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OZET

Cesitli klinik 6rneklerden izole edilmis 33'ii birinci sira ilaglara duyarls, 7'si birden fazla antimikobak-
teriyel ilaca direngli toplam 40 Mycobacterium tuberculosis izolatinin amoksisilin-klavulanik aside
kars1 in vitro duyarlihigi E-test yontemiyle aragtirildi. Amoksisilin-klavulanik asit kombinasyonunun
duyarli kokenlere karst MIKs, ve MIKy, degerleri sirasiyla 8 mg/ml ve 96 mg/ml olarak saptandi.
Cogul ilag direngli tiiberkiiloz (CID-tb) izolatlarinda ise bu degerler sirasiyla 48 mg/ml ve 256 mg/ml
bulundu. Caligmamiz sonuglarina gore amosisilin-klavulanik asit kombinasyonunun 6zellikle duyarli
kokenlere karsi etkin bir bakterisid aktivite gosterdigi saptandi.

Anahtar sozciikler: Mycobacterium tuberculosis, amoksisilin-klavulanik asit, E-test
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ABSTRACT
Investigation of Susceptibility in Mycobacterium tuberculosis Isolates to Amoxy-
cillin-Clavulanate by Using E-Test

In vitro susceptibility of 40 Mycobacterium tuberculosis isolates to amoxycillin-clavulanate, which
were isolated from various clinical specimens and 33 of which were susceptible to first line-drugs and
7 of resistant to more than one antimycobacterial agents were investigated by using E-test. It was de-
terminated that MICs, and MIC, values of amoxycillin-clavulanate for susceptible strains were 8
mg/ml and 96 mg/ml, respectively. These values in multiple-drug resistant M. tuberculosis isolates
were found as 48 mg/ml and 256 mg/ml, respectively. According to the results of our study, amoxy-
cillin-clavulanate combination has effective antimycobacterial activity especially against the suscep-
tible strains.
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GIRIS

Tiiberkiiloz, iilkemizde ve gelismekte olan birgok iilkede
onemi her gecen giin artan bir saglik sorunudur. Gelismis
bircok iilkede 6zellikle de Human Immunodeficiency Vi-
rus (HIV)/Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS)
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olgularindaki artisla birlikte tiiberkiilozda da hizl bir ¢ikis
saptanmistir [1]. Tiberkiilozun yeniden artisinda HIV/
AIDS infeksiyonunun yan sira, CID-tb (¢oklu ilag direng-
li) olgular da 6nemli rol oynamistir [2].

Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilabilen ila¢ sayisinin az-
1181, bu ilaglarin kombinasyonlar seklinde uygulanma zo-
runlulugu ve yan etkilerinin fazla olmasi hastalarin tedavi-
ye uyumsuzluguna neden olmaktadir [3]. CID-tb ile infek-
te hastalardaki tedavi sorunlari, kullanimi kolay, yan etki-
leri ve toksisitesi az olan yeni ilaglara gereksinim dogur-
mugtur.
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Tim bunlar degerlendirildigi zaman, kullanim1 ve ula-
sabilirlikleri kolay, yan etkileri ve toksisitesi az olan beta-
laktam grubu antibiyotiklerin bu sorunun ¢6ziimiinde se-
cenek olabilecegi bildirilmistir [4].

Ancak, diger bir¢ok bakteri tiiriinde oldugu gibi, Myco-
bacterium tuberculosis kokenleri de beta-laktamaz enzimi
iiretmekte ve bu enzimler sayesinde beta-laktam grubu an-
tibiyotiklere diren¢ gostermektedirler [5]. Bu nedenle, be-
ta-laktam grubu antibiyotiklerin bir beta-laktamaz inhibi-
tori ile kombine edilmesine gereksinim vardir [4]. Yapilan
calismalarda, amoksisilin-klavulanik asit kombinasyonu-
nun M. tuberculosis kokenlerine bakterisidal etki gosterdi-
&i ve tedavide secenek olabilecegi bildirilmistir [4,6].

Mycobacterium tiirlerinin ¢esitli ilaglara kars1 in vitro
duyarhiliklarinin aragtirilmasinda, mutlak konsantrasyon,
direng-oran ve proporsiyon yontemi gibi bir¢ok yontem
kullanmilmaktadir [7]. Son yillarda bu amag i¢in E-testinin
(Epsilometer) de giivenle kullanilabilecegi bir¢ok arasti-
rmaci tarafindan bildirilmektedir [8,9,10].

Bu caligmada, bir beta-laktamaz inhibitorii olan klavu-
lanik asit ile amoksisilin kombinasyonunun M. tuberculo-
sis izolatlarina kars1 etkinliginin in vitro olarak arastiril-
mas1 amag¢lanmstir.

GEREC VE YONTEM

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji
Laboratuvari’na Ocak 1999-Nisan 2000 yillarinda bagvu-
ran hastalarin ¢esitli klinik drneklerinden, cogunlukla so-
lunum sisteminden izole edilen ve birinci sira ilaglara di-
rengliligi standart agar proporsiyon yontemiyle belirlen-
mis 40 M. tuberculosis izolati, rastgele yontemle segilerek
calismada kullanilmasgtir.

Kokenlerin 1zolasyon ve Identifikasyonu: M. tuberculosis
kokenleri, Lowenstein Jensen besiyerindeki ilk izolasyon-

larindan sonra, standart biyokimyasal yontemler kullanila-
rak tanimlandi. Kalite kontrol kékeni (standart kdken) ola-
rak tiim ilaglara duyarli oldugu bilinen M. tuberculosis
ATCC 27294 kullanildi.

Duyarlilik Testi: Amoksisilin-klavulanik asidin E-test ge-
ritleri (0.016-256 pg/ml) AB BIODISK'ten saglanip, kulla-
nilincaya kadar -20°C'de saklandi. Lowenstein-Jensen be-
siyerinden alinan koloniler steril distile suda McFarland
No: 3 olacak sekilde homojenize edildikten sonra, %10
OADC iceren Middlebrook 7H10 besiyerine inokiilasyon
yapildi. 37°C'de 24 saat bekletildikten sonra, oda 1sisina
getirilen E-test seritleri plaklara yerlestirildi. Plaklar,
37°C'de inhibisyon zonu olusuncaya kadar (5-10 giin) in-
kiibe edildi. Inhibisyon zonunun antibiyotik seridini kesti-
&i noktadaki konsantrasyon minimum inhibitdr konsant-
rasyon (MIK) olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Calismaya alinan M. tuberculosis kokenlerinin 33 tanesi
birinci sira ilaglara duyarli iken, 1 tanesi streptomisine, 1
tanesi izoniazid ve rifampisine, 5 tanesi ise izoniazid,
streptomisin, rifampisin ve etambutole direncliydi.
Kokenlerin 6 tanesi ¢oklu ilag direnci gostermekteydi. E-
test duyarlilik yonteminin uygulandigit M. tuberculosis
kokenlerinde, 5 giin sonra rahatlikla degerlendirilebilecek
inhibisyon zonlar1 gozlendi. Amoksisilin-klavulanik asi-
din birinci sira ilaglara duyarli ve direncli M. tuberculosis
kokenlerinde MIK dagilimi Tablo 1'de gosterilmistir.
Kokenlerin %90’1m1 inhibe eden amoksisilin-klavulanik
asit konsantrasyonu MiKy,, %50’sini inhibe eden antibi-
yotik konsantrasyonu ise MIiKs, olarak degerlendirildi.
Buna gore, birinci sira antimikobakteriyel ilaglara duyarli
33 kokenin 32'sinde amoksisilin-klavulanik asidin MIK
degeri (MiKy,) (196 mg/ml, 18'inde ise (MiKsy) 8 mg/ml
olarak saptandr (Tablo 2). CID-tb kokenlerin 3'ii (%50)

Tablo 1. M. tuberculosis kokenlerine karst amoksisilin-klavulanik asidin MiK'lerinin dagilimi

Kokenler MIK degerleri

<0.06 0.12 025 05 1.0 40 80 16 32 48 64 96 128  [1256
Duyarli kokenler
(n=33) 4 7 1 1 3 2 2 3 2 5 1
Direngli kokenler
(n=7) 1 1 1 1 3
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Tablo 2. Duyarli kokenlere kargit amoksisilin-
klavulanik asidin MIK degerleri

MIK (ug/ml)
Duyarh kokenler(n=33)
Antibiyotik MIK 552 MiKg,P
Amoksisilin-klavulanik asit 8 96

4 MiKs,, kokenlerin %50'sini inhibe eden MIK degeri
b MIK, kékenlerin %90'1n1 inhibe eden MIK degeri

amoksisilin-klavulanik asidin 48 mg/ml'lik konsantras-

Tablo 3. Coklu ilaca direngli M. tuberculosis
kokenlerinde amoksisilin-klavulanik asidin MiK degerleri

MIK (ug/ml)
CID¢ kékenler (n=6)
Antibiyotik MIK 5,2 MiKgoP
Amoksisilin-klavulanik asit 48 [1256

i MIKj,, kékenlerin %50'sini inhibe eden MIK degeri
MIKS,, kKokenterin %90'mt inhibe eden MIK degert
€ Coklu ilaca direngli

yonlarina duyarl iken, diger 3 koken antibiyotigin [1256
mg/ml konsantrasyonlarina direncli bulundu (Tablo 3).

TARTISMA

Tiiberkiiloz icin kullanima ilk giren ila¢ olan streptomisin,
onceleri monoterapi olarak kullanilmis; ancak, kisa siirede
bu ilaca direncli mikroorganizmalar ortaya ¢ikmistir. Daha
sonra streptomisin (SM), izoniazid (INH) ve paraminosa-
lisilik asit (PAS) kombinasyonu ile hemen hemen tiim has-
talar iyilesmistir. Ilaglarin bu basaris: iizerine tiiberkiiloz
hastalari, hastane digsinda da tedavi edilmeye baglanmaistir.
Hastane dis1 tedavilerle birlikte hastalarin tedavi uyumsuz-
luk sorunu ortaya ¢ikmis ve bunun sonucunda direncli ba-
sillerle karsilasilmaya baglanmigtir [10,11]. Bu nedenle
Mycobacterium izolatlarinin hizli identifikasyonu ve hizli
duyarlilik yontemlerinin kullanilmas1 CID-tb kikenlerinin
yayilmasinin 6nlenmesi ve tedavi secenekleri acisindan
kritik hale gelmistir [12,13].

Tiiberkiiloz insidansinin ve antimikobakteriyel ilaclara
direncin artmasi nedeniyle, bu sorunu ¢ozebilecek yeni
ilaglara gereksinim duyulmaktadir [4]. Arastirmacilar ta-
rafindan, beta-laktam grubu antibiyotiklerin, tiiberkiiloz
tedavisinde alternatif olarak kullanilabilirligi konusunda
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bircok caligma yapilmistir [4,14]. Ancak, M. tuberculosis
kokenlerinin beta-laktamaz enzimi iiretmeleri ve bu en-
zimleri araciligiyla beta-laktam grubu antibiyotikleri
inaktive etmeleri yeni bir sorunu da beraberinde getirmis-
tir [15]. M. tuberculosis'in beta-laktamaz enzimleri ince-
lendiginde, Bush siniflamasina gore Sinif 2b grubunda yer
aldig1 ve klavulanik asitle inhibe oldugu belirlenmistir
[5,16].

Son yillarda yapilan calismalar, M. tuberculosis koken-
lerinin antibiyotiklere duyarliliklarinin saptanmasinda E-
testinin alternatif bir yontem olarak kullanilabilecegini
gostermektedir [8,17].

Calismamizda, M. tuberculosis izolatlarinin amoksisi-
lin-klavulanik aside karsi diren¢ durumlarinin belirlenme-
sinde E-testinin tercih edilmesi, bu yontemin digerlerine
gore daha hizli sonug vermesi ve basit ve kolay uygulana-
bilir olmasindan kaynaklanmaktadir [9,10,17].

M. tuberculosis kokenleri iizerinde beta-laktam grubu
antibiyotiklerin etkinliginin incelendigi arastirmalarda,
amoksisilin, karbenisilin, seforanid, sefamandol, sefapirin,
sefotaksim, seftriakson ve aztreonam gibi antibiyotiklerin
etkin olmadigi; ancak, bu antibiyotiklerin sulbaktam veya
klavulanik asit gibi beta-laktamaz inhibitorleri ile kombi-
ne edildiginde etkinliklerinin arttigi gozlenmistir
[4,14,18].

Segura ve arkadaslari amoksisilin-klavulanik asidin et-
kinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, birinci sira anti-tii-
berkiiloz ilaglara duyarl 24 kokene kars1 bu antibiyotigin
MIKj, degerini 16 mg/ml, CID-tb 9 kdkende ise MiKy,
degerini 32 mg/ml olarak saptamiglardir [4].

Otuz CID-tb kokeninin amoksisilin-klavulanik asit
kombinasyonuna kargi duyarlilifinin incelendigi benzer
bir ¢alismada ise amoksisilin-klavulanik asidin MiKy, de-
geri 2 mg/ml olarak bildirilmistir [18].

Antimikrobik kombinasyonlarnin duyarli ve CID-tb
kokenlerine kargi in vitro etkinliklerini arastiran Berg-
mann ve arkadaglari, rifabutin ile amoksisilin-klavulanat
kombinasyonunun bu kokenlere kars: sinerjik etki goster-
digini ortaya koymuslardir [19].

Caligmamizda, amoksisilin-klavulanik asidin, birinci
sira ilaclara duyarli M. tuberculosis izolatlarinin %55'ine
kars1 etkili oldugu saptanmistir. Duyarli kokenlerde amok-
sisilin-klavulanik asidin etkinligi literatiirle uyumluluk
gostermektedir. Ancak, CID-tb kokenlerinde amoksisilin-
klavulanik asidin yiiksek konsantrasyonlarda (MiKs,=48
mg/ml, MiKy, (1256 mg/ml) etkin oldugu gozlenmistir. Bu
farkliligin temelinde iilkemizdeki CID-tb kokenlerinin
amoksisilin-klavulanik aside direng¢ gostermesinin rol oy-
nadigini ve bunun yani sira ¢alismada kullanilan izolat sa-
yisinin artirilmast gerektigini diistinmekteyiz.
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M. tuberculosis kokenlerinin in vitro antibiyotik duyar-

Iiliklarinin belirlenmesinde, kolay uygulanabilir olmas1 ve
hizli sonu¢ vermesinden dolay1 E-test yonteminin uygun
olacagi ve amoksisilin-klavulanik asidin 6zellikle birinci
sira ilaclara duyarl kokenlere kars: etkin oldugu sonucuna
varilmaistir.

KAYNAKLAR

1.

Cohn DL, Bustreo F, Raviglioni MC. Drug-resistant tuberculosis: Re-
view of the worldvide situtation and the WHO/IUATLD global surve-
illance project. Clin Infect Dis 1997; 24 (suppl 1): 121-30.

Mendez AP, Raviglione MC, Laszlo A, et al. Global surveillance for
antituberculosis-drug resistance, 1994-1997. N Eng J Med 1998; 338:
1641-9.

Cimrin AH. Tiiberkiiloz tedavisinde gelismeler. ANKEM Derg 1994;
8:217-23.

Segura C, Salvado M, Collado I, et al. Contribution of b-lactamases to
b-lactam susceptibilities of susceptible and multidrug-resistant Myco-
bacterium tuberculosis clinical isolates. Antimicrob Agents Chemother
1998; 42:1524-6.

Bush K, Jacoby GA, Medeiros AA. A functional classificaion scheme
for b-lactamases and its correlation with molecular structure. Antimic-
rob Agents Chemother 1995; 39: 1211-33.

Chambers HF, Kocagoz T, Sipit T, et al. Activity of amoxicillin/clavu-
lanate in patients with tuberculosis. Clin Infect Dis 1998; 26: 874-7.
Akcal1 S. Manisa bolgesinden soyutlanan Mycobacterium tuberculosis
izolatlarinin birinci kugak antitiiberkiiloz ilaglara in vitro duyarlilikla-
r1. Uzmanlik Tezi. S.41, 2000, Manisa.

Wanger A, Mills K. E-test for susceptibility testing of Mycobacterium

TORAKS DERGISI « CILT 1, SAYI 2 « AGUSTOS 2000

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

tuberculosis and Mycobacterium avium-intracellulare. Diagn. Micro-
biol Infect Dis 1994; 19: 179-81.

Hoffner SE, Klintz L, Olsson-Liljequist B, Bolmstrom A. Evaluation
of Etest for rapid susceptibility testing of Mycobacterium chelonae
and M. fortuitum. J Clin Microbiol 1994; 32: 1846-9.

Biehle JR, Cavalieri SJ, Saubolle MA, Getsinger LJ. Evaluation of
Etest for susceptibility testing of rapidly growing Mycobacteria. J Clin
Microbiol 1995; 33: 1760-4.

AkcanY, Tuncer S, Unal S. Coklu ilaca direngli tiiberkiiloz. flag ve Te-
davi Dergisi 1997; 10; 25-29.

Pfaller MA. Applications of new technology to the detection, identifi-
cation, and antimicrobial susceptibility testing of Mycobacteria. Am J
Clin Pathol 1994; 101:329-37.

Salfinger M, Pfyffer GE. The new diagnostic mycobacteriology labo-
ratory. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1994; 13: 961-79.

Chen CH, Yang MH, Lin JS, et al. The in vitro activity of beta-lacta-
mase inhibitors in combination with cephalosporins against M.tuber-
culosis. Proc Natl Sci Counc Repub China B 1995; 19: 80-4.

Neu HC. Contribution of beta-lactamases to bacterial resistance and
mechanism to inhibit beta-lactamases. Am J Med 1985 (suppl 5B): 2.
Hackbarth CJ, Unsal I, Chamber HF. Cloning and sequence analysis of
a class A beta-lactamase from Mycobacterium tuberculosis H37Ra.
Antimicrob Agents Chemother 1997; 41: 1182-5.

Wanger A, Mills K. Testing of Mycobacterium tuberculosis suscepti-
bility to ethambutol, isoniazid, rifampin, and streptomycin by using
Etest. J Clin Microbiol 1996; 34: 1672-6.

Abate G, Miorner H. Susceptibility of multidrug-resistant strains of
Mycobacterium tuberculosis to amoxicillin in combination with clavu-
lanic acid and ethambutol. J Antimicrob Chemother 1998; 42: 735-40.
Bergmann JS, Woods GL. In vitro activity of antimicrobial combinati-
ons against clinical isolates of susceptible and resistant Mycobacteri-
um tuberculosis. Int J Tuberc Lung Dis 1998; 2: 621-6.

31



