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M akrolitlerin Notrofil

Graniilositleri ~ I¢indeki

Staphylococcus aureus’un Hiicre Icinde Oldiiriilmesi

Uzerine Etkisi
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OZET

Bu calismada eritromisin, azitromisin ve klaritromisin’in
plazmada erisebildikleri konsantrasyonlarinda (0.25, 1, 2
ve 20pg/ml) saghkli insan nétrofil graniilositlerinin
Staphylococcus aureus’a karst hiicre i¢i 6ldiirme aktivitesi
incelenmistir. notrofillein hiicre ici oldiirme aktivitesi
deneyde kullanilan antibiyotik konsantrasyonlar: ile
muamele edildikten 4 saat sonra Ol¢iilmiistiir. hiiocre igi
oldiirme, azitromisin ile tiim konsantrasyonlarda,
eritromisin ve klaritromisin ile yalmz 20pg/ml
konsantrasyonda kontrola gore anlamli olarak (p<0.05)
arttigl saptanmistir. Antibiyotiklerin, 6ldiirme endeksini
20pg/ml konsantrasyonda arttirmast anlamli olarak
(p<0.05) bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Eritromisin, azitromisin,

klaritromisin, notrofil, hiicre ici 6ldiirme

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 20pg/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 20pg/ml. All 3 antibiotics increased the
killing significantlly (p<0.05) in concentration of 20png/ml
relative to the control without antibotics.

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

GIRIS

Mikroorganizmalarin fagositik hiicreler tarafindan
fagositozu ya da hiicre iginde oldiiriilmesi onemli
bir konak savunma mekanizmasi olmasina ragmen,
baz1 mikroorganizmalarin hiicre i¢inde canli kaldi-
1 bildirilmistir (1). Tekrarlayan infeksiyonlar
ya da ilacin hiicre i¢i penetrasyonunun zayif
olmasi, antibiyotik ile tedavinin bagarisiz olma-
sina ve Staphylococcus aureus gibi mikroorganizma-
nin hiicre iginde canli kalabilmesine neden olmakta-
dir (2,3). makrolitlerin yiiksek hiicre ici penetrasyo-
nu (4,5) gozoniine alinarak, ¢alismamizda bu antibi-
yotiklerin plazmada erigebildikleri farkli konsantras-
yonlarmin (0.25, 1, 2 20pg/ml)nétrofil i¢inde fagosi-
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te edilmis olan S. aureus’un hiicre i¢inde oldiirtilme-
si lizerine etkisi in vitro aragtirilmustir.

GEREC VE YONTEMLER

Antibiyotikler: Eritromisin (Abbot), azitromisin
(Pfizer) ve klaritromisin (Abbot) diztile su icinde ¢o-
ziilerek %40 serum iceren RPMI 1640 ortamu iginde
0.25 1, 2 ve 20pg/ml konsantrasyonlarda olacak se-
kilde hazirlanmastir.

Diger Maddeler : L-glutamin icermeyen RPMI
1640 ortam1 ve Ficoll-Hypaque Sigma’dan alinmis-
tir. serum Ornekleri ise saglikli goniilliilerden toplan-
mistir.

S.aureus Susunun Hazirlanmast : Klinikten izole
edilen S. aureus kokeninden buyyon besiyerine pasaj
alinmig 18 saat 37°C de inkiibe edilmistir. S.aureus
3000 rpm de 10 dakika cevrilerek 2 kez fosfat
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Sekil. 0,0.25,1,2 ve pg/ml antibiyotik konsantrasyonlarinda hiicre
icinde fagosite olmus S. aureus’un hiicre i¢i 6ldiiriilmesi.

tamponlu tuzlu su ile yikanmis ve %40 serum iceren
RPMI ortami iginde bakteri sayist ml’de 5x10° kob
(koloni olusturan birim) olacak sekilde sulandiril-
mistir.

Notrofil Graniilositlerin Elde Edilmesi : Calisma-
mizda 30-40 yas grubu saglikli deneklerden kan alin-
mis ve Ficoll-hypaque satrifiij yontemine uygun
olark nétrofil graniilasitleri elde edilmistir (7). Hiic-
re sayist 1 x 107 hiicre/ml olacak sekilde %40 serum

iceren RPMI ortami i¢inde siispanse edilmigtir.
Hiicre I¢i Oldiirme Aktivitesi : Notrofil icinde
S.aureus’un oldiiriilmesi, hiicre icinde canli bakteri
sayisinda azalmanin saptanmasi ile 6l¢iilmiigtiir (8).
Kisaca, nétrofiller (5x109 hiicre/ml) ile S.aureus 1:1
(notrofil:bakteri) oraninda 5ml %40 serum igeren
RPMI ortami icinde karistirilmig ve 37°C de 20 da-
kika inkiibe edilmistir. Fagositoz olay1 35 ml soguk
%40 serum iceren RPMI ortami ilave edilmesi ile
durdurulmug ve 2 kez 2000 rpm de 5 dakika santri-
fiij edilerek hiicre disinda kalan stafilokoklar uzak-
lagtirilmistir. Iginde S.aureus bulunduran nétrofiller
deneyde kullandigimiz antibiyotiklerin plazma kon-
santrasonlari ile %40 serum iceren soguk RPMI or-
tami i¢cnde tekrar siispansiyon haline getirilerek 37°C
de %5 CO,’li otamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siiresince farkli zamanlardaki karisimdan 50pL ha-
cim alinmis, soguk NaOH (pH=11) cozeltisi ilave
edilerek karistirilmig ve bu iglem sonucunda nétrofil-
ler pargalanmustir. Daha sonra fizyolojik tuzlu su
icinde on - kat sulandirilmig, Jeloz besiyeri iizerine
0.1 ml hacim konmus ve yavrulu tiip ile yayilmustir.
Petriler 37°C de 18 saat inkiibe edilmis, iireyen ko-
loniler sayilmistir (kob/ml).

Sonuglarin degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz-
leri : Hiicre i¢inde canli kalma endeksi (SI), t zaman-
da hiicre i¢i canli bakeri sayist ile 0 zamanda hiicre
ici canli bakeri sayis1 karsilagtirilmis ve asagidaki
formiile gore yiizde olarak belirlenmistir (8).

SIi= [(kob/ml) , / (kob/ml), ] X 100

Antibiyotik 6ldiirme endeksi (KI) ise asagidaki for-
miile gore hesaplanmuistir.

KIt; antibiyotik = [(SIt; kontrol ~ SIt; antibiyotik) /
_Slt; kontrol 1 X 100

Istatiksel hesaplamalarda t testi kullanilmigtir.

BULGULAR

Venoz kanda elde edilen nétrofillerin canliligi %95
olarak bulunmustur. Hiicre i¢inde 6ldiirme aktivitesi-
nin saptanmasinda kullanilan S.aureus’un %90’n1
notrofiller tarafindan fagosite olmustur.

Deneyde kullandigimiz antibiyotiklerin farkli plaz-
ma konsantrasyonlarinda (0.25,1, 2 ve 20pg/ml) mu-
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amele edilen notrofillerin hiicre i¢i 6ldiirme aktivite-
si azitromisin’in tiim konsantrasyonlarinda, eritromi-
sin ile klaritromisin’in yalniz 20pg/ml konsantrasyo-
nunda anlamli (p< 0.05) olarak artmistir (Sekil ).
Eritromisin ve klaritromisin’in digre kosantrasyonla-
rinda kontrol nétrofillere gore gozlenen farkliliklar
istatistiksel acidan anlamsiz olarak bulunmustur.
Makrolidlerin 6ldiirme indeksi ise (KI); azitromisin
%40% 2, eritromisin %27 *3 ve klaritromisin’in
%2412 oldugu saptanmustir. her 3 antibiyotigin 6l-
diirme endeksi anlamli (p<0.05) olarak bulunmustur.

TARTISMA

Calismamizda eritromisin, azitromisin ve klaritromi-
sin’in notrofil tarafindan fagosite edilmis S.aure-
us’un hiicre icinde oldiiriilmesi iizerine etkisi arasti-
rilmistir. Bu konu ile ilgili yapmis oldugumuz litera-
tiir taramalarinda bircok arastirmanin yapildigini,
ancak elde edilen sonuclari birbirine ters diisen fark-
11 sonuclar oldugu gozlenmistir. Ornegin, Milatovic
(9) in vitro kosullarda insan nétrofillerinin hiicre ici-
ne fagosite edilen stafilokoklar1 3 saat i¢inde oldiir-
diigiinii, bu olayin makrolitler tarafindan etkilenme-
digini bilirmistir. Anderson ve ark. (10) yapmis ol-
duklart in vitro ¢aligmada, hiicre igine fagosite edilen
S.aureus’un hiicre i¢inde oldiiriilmesinin makrolitler
tarafindan engellendigini gostermislerdir. Ayni sonu-
cu Labro ve ark.(11) calismalart ile bildirmislerdir.
Diger calismalarda (12-14) S.aureus’un hiicre i¢inde
oldiiriilmesinin makrolitler ve kinolonlar tarafindan
arttirilldigr gosterilmistir. Bu denli ¢eligkili sonugla-
rin ortaya ¢ikmasinda birgok yorum yapilmis ise de,
klinik ¢aligmalarda hiicre i¢ine penetrasyonu yiiksek
olan antibiyotiklerin in vivo hiicre i¢i patojenlere
kars1 daha etkili oludgu klinik ¢aligmalarda bildiril-
mistir (15-18).

Calismamizda S.aureus’un nétrofiller icinde oldiirtil-
mesi azitromisin ile tiim konsantrasyonlarda, eritro-
misin ve klaritromisin ile yalniz 20pg/ml konsantras-
yonda belirgin bir sekilde artmistir. her 3 antibiyoti-
gin dldiirme endeksindeki artig anlamli bulunmustur.
azitromisin ve diger makrolidlerin nétrofiller iginde
oldiirme aktivitesi iizerine etki mekanizmalari kesin
olarak bilinmemektedir. Hiicre i¢inde antibiyotigin
birikmesi, S.aureus’u direkt olarak oOldiirebilecegi
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yada bakteriyi notrofillerin bakterisit etkisine kargi
daha duyarli hale getirebilecegi bildirilmisti (13).
Azitromisin’in denenen plazma konsantrasyonlarin-
da norofillerin hiicre i¢i 6ldiirme aktivitesini arttir-
masini azitromisin’in notrofil i¢cine penetrasyonunun
diger makrolidlere oranla daha yiiksek oludgundan
(19) kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak; calismamizda kullandigimiz makro-
lidlerin nétrofillerin hiicre i¢i 6ldiirme aktivitesini
arttirdigini, 6zelikle azitromisin’in daha etkili oldu-
gunu gormekteyiz. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar-
da farkli bakteri kokenlerinin ve adi gecen ¢alisma-
larda arastiricilarin kullandiklar1 yontemlerin farkli
olmasindan kaynaklanmig olabilir. Bu nedenle anti-
biyotiklerin nétrofilfonksiyonlart iizerine etkilerini
arasgtiran yontemler sstandardize edilmeli, elde edile
bulgular in vivo c¢aligmalarla da kanitlanmalidir
(20,21).
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