maddenin de
kullanilmas: gerekmektedir. Biitiin sefalosporinler, damar i¢i enjeksiyonu takip eden

bolgesel tahrise ve tromboflebite (toplardamarda piht1 ve irin) sebep olabilmektedir.



Alerjik tipte fazla duyarlilik reaksiyonlar1 sefalosporinlerin ve penisilinlerin en
onemli yan etkileridir. Penisiline kars1 fazla hassas kisilerde, sefalosporin benzer reak-
siyona sebep olabilmektedir. Bugiin penisilin ile sefalosporin iginde bir ¢apraz alerjinin
varligi onaylanmaktadir. Penisiline alerjisi olan kisilere sefalosporin verilmesi higbir

sekilde onerilmemektedir.

Viicudun duyarlilik kazanmasiyla penisiline karsi antikorlar meydana gelir.
Ilerleyen zamanlarda antibiyotik tekrar alindiginda, antikor cevabi kuvvetli olarak
meydana gelir. Mantarlarin penisilin ve sefalosporinlerle akrabaligi sebebiyle, cilt man-
tarlar1 durumunda olan ya da mantarla mayalanmis peynirleri ¢ok fazla tiiketen bireyler

antibiyotiklerle iligkili alerjik reaksiyonlara daha yatkindr.
1.9.Sefalosporinlerin Siniflanfirilmasi

Sefalosporinler antibakteriyel etki spektrumunlarima gore kendi icinde g¢esitli

kusaklara ayrilmaktadir (Cizelge 1.5).

Cizelge 1.4. Sefalosporinler yillar i¢inde antibakteriyel etki spektrumunlarina gore

gruplandirilmasi.

SEFALOSPORINLERIN SINIFLANDIRILMASI

1. KUSAK 2. KUSAK 3. KUSAK 4. KUSAK | 5.KUSAK

SEFALOTIN ﬁEFAMANDO SEFOPERAZON SEFEPIM SEFTOBIPROL
SEFAPIRIN SEFOKSITIN SEFOTAKSIM SEFPIROM | SEFTAROLIN

SEFAZOLIN SEFAKLOR SEFTIZOKSIM

SEFALEKTIN | SEFONISID SEFTRIAKSON

SEFRADIN SEFUROKSIM | MOKSALAKTAM

SEFADROKSIL

—— SEFOROMID | SEFTAZIDIM
SEFALORIDIN

Sefalosporinlerin kusaklar1 ve etkinliklerindeki temel 6zellikler;

Birinci kusak sefalosporinler: Sefaleksin, sefadroksil, sefazolin, sefalotin. Esas

gram pozitif ve anaerop etkinlikleri vardir, gram negatif etkinlik diisiiktiir. Sefalotin ilk



kullanima giren sefalosporindir. Ancak nefrotoksisitesi nedeniyle gilinlimiizde

kullanilmamaktadir. Birinci kusak sefalosporinler oral yolla kullanilabilirler.

Ikinci kusak sefalosporinler: Sefaklor, sefuroksim (oral: sefuroksim aksetil,
parenteral sefuroksim-sodyum), sefotetan, sefoksitin. Gram negatif etkinlik birinci kusaga
gore daha fazladir. Hem gram pozitif hem de gram negatif ve anaerop etkinlikleri vardir.
Oral yolla da kullanilabilirler. Ancak beyin omurilik sivisina yeterli oranda gegemezler.
Giliniimiizde alt ve iist solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde, otit, siniizit ve tonsillit
tedavisinde etkindirler; tiriner sistem enfeksiyonlarinda etkili olanlar 6zellikle profilakside
tercih edilmektedir. Sefuroksimin hem parenteral (sefuroksim sodyum) hem de oral formu

(sefuroksim-aksetil) vardir, kismen anaeroplara kars1 da etkindir.

Ucgiincii kusak sefalosporinler: Sefotaksim, seftazidim, seftriakson, sefiksim. Gram
negatif etkinlik agirlikhidir, gram pozitif etkinlikleri diigiiktiir. Yar1 Omiirleri uzun ve
bakterisidaldirler. Sefatzidim anti-psddomonal etkinlige sahiptir. Beyin omurilik sivisina
menenjitte iyi penetre olurlar. Anaerop etkinlikleri disiiktiir. S. aureus’a etkinlikleri
yoktur. Ayaktan parenteral antimikrobiyal tedaviye (APAT) uygun olarak, giinde bir veya

iki dozda parenteral kullanilabilirler.

Dérdiincii kusak sefalosporinler: Sefepim. Genis bir spektruma sahiptir, hem gram
pozitif hem gram negatif hem de anaerop etkinlikleri vardir. Beta laktamazlara direnglidir.
Febril nétropenide, yogun bakimlarda tercih edilir. Antistafilokok etkinlikleri yoktur,
(Metisilin Direngli Staphylococcus aureus) MRSA’da etkisizdir.

Besinci kusak sefalosporinler: Seftarolin, seftobiprole. Bu grup en yeni kusaktir.
Cocuklarda kullanim onaylar1 FDA tarafindan onaylanmamistir. ESBL pozitif gram negatif
bakteriyel enfeksiyonlarda, psédomonas enfeksiyonlarinda, nazokomiyal enfeksiyonlarda,
anaerop enfeksiyonlarin tedavisinde etkindirler. Ciddi enfeksiyonlarda, MRSA

enfeksiyonlarinda erigkinlerde kullanilabilirler.
1.10. Sefaklor

Sefaklor, sefalosporin grubunun ikinci kusak antibiyotigi olup iist solunum yolu
hastaliklarinin, akut bronsit, kronik bronsitin akut alevlenmeleri, farenjit (yutak iltihab1),
tonsilit (bademcik iltihab1), pnomoni (zatiirre), komplikasyonsuz alt idrar yolu
enfeksiyonlari, gonore (bel soguklugu), deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Sefaklor, birinci kusak sefalosporinlere

benzeyen bir spektruma sahip ikinci kusak sefalosporin bir antibiyotiktir. /n vitro testler
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sefalosporinlerin ~ bakterisit etkisinin  hiicre duvar1 sentezinin inhibisyonundan

kaynaklandigini gostermektedir.

Sefaklorun, in vitro ve klinik enfeksiyonlarda, asagidaki mikroorganizmalarin ¢ogu
susuna kars1 aktif oldugu gosterilmistir: Gram pozitif aeroblar - Staphylococci (koagiilaz
pozitif, koagiilaz negatif ve penisilinaz tireten suslar dahil), Streptococcus pneumoniae ve
Streptococcus pyogenes (grup A B-hemolitik streptokoklar). Gram negatif aeroblar -
Escherichia coli, Haemophilus influenzae (B-laktamaz iireten ampisilin direngli suslar
dahil), Klebsiella sp. ve Proteus mirabilis. Sefaklor bir beta laktam antibiyotiktir.
Bakteriyel hiicre ceperi icinde yer alan penisilin baglayict proteinlere (PBP) baglanarak
bakteri hiicre g¢eperi sentezini inhibe eder. Oral uygulamadan sonra, gida alimindan
bagimsiz olarak iyi emilir. Karacigerde kayda deger bir biyotransformasyon yoktur, ilacin
biiylik bir kismi ilk 2 saat icinde atilir, yaklasik % 60 ile % 85'1 idrarla 8 saat icinde
degismeden atilir. Sefaklor viicutta metabolize edildiginde veya dogal degradasyon
meydana geldiginde, molekiil iizerindeki etkinin siddetli olmasi1 nedeniyle tanimabilir bir

urlin saptanamamustir.

1.11. Sefaklor’un Ozellikleri

Sefaklor, beyaz veya agik sar1 toz seklindedir.

Kimyasal adi (IUPAC): (6R,7R)-7-[[(2R)-2-amino-2-phenylacetyl]amino]-3-

chloro-8-0x0-5-thia-1-azabicyclo[4.2.0]oct-2-ene-2-carboxylic acid.
Kapah formiilii: C;5H;4CIN304S

Acik formiilii: Asagida Sefaklorun kimyasal yapis1 goriilmektedir.
11



Molekiil agirhgi: 367.804 g/mol
CAS no: 53994-73-3
1.12. Sefaklor’un yan etkileri

Ishal, bulanti, kusma ve karin agris1 anoreksi, kabizlik, dispepsi, siskinlik, gastrit.
Sefalosporinlerle tedavi edilen hastalarda psddomembrandz kolit bildirilmistir. Anafilaktik
reaksiyonlar nadirdir, ancak oOzellikle penisilin alerjisi Oykiisii olan hastalarda ortaya
cikabilir. Karaciger enzimlerinde yiikselis, toksik nefropati, geri doniisiimlii interstisyel
nefrit ve bobrek fonksiyon bozuklugu, eozinofili, 16kopeni, trombositoz, gegici
trombositopeni (nadir), gecici lenfositoz, hemolitik anemi, aplastik anemi, agraniilositoz,
geri donilistimlii nétropeni, genital prurit ve vajinit, rinit, artmis oksiiriik, farenjit ve astim,
bronsit, akciger bozuklugu, solunum bozuklugu ve siniizit, tersinir hiperaktivite, ajitasyon,
sinirlilik, uykusuzluk, konfiizyon, hipertoni, bas donmesi, haliisinasyonlar ve uyku hali
goriilebilir.

Yapilan g¢esitli c¢alismalar, genotoksik aktivitenin antibiyotiklerin olas1 yan
etkilerinden birisi olabilecegini ortaya koymustur. Bunun igin; bir¢cok mutajenite testi
yapilmaktadir. Mutajenite testlerinden en yaygin kullanilan1 1970’lerin basinda Bruce
Ames ve onun galisma arkadaslar tarafindan gelistirilen Ames testidir. Bu test Salmonella
typhimirium’un his mutasyonunun revertantlari kullanilarak yapilir (Synder ve Champness,
2007).
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1.13. DNA'nin Yapisi
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Sekil 1.3. DNA nin yapis1

DNA, niikleotit molekiillerinden olusur. Her niikleotit bir fosfat grubu, bir seker

grubu ve bir azot bazi igerir. Dort tip azotlu organik baz vardir. Bunlar:

e Adenin (A)
e Timin (T)

e Guanin (G)
e Sitozin (C)

Bu bazlarin siras1 genetik kodu belirleyen seydir. insan DNA's1 yaklasik 3 milyar
baza sahiptir ve bu bazlarin yilizde 99'undan fazlasi tiim insanlarda aynidir. Genetik farklar

¢ok az miktarda bazin farkl dizilmesiyle ortaya ¢ikar.

Bir DNA dizilimindeki bazlariin sirasi, hiicrelerin proteinleri nasil yapacagini
sOyleyen genleri olusturur. Diger bir niikleik asit olan riboniikleik asit (RNA), DNA'dan
genetik bilgiyi proteinlere doniistiiriir. DNA {izerindeki genlerden protein sentezlenmesiyle

hiicreyi yonetir.
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Niikleotitler, ¢iftli sarmal bir yap1 olusturmak {izere bir araya getirilir. Eger cift
sarmal yapiy1 bir merdiven olarak diisiiniirseniz, bazlar basamaklar olacakken, fosfat ve
seker molekiilleri da merdivenin kenarlar olacaktir. DNA'nin iki zinciri boylece bir araya
gelir. Her bazin karsisinda baska bir baz vardir. Bir zincirdeki bazin karsisina diger zincirin
bazi gelir ve baglant1 bazlar arasinda kurulur. Timin ile adenin ve sitozin ile guanin
karsilikli baglanirlar. Ciinkii bu bazlar arasinda anahtar kilit iliskisine benzer bir iligki

vardir.

DNA molekiilleri uzundur. Bu nedenle dogru paketleme olmadan hiicrelere
sigamayacaklardir. Hiicrelere sigmasi icin DNA, kromozom dedigimiz yapilart olusturmak
lizere sikica katlanir. Her kromozom tek bir DNA molekiilii igerir. insanlarin hiicre
cekirdeginin icinde bulunan 23 ¢ift kromozom vardir. Yani insanlarin hiicreleri 2n = 46
kromozomludur. Biitiin viicut hiicrelerinde bu kromozomlar aynidir. Yani; géziimiizdeki
bir hiicre ile parmagimizdaki bir hiicrenin igerisindeki genetik bilgi tamamen aynidir. Buna
ragmen DNA {izerindeki farkli gen bolgeleri aktif oldugu i¢in bu hiicreler farkli gérevler

goriirler.
1.14. Mutasyon

Mutasyonlar hiicre DNA’sindaki anormal protein iiretimiyle sonuglanan hatalardir.
Bir DNA molekiiliiniin herhangi bir yerindeki bir baz ¢ifti degisikligi, mutasyon olarak
degerlendirilebilir. Mutasyon, tek bir baz ¢ifti yer degisiminden, bir delesyondan ya da bir
veya daha fazla baz ciftinin insersiyonundan olusabilir ya da bir kromozomun yapisindan
onemli bir degisimi igerebilir. Mutasyonlar fenotipte tanimlanabilen bir degisiklige yol
acabilir ya da agmayabilirler. Mutasyonlar spontan (kendiliginden), uyarilmis (uyumsal)
olabilirler. Dogal olarak olusan mutasyonlara spontan mutasyonlar denir. Spontan
mutasyonlar ¢ogunlukla DNA eslenmesi sirasinda olusurlar. Herhangi bir dissal faktoriin
etkisi sonucu olusan mutasyonlara uyarilmis mutasyon denir. Uyarilmis mutasyonlar dogal
ya da yapay ajanlar sonucu olusabilir (Ornegin: X 1s1n1). Mutasyonlar kromozumun

yapisinda ve sayisinda degisimlere neden olabilmektedir (Cummings, 2003).
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Cizelge 1.5. Mutasyonun siniflandirilmast.

MUTASYONLAR

Kromozom Yapist Degisimleri Kromozom Sayist Degisimleri ~ Gen Mutasyonlari

ﬁyens Opl(|)idi A|n6ploidi
Delesyon erm Polip|JIoidi I\/|Ionosomi P|olisomi
inversiyon Avtopoliplo|idi Nullisomi
Duplikasyon Allopoliploidi
Translokasyon Endopoliploidi
Insersiyon
Izokromozom

Halka kromozom

Bafora After

Incoming
U Photon

Sekil 1.4. Mutasyonun olusumu.
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1.15. Kromozomal Mutasyonlar

Delesyon: Kromozomdan bir par¢anin koparak kaybolmasi olayidir. Kromozomdan bir
parcanin koparak aybolmasi olayma delesyon ya da interkalar delesyon denir. Delesyon
eger kromozun ucundan bir par¢a kopup kaybolurssa bu olaya defisiyens ya da terminal

delesyon adi verilir.

Deleted area

Before After
deletion cleletion

Sekil 1.5. interkalar delesyon.
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Duplikasyon: Bir kromozomun belli bir bolgeyi dolayisiyla bu kismindaki genleri iki veya

daha fazla sayida bulundurmast durumudur.

Duplication mutation

E
|

J

=

I
I
|
.\
8

C

(o

Chromesome —

A section of DNA
is duplicated.

al Library of diedi

Sekil 1.6. Duplikasyon.

Translokasyon: Kromozomundaki bir par¢anin koparak ayni veya farkli bir kromozomda
bagka bir bolgeye eklenmesi seklindeki kromozomal mutasyonlara denir. Translokasyon,
bir kromozomun kaybolan parcasinin ya da kopan bir pargasinin baska bir kromozoma
yapigsmast seklinde goriilen kromozom anomalilerindendir.  Translokasyonlar, her
zaman homolog olmayan parg¢a degisimleridir. Gen sayisinin ve niteliginin ayni kaldigi
translokasyonlara “dengeli translokasyon”lar denir. Gen sayisinin ve niteligin degistigi,

cogunlukla anomalilere neden olan translokasyonlara "dengesiz translokasyonlar denir.
Before translocation After translocation

Derivative

Chromosome 20 Chromosome

) =

) ]

"

Chromosome 4

Derivative
Chromosome

Sekil 1.7. Translokasyon.

Insersiyon: insersiyon bir DNA dizisine bir veya daha ¢ok baz ciftinin eklenmesidir. DNA
polimerazin  kayma yapmasi sonucu insersiyonlar sik  olarak mikrosatelit
bolgelerinde olabilir. Insersiyonlar, biiyiikliik olarak tek bir baz ¢iftinden tiim

bir kromozoma kadar olabilir. Kromozom seviyesinde insersiyon terimi, kromozomun
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icine uzun bir dizinin girmesi anlaminda kullanilir. Mayoz boliinme sirasinda

dengesiz krosover olmasinin bir sonucu olarak bu meydana gelebilir.

Sekil 1.8. insersiyon.

Izokromozom: Herhangi bir kromozomun metafaz boliinmesi  sirasindaki  bir  hata

sonucu sentromerinden asimetrik bigimde boliinmesiyle olusan anormalliktir.

Sekil 1.9. izokromozom.

Inversiyon: Krozomun iginden bir par¢anin kopup 180° donerek koptugu yere yapismasi
seklinde goriilen kromozom anormalligidir. Sentromer kopan parganin iizerindeyse bu tip

inversiyona perisentrik, parcanin iizerinde degilse parasentrik inversiyon denir.
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Sekil 1.10. Inversiyon.

Halka kromozom: Her iki ucu da kopan bir kromozumun iki kirik ucunun bir halka

olusturacak bi¢imde yeniden birlesmesiyle olusan bir anormalliktir.

Centromere
Cenfromere O

Sekil 1. 11. Halka kromozom.

1.16. Sayisal Kromozomal Anormallikler
Oploidi

Bir takimdaki kromozomlarin hepsinin birden sayisinin tam katlar seklinde artmasi

ya da o kromozom takiminin organizmada tek bir defa bulunmasi1 durumudur.
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6.9

Monoploidi: Hayvan ve bitki hiicreleri bazen bir takim, yani “n” sayida kromozom

bulundururlar. Bu olaya monoploidi denir.

Poliploidi: Bir takimdaki kromozomlarin sayisinin 3 veya daha fazla kata yiikselmesi
olaymna denir. Poliploidi bulunduran canli sahip oldugu genoma gore farkli isimler alir,
poliploidin genomu ayni tiirden saglaniyorsa otopoliploidi, genomun bir kism1 baska bir
tiirden saglaniyorsa allopoliploidi, genom ayni tiirden saglaniyorsa endopoliploidi olarak

tice ayrilir.
Aneuploidi

Bir canlidaki kromozomlarin takim halinde degil de birer birer artmasi veya

azalmasi olayidir.

Monosomi: Diploit (2n) canlidaki tek bir kromozomun eksik olmasi durumudur (2n-1).
Monosomiye ornek, monosomi X olarak bilinen Turner sendromudur. Disilerde esey
kromozomlarindan birinin eksikliginde meydana gelir. Fenotipte disi olarak goriilseler de,
esey organlar ve hiicreleri gelismedigi igin kisirdirlar. Kisa boy, diisiik sag bitisi ve kulak
cizgisi, meme ucu siskinligi, el ve ayaklarda siskinlik, perdeli boyun, yumusak ve yukari
donen tirnaklar, diisiik g6z kapaklari bazi belirtileri arasindadir. Bu belirtiler hasta kisilerde
degiskenlik  gosterebilir.  Insanlarda  kromozom  eksiklifi  sonucunda  olusan

anormalliklerden sadece Turner sendromlu bireyler yasayabilmektedir.

"l
2 101
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N
‘“l 'a' .;1‘ t;.l i
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Sekil 1.12. Turner Sendromu karyotip ve fenotip.

Nullisomi: Canlinin bir kromozomunun homologu ile birlikte eksik olmasi durumudur

(2n-2).
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Polisomi: Bir kromozom takimindaki kromozomlardan birinin veya birkaginin sayisinin
yiikkselmesi olayidir. Kromozomlar mitoz ve mayoz boliinme sirasinda bazen diizenli
ayrilamazlar. Kromozomlarin ayrilmama olayr hem otozomlarda hem de gonozomlarda
goriilebilmektedir. Otozomlarda ayrilmamanin en bilinen 6rnekleri trizomi 13, 18 ve
21°dir. Fazladan 13. kromozoma sahip bireylerde Patau sendromu, fazladan 18.
kromozoma sahip bireylerde Edwards sendromu ve fazladan 21. kromozoma sahip
bireylerde Down sendromu goriilmektedir. Otozomlarda trizomiye baska 6rnekler 8, 9 ve
16. Kromozomlarin trizomisidir. Trizomi 8, 9 ve 16 nadir goriilen anormalliklerdir

(Terzibasioglu, 1997; Iincecik, 2014; Cetinkaya, 2018 ).
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Sekil 1.13. Down Sendromu karyotip ve fenotip.
1.17. Gen Mutasyonlari

Kromozomlarin yapisinda ve sayisinda herhangi bir degisiklik olmadan sadece gen
temelinde meydana gelen degisikliklere denir. Bir gendeki piirin bazinin bagka bir piirinle
ya da pirimidin bazinin bagka bir pirimidinle yer degistirmesi durumu olan transisyon; bir
plrin bazmin bir pirimidin baziyla ya da bir pirimidin bazinin bir piirin baziyla yer
degistirmesi durumu olan transversiyon; bir veya daha fazla baz ¢iftinin DNA’dan
kopmasi sonucu olusan delesyon; bir veya daha fazla baz ciftinin DNA’ya eklenmesi
sonucu olusan insersiyon, proteindeki aminoasit siralamasimi degistirip, fonksiyonel
olmayan protein liretimine neden olan; delesyon ya da inversiyon sonucu olusan cerceve

kaymasi gen mutasyonlarina drnektir.
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transversion ‘

transversion
UBISIBAS UL

transitions

e e

transversion

Sekil.1.14. Transversiyon.

Indel examples

wild-type segquence
ATCTTCAGCCATARRAGATGAAGTT

3 bp deleticn
ATCTTCAGCCARAGATGAAGTT

4 bp insertion (orange)

ATCTTCAGCCATATGTGARAGATGAAGTT

Sekil.1.15. Insersiyon.

Frameshift mutation

Orniginal DNA code for an amino acid sequence.

S o v N P R T ST Y W W, Y e T 0 g T R B Y R
gA—%}ATTT:ACl\CG'TAC'TCA'TGC'TA1
508

«od His H Ser H His H Val H Leu H Met M Leu -

Amino acid
Deleted

Base R
bh‘éAcAééHéiéﬁééﬂd

C Frameshift of one DNA base results Amino Acid
in abnormal amino acid sequence.

Sekil.1.16. Cerceve kaymasi.
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Nokta Mutasyonlari: Bir gende sadece tek bir baz ciftinin degismesiyle olusan
mutasyonlardir. Bdyle bir degisim gende ¢ok kisitli bir bolgeyi kapsadigi i¢in nokta
mutasyonu olarak adlandirilir. Mutasyonun en basit tipi olan nokta mutasyonu DNA’daki

herhangi bir baz ¢iftinde meydana gelebilir. Ornegin: Adenin yerine Timin gelmesi.
1.18. Mutajenler

Mutasyona neden olan canli organizmalarin DNA veya RNA gibi hiicresel
bilgilerinin bulundugu molekiillerin yapisini degistirerek mutasyona ugramasini saglayan
fiziksel veya kimyasal etmenlerdir. Herhangi bir organizma mutajenler i¢in indikator bir
sistem olarak kullanilabilir. Kansere neden olan ajanlar karsinojen olarak ifade edilir ve

bunlar da mutajendir (Ames, 1971).

Karsinojenlerin taranmasinda mutajenlerin esas alinmasi iki 6nemli nedene dayanir.
Bunlardan birincisi, genetik kodun ve genetik sistemin evrensel olusudur. Ikincisi ise
karsinojenite ile mutajenite arasindaki korelasyonun yiiksek olusudur ( Ramel and
Rannung, 1980). Genel goriilen bir goriise gore, dogrudan ya da metabolize edildikten
sonra Karsinojenik etki gOsteren tiim maddelerin ayn1 zamanda mutajenik etki
gosterecekleri yani mutajen olabilecekleri ifade edilmistir. Aksi takdirde tiim mutajenik
maddelerin ~ karsinojenik  etki  gostermeleri  beklentisi ise bazi  durumlarda
gerceklesmemektedir. Sebebi, mutasyonun genetik materyalin dogrudan etkilenmesiyle
ortaya ¢ikabilmesine ragmen kanserin kompleks bir biyolojik olaylar sonucu ortaya

¢ikmasi olabilir.

McCann ve arkadaslar1 (1976), karsinojen olan ve olmayan 300 kimyasali,
Salmonella/mikrozom test sistemi ile taradiklarinda 175 Kkarsinojen maddenin 157
tanesinin mutajenik etkili, karsinojenik etki gostermeyen 108 maddenin 94 tanesinin

mutajenik etkili olmadigini1 saptamiglardir. (Mc Cann and Ames, (1976).
1.19. Bakteriyel Mutajenite Testleri

Yeni sentezlenen ya da piyasada kullanilan kimyasal maddelerin biyolojik etkilerini
belirlemek i¢in genotoksisite testleri kullanilmaktadir. Genotoksisite testlerinde oncelikli
olarak yapilmasi gereken is; kimyasal maddelerin canlilar iizerinde genetik degisiklige

sebep olup olmadigini bulmaktir.

Kimyasal maddelerin genotoksik aktiviteleri; degisik test yontemleri (uzun zamanli,
orta zamanli ve kisa zamanl testler) ile farkli organizmalar kullanilarak yapilmaktadir.
Orta ve uzun zamanl test yontemlerinde maliyetin fazla olmasi ve sonuglarin hemen elde
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edilememesi sebebiyle cok tercih edilmemektedir. Kisa zamanli test yonteminin kolay
uygulanmasi, maliyetinin diisiikk ve daha kisa siirede sonuglandirilmasindan dolayr daha

¢ok tercih edilmektedir.

Cesitli bakterilerle 200°den fazla kisa zamanli test gelistirilmistir. Mutajen ve
karsinojen ajanlarin belirlenmesinde DNA’daki mutasyonlarin in vivo ve in vitro sartlarda
indiiklenmesiyle ¢aligmalar yiiriitilmektedir. Gen mutasyonlarini tespit etmek i¢in yaygin
olarak kullanilan testler bakterilerle yapilan analizlerdir. Salmonella typhimurium LT2
atasal susu ve E. coli WP2 suslar1 kullanilarak yapilan plak birlestirme deneyleri, gen
mutasyonlarina yol agan ¢ok cesitli kimyasal maddeleri tespit etmek icin 6zel olarak
tasarlanmis kisa stireli geri mutasyon testleridir. Bu testler yeni bulunmus kimyasallarin ve
ilaglarin mutajenik potansiyelini belirlemek icin diinya ¢apinda kullanilmaktadir.
Bakteriyel mutajenite testleri (Ames testi) ile belirli analizler yaparak metabolik aktivasyon
sisteminin varhiginda (S9) ve yoklugunda (-S9) yapilmasi i¢in ayrintili bilgiler

sunmaktadir.
1.19.1. Ames testi

Ames test sistemi, adin1 aldig1 Bruce Ames tarafindan 1970 yilinda bulunmus olup
cesitli mutajenlere kars1 yiiksek derecede hassasiyet gosteren ve kolay uygulanabilen kisa
zamanlt test sistemidir. Bu sistemin temel Ozelligi kimyasal maddelerin mutajenik,
karsinojenik ve toksikolojik potansiyellerini degerlendirmektir. Test susu olarak S.
typhimurium’un atasal LT, ve histidin sentezleyemeyen (hisT) mutant susu
kullanilmaktadir. Salmonella typhimirium’un his mutasyonunun revertantlar: kullanilarak
yapilan bu testte, ortaya ¢ikan mutasyonlar i¢in kimyasal eksik Sa/monella typhimirium’un
his™ mutantlarinin histidin plaklarina yayilmasindan ileri gelir. Eger kimyasallar his
mutasyonuyla geri doniisiimlii ise his+ geri donen koloni sayilart plak iizerinde goriiliir
(Sekil 1.16.).
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Sekil 1.17. Salmonella typhimirium ile yapilan Ames testi.

Gen bolgesinde meydana gelen ve histidin amino asidini kodlayan mutasyonlar ise
ilgili gen bolgesinin fonksiyonunu diizelterek kolonilerin olusmasini saglar. S.typhimurium
TA1535, TA1537, TA1538, TA97, TA98, TA100, TA102 suslart olup her biri farkh
mekanizmalar tizerinden mutajenlere etki edecek sekilde gelistirilmistir. (Maron, D. M.,

Ames, B. N., 1983). S. typhimurium’ un yaygin olarak kullanilan mutant suglarinin genetik

ozellikleri Cizelge 1.6.’da verilmistir.
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Cizelgel.6.

Salmonella Typhimurium’un mutant

suslar1 ve genetik ozellikleri (Oksiizoglu,

2000).
SUS HISTIDIN Mutasyon Belirlenecek
MUTASYONU | LPS | ONARIM | pKM | Niteligi Bilesik Siniflar
TA1535 | his G46 rfa | uvrB - AT—-GC Bazcifti
Transisyon yerdegisimine
nedenolan
Mutajenler
TA1537 | his C376 rfa | uvrB - C....... C Cerceve
Yanma +1 kaymasina neden
olan Mutajenler
TA1538 | his D3052 rfa | uvrB - CG....CG Cergeve
Yanindan -1 | kaymasina neden
olan Mutajenler
TA98 his D3052 rfa | uvrB + CG Cerceve
yanindan -1 | kaymasina neden
olan Mutajenler
TAL100 | his G46 rfa | uvrB + AT—-GC Bazcifti
Transisyon | yerdegisimine
nedenolan
Mutajenler
TA97 his G6610 rfa | uvrB + CCC yanina | Cerceve
+4 kaymasma neden
olan Mutajenler
TA102 | his G428 PAQ1 | rfa | uvrB + G Ochre AT | Oksidanlar, X-
his 1sinlart, u.v.,
Mitomisin C,
Bleomisin ve
Klinonlar

Bu c¢alismada; Sefaklor antibiyotiginin (Golcii ve arkadaglari, 2016) tarafindan

sentezlenen bazi 6zel metabolitlerinin Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suslari

kullanilarak Ames testi ile mutajenik etkisi arastirilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Donya (2002) c¢alismasinda, sefalosporin grubu antibiyoklerinden olan
sefadroksil ve sefaklorun fare spermatositlerinde kromozomal anormallikleri indiikleme
potansiyellerini arastirmistir. Bir grup erkek Swiss farelerine, bir kez gavaj yoluyla 40, 80,
160 mg kg™ b.wt. sefadroksil, 20, 40, 80 mg kg™ b.wt. sefaklor vermis ve uygulamadan 24
saat sonra drnekleri almustir. Diger bir gruba ise; 40 mg kg™ b.wt. sefadroksil ve 20 mg kg
! b.wt. sefakloru, ardigik 14 giin boyunca farelere vermis ve son muameleden 24 saat sonra
ornekleme yapmustir. Diakinez-metafaz | spermlerindeki kromozomal anormalliklerinin
yiizdesinin doza bagli olarak arttifini, bu artisin, yliksek ve tekrarlanan dozlarda
istatistiksel olarak ©6nemli diizeyde oldugunu saptamistir. 160 mg sefadroksil
muamelesinden sonra bu deger % 6,0+0,5, ve 80 mg sefaklor muamelesinden sonra ise; %
5,6+0,7 (P<0,05) degerlerine ulagmistir. 14x40 mg tekrarlanan sefadroksil ve 14x20 mg
tekrarlanan sefaklor muamelesinden sonra bu degerlerin sirasiyla % 7,4+0,6 ve % 6,0+0,7
(P<0.01) olarak indiiklendigini g6zlemistir. Her iki sefalosporinin de, univalentler (X-Y)
ve otozomal univalentler dahil olmak iizere yapisal kromozomal anormallikleri
indiikledigini gozlemistir. Sefadroksil ve sefaklor, anormal basa sahip sperm yiizdesinde de
doza bagh bir artisa neden olmustur. En yiiksek degerler, sefadroksil i¢in % 5,05+0,70,
sefaklor i¢in 4,39+0,79 (P<0,05) olarak saptanmistir. Arastirmaci, sefadroksil ve
sefaklorun, yiiksek ve tekrarlanan dozlar seklinde kullanildiginda, fare spermatositleri
tizerinde 6nemli sitogenetik etkileri oldugunu ve sperm bas yapisin1 da belirgin sekilde

olumsuz etkiledigini bildirmistir.

Hanasono ve arkadaslar1 (1979), agiz yoluyla bir kez veya tekrarlayan dozlar
halinde verilen sefaklorun laboratuvar hayvanlarinda (fare, sigan, kdpek ve maymun)
toksik etkilerini incelemislerdir. Farelere, subakut toksisite testlerinde, 28 giin boyunca
yaklagik 230 ila 950 mg/kg ortalama giinliik dozlar ve kronik toksisite testlerinde ise; 1 yil
boyunca ortalama 160 ila 675 mg/kg giinliik sefaklor verilmistir. Kopeklere giinliik 50 ila
200 mg/kg oral dozlarda 30 giin verilen sefaklorun, iki erkekte hemoglobin
konsantrasyonunda en yiiksek dozda gegici bir diisiise neden oldugunu saptamislardir. Bir
yil boyunca, 100 ila 400 mg/kg/giin oral dozlarda sefaklor verilen kdpeklerde, yumusak
diski atilim1 ve nadir goriilen emezis olaylar1 gdézlemislerdir. Bir hayvanda, en yiiksek
dozda reversible trombositopeni saptamislardir. Son dozdan 2 saat sonra alinan ¢esitli doku
stvilariin analizi, sinovyal sividaki sefaklor konsantrasyonunun, serumdaki miktarinin

yaklagik yaris1 kadar oldugunu ortaya koymustur. Arastirmacilar, bu ¢alisma sonuglarina
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gore,  sefaklorun test edilen tiirlerde diisiik toksik potansiyele sahip oldugunu

bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal Maddeler

Calismada  kullanilan  kimyasallar, 4-nitro-o-  fenilendiamine, K;HPO,,
MgSQO,.7H,0, NaHNH4PO4.4H,0O, 2-aminofluorene, L- Histidin HCI, D-Biyotin,
Ampisilin trihidrat, D-glukoz 6-fosfat, B-NADP, 2-aminofluorene ve 4- nitro-o-
fenilendiamine Fluka’dan (China, Hong Kong); Sitrikasit monohidrat, Sodyum hidroksit,
Sodyum azid, KCI, NaCl, Dimetilsiilfoksit, Riedel’den (Bucharest, Romania); Bacto agar,
Nutrient Broth No:2 Oxoid, 3-Metilkolantren Sigma Aldrich’den (St. Louis, Missouri,
USA) temin edilmistir.

3.1.1. Salmonella typhimurium test suslari

Deneyde kullanilan, Salmonella typhimurium LT, atasal susundan in vitro
mutasyonlarla gelistirilmis olan mutant TA98 susu ¢ergeve kaymasi, TA100 susu ise nokta
mutasyonlarinin saptanmasinda kullanilmistir. Calismada kullanilan TA98 ve TA100
mutant suslar1, Doktor Ogretim Uyesi Mehmet Arslan’dan (Ardahan Universitesi, Saglk

Bilimleri Yiiksekokulu, Hemsirelik Boliimii) alinmistir.
3.1.2. Cahsmada kullanilan cihazlar

Otoklav (Hirayama, JAPAN): Pipet, santrifif tiipleri gibi malzemelerin ve suyun
sterilizasyonunda HIRAYAMA marka HV-85 model otoklav kullanilmustir.

Inkiibator (Niive, TURKIYE): Hiicrelerin 37°C’de Kkiiltiiriiniin yapilmasin ve bazi
eriyiklerin 1sitilmasinda NUVE marka EN 400 model inkiibator kullaniimistir.

Steril kabin (ESCO Laminer Air Flow Cabinet): Bakteriyel ve mantar sporlarinin

kontaminasyonunu 6nlemek i¢in hiicre ekimleri sirasinda kullanilmistir.

Manyetik karistirier (Niive, TURKIYE): Cam kaplar icine konan sivilari manyetik

kuplajla karistirma veya 1sitma yapar.

Derin dondurucu (Nuaire, U.S.A.): Laboratuvar ortaminda hazirlanan besiyerlerin,

kimyasallarin ya da ¢ozeltilerin belirlenen soguklukta korunmasini saglar.

Hassas terazi (Scaltec, GERMANY): Kimyasallar1 tartmak i¢in 6zel cam paravanlarla

korunan dijital ekrana sahip SCALTEC marka hassas terazi kullanilmistir.
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Saf su cihazi (Ateks): Temizlik i¢in gerekli olan suyun hizli, giivenilir ve ucuz elde
edilme yoludur.

Mini kanstirict (IKA, U.S.A.): Seramik 1sitici plaka oOzellikle asitler ve degisik
kimyasallara kars1 homojen 1s1 iletimi sayesinde 100 ile 1500 rpm arasinda hiza sahip

giiclii karistiricilardir.

Shaker (Gerhardt Bonn): Calkalayici olarakda bilinen gida, ilag, boya sanayilerinin
kalite kontrol ve arastirma laboratuvarlarinda degisik sekil ve hacimde kaplar igindeki
stvilarin homojen olarak ¢alkalanmasini saglar. Sallayici tabla {lizerine konan erlen, balon
joje ve benzer kaplari 6zel klipsler ile tutarak icindeki sivilari dogrusal ve dairesel

hareketle sallayan alettir.

Vortex (IKA, U.S.A): Bir test tiipli icerisindeki kimyasalin girdap olusturacak sekilde

tyice karistirilmasini saglar.

Mikrodalga firin (Arcelik, TURKIYE): Radyo dalgalar1 kullanilarak icerisine konan

maddelerin kolay ve hizli bir gsekilde 1sinmasin1 saglar.

Benmari (Memmert): Ekran gostergesinden ayarlanabilir mikroislemcisiyle belli
stirelerde ve goreceli nem ortaminda, haznesindeki sivinin belli sabit sicaklik degeri
sayesinde, uygun 1stya yavasca gelmesi istenen numuneler i¢in ortam olusturan sicak su

banyosudur.

pH metre (Hanna, PORTUGAL): Hastane, laboratuvar ve benzeri alanlarda ph degerini

Ol¢mek i¢in kullanilan alettir.

U.V. Spektrofotometre (Shimadzu): Renkli olmayan maddelerin sogurdugu 151k siddetini
Olgen alettir. Isik merkezi olarak, yiiksek baski altindaki hidrojen desarj lambas1 (200-375
nm miktarinda 151k verir) kullanilir. Kimyasal maddelerin UV (200-380 nm) arasindaki
analizler igin spektrum analizler i¢in kullanilmasi tavsiye edilir. Genellikle UV
spektrofotometreler goriiniir ve birlesik haldedir. Bu g¢esit spektrofotometreler dalga
boylar1 100 ile 800 nm arasinda degisen 1s1n ile tarayarak calisirlar. Dalga boyuna karsi

absorbans veya transmitans Sl¢timii alinir.
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3.1.3. Deneyde kullamlan besiyerlerinin hazirlamasi
Vogel-Bonner-E besiyerinin hazirlanmasi1 (50XVB tuzlari)
MGA ve HBA (master) plaklarinin hazirlanmasi

Magnezyum stilfat (MgS04.7H,0) 10 g, Sitrikasit monohidrat
100 g, Potasyum fosfat (K;HPO,4) 500 g, Sodyum amonyum fosfat (NaHNH, PO,4.4H,0)
175 g olack sekilde tartilarak 1000 mL’lik erlende bir miktar distile su (45°C)
igerisinde ¢oziindiikten sonra distile su ile 1000 mL’ye tamamlanmistir. Cozelti, 110°C’de

20 dakika otoklavda steril edilip oda sicakliginda karanlikta saklanmastir.
0,5 mM’hik Histidin/Biyotin soliisyonunun hazirlanmasi

0,0309 g biyotin, 250 mL’lik distile suya konulmus ve suyun kaynama noktasina kadar
sitilarak ¢oziiliip tizerine 0,024 g’lik histidin eklenmistir. Cozelti membran filtre ile steril
edilerek otoklavda 110 °C’de 20 dakika bekletilmistir. Kullanilincaya kadar ¢ozelti
+4°C’de saklanmigtir. 90 ml top agara, 10 mL eklenerek mutajenite deneyinde

kullanilmistir.
% 0,9’luk Serum fizyolojik soliisyonunun hazirlanmasi

4,5 g NaCl, 500 mL’lik distile suda ¢oziilerek hazirlanmis ve bakteri sulandiriimasinda

kullanilmastir..
% 0,1’lik kristal viyole soliisyonunun hazirlanmasi

0,1 g’lik kristal viyole 100 mL’lik distile suya tamamlanip, 151k gecirmeyen bir sisede
saklanmigtir. Susglarin  kristal viyoleye duyarliliklari ve rfa mutasyonunu tasiyip

tasimadiklarinin kontroliinde kullanilmistir.
% 0,13’lik biyotin c¢ozeltisinin hazirlanmasi

0,0013 g’lik D-Biyotin 100 mL’lik distile suyun kaynama noktasina kadar isitilarak
¢Oziilmiistiir. Otoklavda 110 °C’de 20 dakika steril edilerek, +4 °C’de saklanmuastir.

% 0,5’lik histidin ¢ozeltisinin hazirlanmasi

HBA plaklarinin hazirlanmasi ve genotip kontroliinde kullanilmistir. 0,5 g L-Histidin 100
mL’lik distile suyla tamamlanip otoklavda 110 °C’de 20 dakika steril edilerek hazirlanan

c¢ozelti, kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmastir.
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%20’lik glikoz ¢ozeltisinin hazirlanmasi

MGA ve HBA plaklar1 hazirlanmasinda kullanilmigtir. 20 g glikoz distile su iginde
tamamen ¢ozilip, 100 mL’ye tamamlanmstir. Otoklavda 110 °C’de 15 dakika steril

edilerek hazirlanan ¢6zelti, kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmistir.
2 ug/ul 2-Aminofluorene (2AF) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1 mg/petri basina olmak tizere, 0,02 g 2AF, 10 mL dimetilsiilfoksitte (DMSO) ¢oziilerek
hazirlanmig, kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmustir. Pozitif kontrol deneyi igin

kullanilmustir.
4- Nitro-o-Fenilendiamine (NPD) (2 pg/ul) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Pozitif kontrol 200 pg/petri olmak tizere, 0,02 g NPD 10 mL DMSO’da ¢oziiliip oda

sicakliginda saklanmustir.
Sodyum azid ¢ozeltisinin hazirlanmasi (0,1 pg/pl)

Pozitif kontrol 1,0 mg/petri basina olmak iizere, 0,01 g Sodyum azid 100 mL distile suda

¢oziilerek hazirlanmig ve +4 °C’de saklanmustir.
Histidin/Biyotin/Ampisilin plaklarinin hazirlanmasi (HBA agar)

15g agar, 860 mL distile su otoklavlanarak 45 °C’ye kadar sogutulmustur. 100 mL %
20’lik glikoz, 20 mL 50X VB tuzlari, 10 mL histidin ¢ozeltisi, bu sicak soliisyona eklenip
karistirilmis ve biraz daha soguyunca 6 mL 0,5 mM biyotin ve 3150 pl ampisilin eklenip
plaklar petrilere 25 mL olarak aktarilmistir. Bu plaklarda bakteriler +4 °C’de 2 ay

saklanmistir. Ampisiline direnglilik testi ve master plak hazirlanmasinda kullanildu.
Minimal glikoz agar plaklarinin hazirlanmas1 (MGA)

15 g agar ve 880 mL distile su karistirilip otoklavda steril edilmistir. 45°C’ye sogutulup
(20-30 dakika) 100 ml %20°lik glikoz ve 20 mL 50X VB tuzlar1 karistirilip petri kutularina

25 mL olarak dagitilmistir. Mutajenite deneyi i¢in kullanilmisgtir.
Top agar hazirlanmasi

6 g agar, 5 g NaCl ve 1000 mL distile su manyetik karistiricida 1sitilip karigtirilarak
¢cozlilmistiir. Otoklavda 110°C’de 20 dakika steril edilip oda sicakliginda karanlikta

saklanmigtir. Mutasyon deneyi i¢in kullanilmistir.
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Nutrient agar plak hazirlanmasi (NA)

15 g agar, 25 g Oxoid nutrient broth ve 1000 mL distile su karistirilip, 110°C’de 20 dakika
steril edilip ve petri kutularina 25 mL olacak sekilde aktarilmistir. Bir gecelik kiiltiiriin

mL’sindeki bakteri sayisin1 bulma ve genotip kontrolii i¢in kullanilmastir.
Nutrient broth siv1 kiiltiir besiyeri hazirlanmasi (NB)

0,5 g Oxoid nutrient broth ve 20 mL distile su karistirilmistir. Otoklavda 110°C’de 20
dakika steril edilip oda sicakliginda karanlikta saklanmustir. Bakterilerin bir gecelik

kiiltiirde biiyiitiilmeleri i¢in kullanilmistir.
Tuz ¢ozeltisinin hazirlanmasi (1,65 M KCI + 0,4 M MgCl,)

61,5 g KCI, 40,7 g MgCl, 500 mL distile suya eklenmis ve 110°C’de 20 dakika
otoklavlanarak steril edildikten sonra +4°C’de saklanmistir. Deneylerde S9 karisimi igin

kullanilmuastir.
0,2 M’lik Sodyum-Fosfat tamponunun hazirlanmasi (pH=7.,4)
Stok A ve B olarak ayr1 ayr1 hazirlanmistir.

Stok A: 6,8 g, 0,2 M Sodyum dihidrojen fosfat (KH,PO4.H,O) 250 ml distile suda

¢oOziilerek hazirlanmistir.

Stok B: 13,41 g 0,2 M Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,.7H,0) tartilarak 250 mL
distile suda ¢6ziilerek hazirlanmistir. Daha sonra; Stok A’dan 57 ml, Stok B’den 243 mL
alinarak distile su ile son hacim 600 ml’ye tamamlanmistir. Karisimin pH’s1 7,4°e
ayarlandiktan sonra 110 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir. Oda sicakliginda ve

karanlikta saklanmistir. Deneylerde S9 karisimi i¢in kullanilmagtir.
0,1 M’lik B-NADP cozeltisinin hazirlanmasi

0,76 g B-NADP (F.W. 765,4) 10 mL steril distile su igerinde ¢oziilmiis sterilizasyon 0,22
um delik ¢aph filtre ile yapilmistir. Cozelti, -20°C’de saklanmistir. Mutajenite deneyinde

S9 karisimi i¢in kullanilmuastir.
1 M’lik Glikoz-6-Fosfat ¢ozeltisinin hazirlanmasi

0,705 g Glikoz-6-fosfat 2,5 mL steril distile su sterilizasyon 0,22 pm delik gapli filtrelerle
yapilmistir. Cozelti -20°C’de saklanmistir. S9 karisimi i¢in kullanilmstir.
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S9 karisiminin hazirlanmasi (rat karacigeri mikrozomal enzimleri + kofaktorler)

2 mL Rat karacigeri S9 fraksiyonu, 1 mL MgCI2-KCl tuz ¢ozeltisi, 250 pl 1 M Glikoz-6-
fosfat, 2 mL 0,1 M B-NADP, 25 mL 0,2 M fosfat tamponu (pH=7,4) ve 19,75 mL steril
distile suyla karistirilarak hazirlanmistir.  Karisim, her zaman asagidan yukariya dogru

taze olarak hazirland1. Igerikler siirekli buz i¢inde tutulmustur.
Ampisilin soliisyonunun hazirlanmasi (% 0,8/0,02 NaOH)

0,8 g ampisilin trihidrad ampisilin trihidrat, 0,02 N NaOH i¢inde ¢0ziiliip sterilizasyon igin
0,22 pum caph filtreden gegirilerek +4°C’de saklanmigtir. Suslarin ampisiline direnglilik

0zelliginin kontrolii ve R-faktor plazmidi tagiyan suglarin master plaklarinda kullanilmistir.
0,02 N’lik NaOH c¢ozeltisinin hazirlanmasi
0,2 g NaOH ¢ozeltisi 250 mL’ye distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Salmonella typhimirium sus kiiltiirleri ve master plaklarimin hazirlanmasi

Bir 6ze yardimi ile, -80°C’de saklanan bakteri suglarindan kazint1 alinarak TA98 ve
TA100 i¢in HBA plaklarina ¢izgi ekim yapilmis ve suslar, 37 °C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda iyi izole olmus bir koloni segilerek, 2 ml NB besiyeri
icinde siispanse edilmis ve 37 °C’de ¢alkalamali inkiibatérde 140 rpm’del6 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonu takiben, bir platin dze dolusu siv1 kiiltiir alimip HBA {izerine ¢izgi
ekim yapilarak plaklar 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Bu plaklar +4°C’de 2 ay siire ile
saklanarak pasajlar yapilmistir. Plaklar aliiminyum folyo ile sarilarak buzdolabinda

muhafaza edilmistir.
3.2.2. Bakteri genotiplerinin kontrol edilmesi

Test suslarinin orijinal mutasyonlara sahip olup olmadigini1 saptamak testin
giivenilirligi agisindan 6nem tasimaktadir. Bu nedenle yapilan bazi testlerle bakterilerin

genetik 6zellikleri kontrol edilmistir.
3.2.2.1. Histidin gereksinimi kontrolii

Her test susu, histidin operonunun degisik bolgelerinde cerceve kaymasi ya da baz
degisimleri gibi ¢esitli mutasyonlar igermektedir. Bakterilerin MGA besiyerine ekilmeleri

sonucu his- bakteriler, his+’lerden ayirt edilebilmektedir.
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Bu amagla HBA’dan gecelik kiiltiir hazirlanmig, NB’de bir gece iiretilen
bakterilerden, sabah MGA ve HB plaklarina ¢izgi ekim yapilarak 37°C’de 48-72 saat
inkiibasyona brrakilmustir. Inkiibasyon sonrast HB plaklarinda iireme gdzlenirken, MGA

plaklarinda iireme gozlenmemis ve bdylece bakterilerin his- mutasyonunu tasidigi

saptanmistir

Sekil 3.1. Histidin kontrolii.
3.2.2.2. uvrB mutasyonunun kontrolii

uvrB mutasyonu, DNA’nin kesme-onarim-tamir mekanizmasindan sorumlu uvr B
genindeki delesyon sonucu olusur. uvrB geni kesme-onarmada gorevli bir enzimi
kodladigindan, bu enzimin yoklugunda mutant susu, degisik mutajenlere kars1 daha hassas

hale gelmektedir (Yiiksel, 2005).

uvrB mutasyonunun varligi, UV 1sinlarina duyarlilik testi ile analiz edilmistir. Bu
amagla, NB’de bir gece biiyiitiilen bakteri kiiltiirlinden bir 6ze dolusu alinarak NA plaginin
tamamina paralel ekim yapilmistir. Plagin yarisi (¢izgileri kesecek sekilde) plastik bir
plaka ile kapatilip, 15 watt’lik bir UV lambasi ile 33 cm yiiksekten 8 sn 1sinlanmistir.
Isinlanmadan sonra, petri kapaklar1 kapatilip 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu
siirenin sonunda UV’ye maruz kalan bolgede lireme olmazken, plastik plaka ile kapatilan
alanda normal bir iireme gozlenmistir. Bu sonug; bakterilerin uvrB mutasyonu tasidigini

gostermistir.
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Sekil 3.2. uvrB mutasyon kontrolii.
3.2.2.3. Rfa mutasyonunun Kkontrolii

Rfa mutasyonu, hiicre ylizeyini saran lipopolisakkarit tabakasini zayiflatarak
normalde hiicre ig¢ine giremeyen biiyiik molekiillerin hiicre i¢ine girmelerini saglamaktadir

(Yiiksel, 2005).

Rfa mutasyon kontrolii i¢in; NB’de bir gece biiyiitiilen bakteri kiiltiiriinden, sabah
0,1 ml s1v1 kiiltiir alinmis ve 45°C su banyosunda tutulan 2 ml top agar iizerine ilave
edilmigtir. Daha sonra, NA plaklarina dokiilmiis, plaklara 8 isareti yapilarak dagitilmigtir.
10 dakika kadar donmas1 beklendikten sonra, plagin ortasina ¢ap1 0,5 cm olan steril filtre
kagidi diski yerlestirilip diskin ortasina % 0,1’lik kristal viyoleden 10 ul damlatilmistir.
Kagidin boyay1r emmesi beklenmis, sonra plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda disk ¢evresinde 14 mm’lik iireme olmayan zon gdzlenmistir. Bu
zonda, boya maddesi bakterilerin igine kolayca girerek bakterilerin iiremesini engelledigi

icin bakterilerin Rfa mutasyonunu tasidiklart anlagilmistir.

Sekil 3.3. Rfa mutasyon kontrolii.
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3.2.2.4. R-faktér varhgmin kontrolii

pKM101 ampisilin direnglilik geni tasiyan, hiicrede c¢ok sayida bulunan bir
plazmiddir. Bu plazmidin varligi, hiicrelerde normalde bulunan ve hata frekansi yiiksek
olan DNA onarim mekanizmasini aktif hale getirir. Sonug¢ olarak, kimyasallarin etkisiyle

veya spontan olarak mutasyonlarin artmasina neden olabilir (Yiiksel, 2005).

Test bakterilerinin igerdigi, R-faktor tasiyan pKM101 plazmidlerinin kaybolup
kaybolmadiklari, ampisiline direncliliginin Slgiilmesi ile test edilmistir. Bu amacla, NB
iginde biiyiitiilen bakteri kiiltiiriinden (% 0,8 Ampisilin / 0,02 M NaOH) ampisilin igeren
HBA plaklarina ¢izgi ekim yapilmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyonu takiben, plazmid
iceren mutant bakterilerin ampisilinli ortamda biiytidiikleri gézlenmis olup bakterilerin R-

faktor plazmidini igerdigi saptanmustir.

Sekil 3.4. R-faktor varliginin kontrolii
3.2.2.5. Spontan olarak his- durumundan his+ durumuna déniis sikhiginin kontrolii

Mutant bakteri suglarinin kendiliginden (spontan) his- durumundan his+ durumuna

dontismesi, belirli sinirlar iginde miimkiin olabilmektedir.

Hazirlanmis olan gecelik kiiltiirlerden 16 saatin sonunda, 500 pl alinarak 20 ml taze
kiltir hazirlanmigs ve 110 rpm’de c¢alkalamali inkiibatdrde inkiibe edilmistir. Bu
kiltiirlerden 5., 6. ve 7. saatlerde calisilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan top agarin igerisine 90
ml’ye 10 ml histidin/biyotin (HB) soliisyonu ilave edilmis ve tiiplere 2’ser ml olacak
sekilde dagitilmistir.

Bu test i¢in, 37°C’de, NB’da biiylitiilen bir gecelik bakteri kiiltliriinden 0,1 ml
alinmis ve 45°C’deki su banyosunda tutulan top agar iizerine ilave edilmistir. Daha sonra
test tlipli yavagca calkalanarak MGA plaklarina yayillmis ve 37°C’de 48-72 saat inkiibe

edilerek plaklarda iireyen koloniler sayilmistir. Spontan olarak geriye doniis kontroliinde
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saatli ¢alisilmis olup taze kiiltiir hazirlandiktan 5, 6 ve 7 saat sonra ayni calisma tekrar

edilmistir. Sekil 3.19°te goriildiigli gibi sayilan koloniler TA98 i¢in ortalama 32, TA100

i¢in ortalama 121 koloni olarak bulunmustur.

Sekil 3.5. Spontan olarak geriye doniis sikliginin kontrolii.

3.2.3. Sefaklor ve iki tiirevinin (sefaklor-o-vanilin ve sefaklor-o-vanilin/Ru IlI)

dozlarinin hazirlanmasi

Sefaklor ve iki tiirevinden (sefaklor-o-vanilin ve sefaklor-o-vanilin/Ru III) 6’sar
doz hazirlanmistir. Sefaklor’dan 0,1g tartilarak 1 ml DMSO iginde ¢oziilmiis, sefaklor-o-
vanilin ve sefaklor-o-vanilin/Ru IlI’den de 0,01g tartilarak 10 ml DMSO iginde
¢ozilmistiir. Boylece 10,000 ug/plak’lik konsantrasyon hazirlanmistir. Vortekslenerek bu
tipten 100 ul alinmig ve 900 pul DMSO igerisinde c¢oziilerek, 10-1 konsantrasyonu
hazirlanmistir. Uygulanacak dozlar1 belirlemek i¢in test maddelerinin 0,1, 1, 10, 100, 1000
ve 10,000 pg/plak konsantrasyonlart hazirlanmaigtir.

3.2.4. Sefaklor ve tiirevlerinin (sefaklor-o-vanilin ve sefaklor-o-vanilin/Ru IlIlI)

Sitotoksik Dozlarimin Saptanmasi

Sitotoksik doz belirlenirken, S. typhimurium TA100 susu kullanilmistir. Her dozdan
6’sar plak kullanilarak deney yapilmistir.

Test bilesiklerinin, kullanilan bakteriler i¢in O6ldiiriici dozunun saptanmasi
amaciyla; 2 ml top agara 0,1 ml bakteri kiiltiirii ve 0,1 ml degisik konsantrasyonlarda test
bilesigi ilave edilmistir. NF ve BFA ig¢in; test bilesiklerinin 0,1, 1, 10, 100, 1000 ve 10,000
pg/plak konsantrasyonlar test tiiplerine eklenmistir. Tiipteki karisim ii¢ ayr1 NA plagina
dokiilerek, plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonu takiben plaklardaki

ortalama koloni sayis1 saptanmis ve kontrol plaklar ile karsilastirilarak toksik ve toksik
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olmayan dozlar belirlenmistir. Eger plaklarda kontrol grubundan az koloni varsa toksik,
kontrol grubundan c¢ok koloni varsa ya da esitse toksik degil seklinde degerlendirme
yapilmistir. Buna gore; deneylerde, toksik olmayan 0,1 (10-5), 1 (10-4), 10 (10-3) ve 100
(10-2) pg/plak dozlar1 kullanilmastir.

3.2.5. Ames Testi

Bu ¢alismada; sefaklor ve iki tiirevinin (sefaklor-o-vanilin ve sefaklor-o-vanilin/Ru
[11), S. typhimurium’un TA98 ve TA100 mutant suslar1 kullanilarak S9’lu ve S9’suz olarak
yapilan deneylerle mutajenik aktivitesi aragtirilmistir. Deneyler her bir dozdan iiger plak

kullanilarak yapilmistir (Maron ve Ames, 1983).
3.2.5.1. Metabolik aktivasyonsuz (-S9) deney

1. Iglerine 0,25 ml histidin biyotin ¢ozeltisi ilave edilmis 2 ml’lik top agar iceren deney

tiipleri, 50 °C’lik su banyosunda 1sitilmigtir.
2. Tiiplere 0,1 ml test maddesi ve 0,1 ml taze bakteri kiiltiirii (5 saatlik) eklenmistir.

3. Tipler c¢alkalanarak 37 °C’ye 1sitilmig, MGA plaklarina dokiilmiis ve plaklara hizla 8

isareti yaptirilarak top agarin plak tizerine homojen dagilmasi saglanmistir.

4. 15 dakika donmas1 beklendikten sonra, plaklar ters cevrilerek 37 °C’lik etiivde 48-72

saat inkiibasyona birakilmistir.
5. Inkiibasyonu takiben petrilerdeki koloniler sayilmistir.

Calismada, iki bagimsiz deney yapilmistir. Sonuglarin degerlendirilebilmesi igin
deneylere paralel olarak spontan kontrol, solvent kontrol (DMSO) ve pozitif (diagnostik)
kontrol olarak TA 100 susu i¢in 0,1 ug/ul sodyum azid (NaN3), TA 98 susu icin ise 0,02
pg/ul 4-nitroofenilendiamine (NPD) kullanilmistir.

3.2.5.2. Metabolik aktivasyonlu (S9+) deney

1. 0,25 ml histidin biyotin soliisyonu eklenmis 50 °C’deki 2 ml’lik top agara, test susu
kiiltiiriinden 0,1 ml, test edilecek kimyasaldan 0,1 ml ve S9 karisimindan 0,5 ml eklenip
diisiik hizda 3 saniye vortekslenerek oda sicakligindaki MGA plaklarina yayilmistir.
Top agarin plagin biitiin yilizeyine donmadan yayilmasini saglamak i¢in karistirma,

dokme ve yayma isleminin tiimii, 20 saniyeden az bir siirede yapilmistir.
2. Plaklar 37 °C’de 48-72 saat inkiibe edilmistir.
3. Bu siire sonunda plaklardaki his+ revertant bakteri kolonileri sayilmistir.
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Deneylerde, her susun geri donme Ozgiilliiklerini ve S9 karigiminin etkisini
dogrulamak i¢in pozitif mutajen olarak, TA 100 susu icin; 0,1 pg/pl sodyum azid, TA 98
susu i¢in 2 pg/ul 2-aminofluorene (2AF) kullanilmustir. Bakteriyi, S9 Kkarigimmi ve
kullanilan ¢6ziicliyli iceren fakat test edilen kimyasali igermeyen negatif kontrol plaklari,
her sus i¢in kendiliginden geriye donen bakteri sayisinin saptanmasinda kullanilmigtir.

Deney her doz i¢in 3 ayr1 plak uygulanarak yapilmistir.
3.2.6. Istatistiksel Analiz

Sonuglar, SPSS paket programi (17.0) kullanilarak istatistiksel olarak analiz
edilmistir. Deney ve kontrol gruplarina ait veriler, Dunnett-t testi ile karsilastirilmistir.

Onemlilik diizeyi 0,05 olarak almmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada; Sefaklor ve iki tiirevinin (sefaklor-o-vanilin ve sefaklor-o-vanilin/Ru
III) olasi mutajenik etkileri, Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslari
kullanilarak arastirtlmistir. Her iki sus da karaciger mikrozom enzimleri igeren metabolik
aktivasyon sisteminin varliginda ve yoklugunda 160, 80, 40 ve 20 pg/ml sefaklor, sefaklor-
o-vanilin ve sefaklor-o-vanilin/Ru III konsantrasyonlari ile 48 saat muamele edilmistir.
Sefaklor ve tiirevlerinin TA98 ve TA100 suslarinda meydana getirdikleri mutajenik etkiler
degerlendirilerek Dunnett-t testi ile istatiksel olarak analiz edilmis ve elde edilen sonuglar

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Calisma sonucunda sefaklor’un gerek metabolik aktivasyon sistemi varliginda (S9
miks) gerekse bulunmadigi ortamda (-S9 miks), hem TA98 hem de TA100 suslari igin
revertant koloni sayisini; kontrol ve ¢oziicii kontrole gore degistirmemistir. Bu durumda
sefaklor maddesinin Salmonella typhimurium’da nokta ve ¢ergeve kaymasi mutasyonunu

indiikklemedigini gostermektedir (Cizelge 4.1).

Yeni sentez maddesi olan sefaklor-o-vanilin; hem TA98 hem de TA100 suslari igin,
karaciger mikrozom fraksiyonu bulunan (S9 miks) ve bulunmayan (-S miks) ortamlarda,
gerek kontrol gerekse ¢ozilicii kontrol ile mukayese edildiginde, revertant koloni sayisinda
herhangi bir artisa neden olmamistir. Bu durum gerek sefaklor-o-vanilin gerekse
metabolitlerinin  Salmonella typhimurium suslarinda herhangi bir mutajenik etki

yapmadigimi gostermektedir (Cizelge 4.1).

Sefaklor’un bir diger yeni sentez maddesi olan sefaklor-o-vanilin/Ru Ill, TA98 ve
TA100 suslar i¢in karaciger mikrozom fraksiyonu bulunan (S9 miks) ve bulunmayan (-S
miks) ortamlarda, gerek kontrol gerekse ¢oziicii kontrol ile mukayese edildiginde, revertant
koloni sayisinda herhangi bir artisa neden olmamis ve ayni zamanda cergeve kaymasi
mutasyonunu indiiklememistir. Bu durum gerek sefaklor-o-vanilin/Ru 11l gerekse
metabolitlerinin  Salmonella typhimurium suslarinda herhangi bir mutajenik etki

yapmadigini gostermektedir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Sefaklor ve iki tiirevi (sefaklor-o-vanilin ve sefaklor-o-vanilin/Ru 1) ile S9
miks varliginda ve yoklugunda muamele edilen Salmonella typhimurium’un TA98 ve

TA100 suslarindan elde edilen veriler.

TA98 TA100
Dozlar S9- So+ S9- S9+
ug/mi
Kontrol 28,33+7,57 24,33+13,65 169,00+75,34 | 179,00+50,00
DMSO 21,3315,13 22,66+4,72 148,00+16,64 | 152,00+38,00
(CK)
4-NPD 200 6926,66+625,16
(PK)
2AF (PK) 20 1122,00+339.00
SA (PK) 1 2750,33+593,82 | 554,00+89,01
Sefaklor 160 28,00+2,64 c** | 176,33+129,93 | 150,00+11,78 188,33+4,04
C* C** C**
80 20,66+3,21 c** | 37,66+19,08 ¢c* | 162,00+13,52 | 174,33456,19
C** C**
40 18,33+5,13 ¢** | 25,66+4,16 c* | 190,33+21,07 137,00+9,53
C** C**
20 16,00+3,00 c** | 32,33+2,88 c* | 150,00+53,11 | 152,66+36,08
C** C**
Sefaklor- 160 16,66+1,15 c** | 44,66+16,16 c* | 172,00+31,60 | 135,66+74,44
o-vanilin c* c*
80 13,66+1,52 c** | 65,33+19,75 c* | 203,66+12,34 | 174,66+40,15
c* c*
40 15,3345,13 ¢c** | 69,33+29,36 c* | 182,66+23,86 | 100,00+16,82
c* c*
20 17,00+4,58 c** | 39,66+6,80 c* | 170,00+34,77 | 137,66+15,14
c* c*
Sefaklor- 160 22,6617,63 c* | 29,00+13,22 c* | 143,33+58,15 | 184,00+26,62
0- c* c*
vanilin/Ru
1
80 27.66+3.21 ¢c* | 44.33+7.57 ¢* | 150.33+21.00 | 195.00+41.61
c* c*
40 41.00+31.43 c* | 23.00+3.00 c* | 188.66+57.50 | 154.66+20.50
c* c*
20 23.33+4.93 c* | 28.66+6.02 ¢* | 178.00+21.00 | 130.66%+14.43
c* c*

*: P<0.05, **: P<0.01, 3: ***<0.001
a: Kontrol ile aradaki fark 6nemli

b: Coziicti kontrol ile aradaki fark 6nemli
c¢: Pozitif kontrol ile aradaki fark 6nemli

42




Antibiyotikler tim diinyada en c¢ok kullanilan ilaglar arasinda ilk siralarda yer
almaktadir. Antibiyotiklerin kesfedilmesi ve tip alaninda kullanilmaya baglanmasi ile
birlikte oliimciil sonuglar dogurabilecek bir¢ok hastaligin tedavisi miimkiin olmustur.
Yirminci yiizyilin ortalarinda klinik uygulamaya sokulan ilk antibiyotik olan penisilinden
sonra gerek yapi gerekse etkinlik acisindan farkli bir¢ok antibiyotik kesfedilmis veya
sentetik olarak elde edilmistir. Giiniimiizde antibiyotikler, 6zellikle insan ve hayvan
hastaliklarinin tedavisi, gida sektoriinde besinlerin korunmasi, balik gibi sucul canlilarin
saglig1 ve gelisimi ve hastanelerde ve ila¢ endiistrisinde bilimsel arastirma faaliyetleri igin
yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Bir¢ok faydasina karsin, diger tiim ilaclarda oldugu
gibi antibiyotiklerin de istenmeyen ¢esitli yan etkileri bulunmaktadir. Bu yan etkiler basit
etkilerden hayati tehdit edebilen ciddi etkilere kadar degisebilmektedir (Yalap ve
Balcioglu, 2008; Oncii, 2013, Topal ve ark., 2015).

Antibiyotik  kalintilari, evler, hastaneler, saglik ocaklart (tibbi tedavi,
kullanilmayan ilaglarin uzaklastirilmasi), kiimes ve ¢iftlik hayvanlarin1 besleme islemleri
(biiytime artiricilar) ve ilag¢ fabrikalarimin atiksularindan kanaklanmaktadir. Antibiyotik
kalintilar1 alic1 ortamlarda ¢evresel sorunlar1 beraberinde getirmektedir ve ¢evreyi olumsuz
yonde etkilemektedir. Ila¢ aktif maddelerinin cevreye girisi cesitli yollarla olmaktadur.
Insanlar ve hayvanlardan baslayan bu c¢evrimde ilag aktif maddeleri atiksulara, topraga,
yeraltisularma ve yeterli aritim yapilmadigr takdirde igme sularina kadar ulasir. Alici
ortamda antibiyotik kalintilarinin diisiik konsantrasyonlari mikroorganizma direncinin
artmasina, yiiksek konsantrasyonlarda ise ¢esitli canlilarda toksik etkilere neden
olabilmektedir (Topal ve ark., 2012).

Antibiyotiklerin Penisilin gurubundan olan sefalosporinler iist solunum yollari
enfeksiyonlarimin, deri enfeksiyonlarinin (yilancik, impetigo, apse ve benzeri), idrar yolu
enfeksiyonu, safra enfeksiyonu, menenjit hastaligi, septisemi, endokardit (kalp i¢ zar1
irini), otit, siniizit ve gonore tedavisinde kullanilir ve ayrica ameliyat sonrasi olusabilecek
enfeksiyonlar1 dnlemeye de faydalidirlar. Sefaklor ikinci kusak sefalosporin bir antibiyotik
olmasina karsin birinci kusak sefalosporinlere benzeyen bir spektruma sahiptir.
Sefalosporinlerin ~ bakterisit  etkisi  hiicre  duvar1  sentezinin  inhibisyonundan

kaynaklanmaktadir (Oncii, 2013).

Sefaklorun yan etkileri, ishal, bulanti, kusma, karin agrisi anoreksi, kabizlik,
dispepsi, siskinlik, gastrit, psodomembrandz kolit, anafilaktik reaksiyonlar (nadir),

karaciger enzimlerinde yiikselis, toksik nefropati, eozinofili, 16kopeni, trombositoz, gecici
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trombositopeni (nadir), gecici lenfositoz, hemolitik anemi, geri doniisiimlii nétropeni,
genital prurit ve vajinit, rinit, farenjit ve astim, akciger bozuklugu, solunum bozuklugu,
tersinir hiperaktivite, ajitasyon, sinirlilik, uykusuzluk, konfiizyon, hipertoni, bas donmesi,
haliisinasyonlar ve uyku halidir. Ancak yapilan ¢esitli ¢alismalar, genotoksik aktivitenin
antibiyotiklerin olas1 yan etkilerinden birisi olabilecegini ortaya koymustur (Synder ve
Champness, 2007; Brambilla ve Martelli, 2009; Brambilla ve ark., 2012).

Sefaklorun olas1 genotoksik etkisi ile ilgili olarak yapilan ¢alismalardan birisinde,
Donya (2002), sefalosporin grubu antibiyoklerinden olan sefadroksil ve sefaklorun fare
spermatositlerinde kromozomal anormalliklerini indiikkleme potansiyellerini arastirmistir.
Her iki sefalosporinin de, univalentler (X-Y) ve otozomal univalentler dahil olmak tizere
yapisal kromozomal anormallikleri indiikledigini gézlemistir. Arastirmaci, sefadroksil ve
sefaklorun, yliksek ve tekrarlanan dozlar seklinde kullanildiginda, fare spermatositleri
tizerinde onemli sitogenetik etkileri oldugunu ve sperm bas yapisin1 da belirgin sekilde
olumsuz etkiledigini bildirmistir. ~ Hanasono ve arkadaslar1 (1979) ise; agiz yoluyla bir
kez veya tekrarlayan dozlar halinde verilen sefaklorun laboratuvar hayvanlarinda (fare,
sican, kopek ve maymun) toksik etkilerini incelemislerdir. Arastirmacilar, bu c¢aligma
sonuglara gore, sefaklorun test edilen tiirlerde diisiik toksik potansiyele sahip oldugunu

bildirmiglerdir.

Sefaklor, sefaklor-o-vanilin ve sefaklor-o-vanilin/Rulll maddelerinin olas1
mutajenik etkilerinin arastirildigt bu c¢alismada; gerek sefaklor ve yeni sentezlenen
(sefaklor-o-vanilin ve sefaklor-o-vanilin/Rulll) maddelerinin gerekse metabolitlerinin
Salmonella typhimurium 'un TA98 ve TA100 suslar1 i¢in mutajenik olmadig1 saptanmistir.
Bu caligmadan elde edilen sonuglar, Donya (2002) tarafindan yapilan ¢alisma sonuglari ile
uyumlu degildir. Sefaklorun ve sefaklor kombinasyonu olan maddelerin genotoksik etkisi
hakkinda daha kesin bir karara varabilmek i¢in ilave testlerin yapilmasinin uygun olacag:

diisiincesindeyiz.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada; Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Kimya Bolimi’nde Golcii ve ark. (2016) tarafindan Sefaklor antibiyotiginden
sentezlenmis olan sefaklor-o-vanillin ve sefaklor-o-vanillin/Ru 11l bilesenlerinin ve ayrica
sefaklorun Ames/Salmonella test sistemi ile mutajenik etkisi arastirilmigtir. Sefaklor ve iki
tirevinin, Salmonella typhimurium’un TA98 ve TA100 suslart lizerindeki mutajenik
etkilerinin degerlendirilmesiyle elde edilen sonuglar, Dunnett-t testi ile istatistiksel olarak

analiz edilmistir.

Calismanin sonucunda, Sefaklor ve iki tiirevinin (sefaklor-o-vanilin ve sefaklor-o-
vanilin/Ru 1l1) ortamdaki karaciger mikrozomal fraksiyonunun varliginda ve yoklugunda
TA98 ve TA100 suslari i¢in mutajenik etki gostermedigi belirlenmistir. Bununla birlikte
farkl: test sistemleri ile ilave analizlerin yapilmasi net bir sonuca varabilmek i¢in 6nem arz

etmektedir.

Birgok hastaligin tedavisinde onemli bir yere sahip olan antibiyotikler, mikroplari
oldiiriirken viicutta gesitli dokulara da etki etmekte ve yan etkilere neden olmaktadir. ideal
antibiyotik kullanimi i¢in; dogru tanmi1 sonrast dogru verilen antibiyotik; en uygun yoldan,
etkin dozda, optimum araliklarla alinmalidir. Fazla ve lizumsuz yere alinmalar1 birgok
mikroorganizmada antibiyotik direncinin gelismesine yol agmaktadir. Uygun olmayan
saklama kosullarinda ilaglarin kimyasal yapilarinda bozulma olabilecegi, etkisini
kaybedebilecegi, istenmeyen etkilerin ortaya c¢ikabilecegi veya zehirlenmelerin
olusabilecegi unutulmamali ve ilaglar kullanma talimatinda belirtilen sekilde
saklanmalidir. Tlag; hekimin 6nerisi disinda; ¢ignenerek, kirilarak, béliinerek veya suda
coziilerek kullanilmamalidir. Doktor tarafindan Onerilen siire boyunca alinmali, doz
atlamamali, ila¢ kullanimi yarida kesilmemeli, doz degisikligine gidilmemelidir. Son

kullanma tarihi ge¢mis olan ilaclar kesinlikle kullanilmamalidir.
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