
176

Makrolitlerin Nötrofil Granülositleri ‹çindeki
Staphylococcus aureus’un Hücre ‹çinde Öldürülmesi
Üzerine Etkisi

Tanju KADIR (*), Adile ÇEV‹KBAfi (**)

ÖZET

Bu çal›flmada eritromisin, azitromisin ve klaritromisin’in
plazmada eriflebildikleri konsantrasyonlar›nda (0.25, 1, 2
ve 20μg/ml) sa¤l›kl› insan nötrofil granülositlerinin
Staphylococcus aureus’a karfl› hücre içi öldürme aktivitesi
incelenmifltir. nötrofillein hücre içi öldürme aktivitesi
deneyde kullan›lan antibiyotik konsantrasyonlar› ile
muamele edildikten 4 saat sonra ölçülmüfltür. hüocre içi
öldürme, azitromisin ile tüm konsantrasyonlarda,
eritromisin ve klaritromisin ile yaln›z 20μg/ml
konsantrasyonda kontrola göre anlaml› olarak (p<0.05)
artt›¤› saptanm›flt›r. Antibiyotiklerin, öldürme endeksini
20μg/ml konsantrasyonda artt›rmas› anlaml› olarak
(p<0.05) bulunmufltur.

Anahtar Kelimeler: Eritromisin, azitromisin,
klaritromisin, nötrofil, hücre içi öldürme

SUMMARY

The Effect of Macrolides on Intracellular Killing of
Staphylococcus aureus In Neutrophil Granulocytes

In this study the in vitro effect of erithromycin,
azithromycin and clarithromycin on the intracellular
killing of S.aureus in human neutrophil granulocytes was
invistigated Each drug was tested in concentrations of
0.25, 1, 2, and 20μg/ml and intracellular killing was
measured for up to 4 h of incubation. Azithromycin
increased significantlly (p<0.05) the intracellular killing
in all concentrations, however erithromycin and
clarithromycin increased the intracellular killing only in
concentration of 20μg/ml. All 3 antibiotics increased the
killing significantlly (p<0.05) in concentration of 20μg/ml
relative to the control without antibotics.

Key words: erithromycin, azithromycin, clarithromycin,
neutrophil, intracellular killing.

G‹R‹fi

Mikroorganizmalar›n fagositik hücreler taraf›ndan
fagositozu ya da hücre içinde öldürülmesi önemli
bir konak savunma mekanizmas› olmas›na ra¤men,
baz› mikroorganizmalar›n hücre içinde canl› kald›-
› bildirilmifltir (1). Tekrarlayan infeksiyonlar
ya da ilac›n hücre içi penetrasyonunun zay›f
olmas›, antibiyotik ile tedavinin  baflar›s›z        olma-
s›na ve Staphylococcus aureus gibi mikroorganizma-
n›n hücre içinde canl› kalabilmesine neden olmakta-
d›r (2,3). makrolitlerin yüksek hücre içi penetrasyo-
nu (4,5) gözönüne al›narak, çal›flmam›zda bu antibi-
yotiklerin plazmada eriflebildikleri farkl› konsantras-
yonlar›n›n (0.25, 1, 2 20μg/ml)nötrofil içinde fagosi-

te edilmifl olan S. aureus’un hücre içinde öldürülme-
si üzerine etkisi in vitro araflt›r›lm›flt›r.

GEREÇ VE YÖNTEMLER

Antibiyotikler: Eritromisin (Abbot), azitromisin
(Pfizer) ve klaritromisin (Abbot) diztile su içinde çö-
zülerek %40 serum içeren RPMI 1640 ortam› içinde
0.25 1, 2 ve 20μg/ml konsantrasyonlarda olacak fle-
kilde haz›rlanm›flt›r.

Di¤er Maddeler : L-glutamin içermeyen RPMI
1640 ortam› ve Ficoll-Hypaque Sigma’dan al›nm›fl-
t›r. serum örnekleri ise sa¤l›kl› gönüllülerden toplan-
m›flt›r.

S.aureus Suflunun Haz›rlanmas› : Klinikten izole
edilen S. aureus kökeninden buyyon besiyerine pasaj
al›nm›fl 18 saat 37°C de inkübe edilmifltir. S.aureus
3000 rpm de 10 dakika çevrilerek 2 kez fosfat 
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tamponlu tuzlu su ile y›kanm›fl ve %40 serum içeren
RPMI ortam› içinde bakteri say›s› ml’de 5x106 kob
(koloni oluflturan birim) olacak flekilde suland›r›l-
m›flt›r.

Nötrofil Granülositlerin Elde Edilmesi : Çal›flma-
m›zda 30-40 yafl grubu sa¤l›kl› deneklerden kan al›n-
m›fl ve Ficoll-hypaque satrifüj yöntemine uygun
olark nötrofil granülasitleri elde edilmifltir (7). Hüc-
re say›s› 1 x 107 hücre/ml olacak flekilde %40 serum

içeren RPMI ortam› içinde süspanse edilmifltir.
Hücre ‹çi Öldürme Aktivitesi : Nötrofil içinde
S.aureus’un öldürülmesi, hücre içinde canl› bakteri
say›s›nda azalman›n saptanmas› ile ölçülmüfltür (8).
K›saca, nötrofiller (5x106 hücre/ml) ile S.aureus 1:1
(nötrofil:bakteri) oran›nda 5ml %40 serum içeren
RPMI ortam› içinde kar›flt›r›lm›fl ve 37°C de 20 da-
kika inkübe edilmifltir. Fagositoz olay› 35 ml so¤uk
%40 serum içeren RPMI ortam› ilave edilmesi ile
durdurulmufl ve 2 kez 2000 rpm de 5 dakika santri-
füj edilerek hücre d›fl›nda kalan stafilokoklar uzak-
laflt›r›lm›flt›r. ‹çinde S.aureus bulunduran nötrofiller
deneyde kulland›¤›m›z antibiyotiklerin plazma kon-
santrasonlar› ile %40 serum içeren so¤uk RPMI or-
tam› içnde tekrar süspansiyon haline getirilerek 37°C
de %5 CO2’li otamda inkübe edilmifltir. ‹nkübasyon
süresince farkl› zamanlardaki kar›fl›mdan 50μL ha-
cim al›nm›fl, so¤uk NaOH (pH=11) çözeltisi ilave
edilerek kar›flt›r›lm›fl ve bu ifllem sonucunda nötrofil-
ler parçalanm›flt›r. Daha sonra fizyolojik tuzlu su
içinde on - kat suland›r›lm›fl, Jeloz besiyeri üzerine
0.1 ml hacim konmufl ve yavrulu tüp ile yay›lm›flt›r.
Petriler 37°C de 18 saat inkübe edilmifl, üreyen ko-
loniler say›lm›flt›r (kob/ml).

Sonuçlar›n de¤erlendirilmesi ve ‹statistiksel Analiz-
leri : Hücre içinde canl› kalma endeksi (SI), t zaman-
da hücre içi canl› bakeri say›s› ile 0 zamanda hücre
içi canl› bakeri say›s› karfl›laflt›r›lm›fl ve afla¤›daki
formüle göre yüzde olarak belirlenmifltir (8).

SIt= [(kob/ml) t / (kob/ml)0 ] X 100
Antibiyotik öldürme endeksi (KI) ise afla¤›daki for-
müle göre hesaplanm›flt›r.
KIt; antibiyotik = [(SIt; kontrol - SIt; antibiyotik) /
SIt; kontrol ] X 100
‹statiksel hesaplamalarda t testi kullan›lm›flt›r.

BULGULAR

Venöz kanda elde edilen nötrofillerin canl›l›¤› %95
olarak bulunmufltur. Hücre içinde öldürme aktivitesi-
nin saptanmas›nda kullan›lan S.aureus’un %90’n›
nötrofiller taraf›ndan fagosite olmufltur.
Deneyde kulland›¤›m›z antibiyotiklerin farkl› plaz-
ma konsantrasyonlar›nda (0.25,1, 2 ve 20μg/ml) mu-

fiekil. 0,0.25,1,2 ve μg/ml antibiyotik konsantrasyonlar›nda hücre
içinde fagosite olmufl S. aureus’un hücre içi öldürülmesi.
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amele edilen nötrofillerin hücre içi öldürme aktivite-
si azitromisin’in tüm konsantrasyonlar›nda, eritromi-
sin ile klaritromisin’in yaln›z 20μg/ml konsantrasyo-
nunda anlaml› (p< 0.05) olarak artm›flt›r (fiekil ).
Eritromisin ve klaritromisin’in di¤re kosantrasyonla-
r›nda kontrol nötrofillere göre gözlenen farkl›l›klar
istatistiksel aç›dan anlams›z olarak bulunmufltur.
Makrolidlerin öldürme indeksi ise (KI); azitromisin
%40± 2, eritromisin %27 ±3 ve klaritromisin’in
%24±2 oldu¤u saptanm›flt›r. her 3 antibiyoti¤in öl-
dürme endeksi anlaml› (p<0.05) olarak bulunmufltur.

TARTIfiMA

Çal›flmam›zda eritromisin, azitromisin ve klaritromi-
sin’in nötrofil taraf›ndan fagosite edilmifl S.aure-
us’un hücre içinde öldürülmesi üzerine etkisi araflt›-
r›lm›flt›r. Bu konu ile ilgili yapm›fl oldu¤umuz litera-
tür taramalar›nda birçok araflt›rman›n yap›ld›¤›n›,
ancak elde edilen sonuçlar› birbirine ters düflen fark-
l› sonuçlar oldu¤u gözlenmifltir. Örne¤in, Milatoviç
(9) in vitro koflullarda insan nötrofillerinin hücre içi-
ne fagosite edilen stafilokoklar› 3 saat içinde öldür-
dü¤ünü, bu olay›n makrolitler taraf›ndan etkilenme-
di¤ini bilirmifltir. Anderson ve ark. (10) yapm›fl ol-
duklar› in vitro çal›flmada, hücre içine fagosite edilen
S.aureus’un hücre içinde öldürülmesinin makrolitler
taraf›ndan engellendi¤ini göstermifllerdir. Ayn› sonu-
cu Labro ve ark.(11) çal›flmalar› ile bildirmifllerdir.
Di¤er çal›flmalarda (12-14) S.aureus’un hücre içinde
öldürülmesinin makrolitler ve kinolonlar taraf›ndan
artt›r›ld›¤› gösterilmifltir. Bu denli çeliflkili sonuçla-
r›n ortaya ç›kmas›nda birçok yorum yap›lm›fl ise de,
klinik çal›flmalarda hücre içine penetrasyonu yüksek
olan antibiyotiklerin in vivo hücre içi patojenlere
karfl› daha etkili olud¤u klinik çal›flmalarda bildiril-
mifltir (15-18).

Çal›flmam›zda S.aureus’un nötrofiller içinde öldürül-
mesi azitromisin ile tüm konsantrasyonlarda, eritro-
misin ve klaritromisin ile yaln›z 20μg/ml konsantras-
yonda belirgin bir flekilde artm›flt›r. her 3 antibiyoti-
¤in öldürme endeksindeki art›fl anlaml› bulunmufltur.
azitromisin ve di¤er makrolidlerin nötrofiller içinde
öldürme aktivitesi üzerine etki mekanizmalar› kesin
olarak bilinmemektedir. Hücre içinde antibiyoti¤in
birikmesi, S.aureus’u direkt olarak öldürebilece¤i

yada bakteriyi nötrofillerin bakterisit etkisine karfl›
daha duyarl› hale getirebilece¤i bildirilmiflti (13).
Azitromisin’in denenen plazma konsantrasyonlar›n-
da nörofillerin hücre içi öldürme aktivitesini artt›r-
mas›n› azitromisin’in nötrofil içine penetrasyonunun
di¤er makrolidlere oranla daha yüksek  olud¤undan
(19) kaynaklanabilece¤ini düflünmekteyiz.

Sonuç olarak; çal›flmam›zda kulland›¤›m›z makro-
lidlerin nötrofillerin hücre içi öldürme aktivitesini
artt›rd›¤›n›, özelikle azitromisin’in daha etkili oldu-
¤unu görmekteyiz. Bugüne kadar yap›lan çal›flmalar-
da farkl› bakteri kökenlerinin ve ad› geçen çal›flma-
larda araflt›r›c›lar›n kulland›klar› yöntemlerin farkl›
olmas›ndan kaynaklanm›fl olabilir. Bu nedenle anti-
biyotiklerin nötrofilfonksiyonlar› üzerine etkilerini
araflt›ran yöntemler sstandardize edilmeli, elde edile
bulgular in vivo çal›flmalarla da kan›tlanmal›d›r
(20,21).
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