Insan Makrofajlar1 Icindeki Salmonella Typhi Uzerine
Ampisilin, Siprofloksasin Ve Ofloksasin’in Etkileri (*)

Bora EKINCI (**), Belma DURUPINAR (%)

OZET

Enterik ates gelismekte olan bir¢ok iilkede hala ciddi bir
saglik sorunudur. Diger hiicre ici patojenlerin neden oldu-
Su infeksiyonlardaki gibi, Salmonella tiirlerinin fagositer
hiicrelerde gelisimi 6nemli bir patojenite kriteridir. Konak
hiicreye girerek, fagolizozomlarda gelisebilirler ve anti-
bakteriyel ajanlarin etkisinden kurtulurlar, dolayisiyla an-
tibiyotiklerin in-vivo etkileri, in-vitro etkinlikleri gibi iyi
degildir.

Bu calismada ampisilin, siprofloksasin ve ofloksasin’in in-
san monosit kokenli makrofajlar1 i¢indeki iki Salmonella
typhi susu (klinik ve standart) iizerine etkinligi incelendi.
Insan monosit kokenli makrofajlar, 10 bakteriye bir mak-
rofaj olacak sekilde S. typhi suslary ile infekte edildi. An-
tibiyotikler MYK ve 10 X MYK degerlerinde ortama eklen-
di. Ornekler hem kiiltiir yontemi, hemde direk olarak canly
ve Olii bakterileri gormemize olanak saglayan LIVE/DE-
AD BacLight boyama yontemi ile incelendi. MYK degerin-
de hiicre i¢i en az etkin ajan ampisilin ve 10 X MYK dege-
rinde ise her ii¢ antibiyotigin de iyi aktiviteye sahip oldu-
gu bulundu. Ornekler kiiltiir yontemi ile saptanamayan
canl1 bakterilerin gbzlenmesine olanak saglayan BacLight
boyama yontemi ile de degerlendirildi. Her ii¢ antibiyotik
hiicre ici S. typhi iizerinde 10 X MYK degerinde iyi etkin-
ligi sahipken ampisilin’in MYK degerinde etkinliginin iyi
olmadig1 saptandi.

Anahtar Kelimeler: Makrofaj, Salmonella typhi, BacLight
boyama yontemi, Kinolonlar.

SUMMARY

In Vytro Effects Of Ampycyllyn, Cyprofloxacyn And Of-
loxacyn On Salmonella Typhy Wythyn Human Monocy-
te-Deryved Macrophages

Enteric fever is still a serious health problem in most de-
veloping countries. Like other infections caused by intra-
cellular pathogens, growing ability of Salmonella species
in phagocytes is an important pathogenicity criteria. By
entering host cell, they grow in phagolisosomes and are
protected from effects of antibacterial agents, thus the ef-
fectiveness of antibiotics can not be good in-vitro as in-vi-
vo.

In this study, we examined the killing effects of ampicillin,
ciprofloxacin and ofloxacin to two Salmonella typhi stra-
ins (clinical and a standard), within human monocyte-de-
rived macrophages. Human monocyte derived macropha-
ges were infected by two S. typhi strains at a cell ratio of
10 bacteria per one macrophage (10:1). Antibiotics were
added at MIC and 10 X MIC. Specimens were examined by
both culture and LIVE/DEAD BacLight staining system
which allow us to see dead and live bacteria directly. At
MIC the least potent intracellular agent was ampicillin
and at 10 X MIC all three had good activity. When speci-
mens were estimated by using BacLight staining system,
made possible us to see directly live bacteria, which could
not be detected by culture method. All three antibiotics had
good effects on intracellular S. typhi at 10 X MIC, where-
as ampicillin had not at MIC.

Key words: Macrophage, Salmonella typhi, BacLight stai-
ning system, Quinolones.
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siirdirmektedir (1). Salmonellalar’in etken oldugu
infeksiyonun patogenezinde bakterinin barsak mu-
kozasim gecerek makrofajlar icerisinde de yasamini
siirdiirmesi onemlidir (2). Dolayisiyla konak savun-
masinda konak hiicreye invaze olan Salmonella’larin
fagositik hiicrelerce fagosite edilmesi 6nem kazanir.
Salmonella tiirlerinin hiicre icine girdikten sonra ko-
nak hiicrenin fagolizozomlarinda iireyebilme 6zel-



likleri gosterilmistir (3,4).

Salmonella infeksiyonu tedavisinde kullanilan anti-
biyotiklerin ortam sartlarina dayanikliliklarinin yani-
sira hiicre igerisinde yeterli ve etkin konsantrasyona
ulagmalar1 6nemlidir. Salmonella tiirlerinin hiicre
icinde iiremeleri sonucu hiicre i¢i daha asidik ve da-
ha viskoz hale gelir ve bu durum antibiyotiklerin et-
kinliginin azalmasina neden olur (1). S.typhi’nin ne-
den oldugu enterik ates ve tasiyicilarin tedavisinde
kullanilan antibiyotiklerin in vitro etkinliklerinin iyi
olmasina karsin in vivo etkileri beklendigi kadar iyi
degildir (1,5).

Calismada ampisilin (amp), siprofloksasin (cip) ve
ofloksasin (ofx)’in in vitro insan monosit kdkenli
makrofajlar tarafindan fagosite edilmis S.typhi sus-
larina etkileri, kiiltiir yontemi yanisira bakteri popu-
lasyonunda canli ve 6lii bakterilerin gorsel olarak
ayirimint saglayan BacLightTM boyama yontemi ile
de arastirilmig ve sonuglar karsilastirilmigtir.

MATERYAL VE METOD

Suglar: S.typhi-42 TA (2-1) standart susu, Ankara
Refik Saydam Hifzissthha Enstitiisii’'nden, klinik
izolat, O.M.U. Typ Fakiiltesi, Merkez Lab., Bakteri-
yoloji Unitesi’ne gelen gaita drneklerinden elde edil-
di. Suslar kullanilincaya kadar %20 gliserollii Brain-
Heart Infusion (BHI) besiyerinde (Difco) saklandi.
Bakteri say1s1 yumugak agar kat yontemiyle nutrient
agarda saptandi. Caligmada mililitrede 1 X 106 kolo-
ni olusturan bakteri (kob) kullanildi.

Insan Monosit Kokenli Makrofajlar: insan mono-
sit kokenli makrofajlar; HI'V, Hepatit ve herhangi bir
infeksiyon hikayesi olmayan kisilerin periferal kan-
larindan Ficoll-Hypaque density gradient yontemi ile
elde edildi (1,6). RPMI 1640 + %10 Fetal Calf Se-
rum (FCS)’u (Sigma) iceren hiicre kiiltiir kaplarinda
(Greiner), 37C’de %5’lik CO2’li nemli ortamda 7-
12 giin inkiibe edildi. 3 giinde bir besiyeri degistiril-
di (1,2,5,7).

Antibiyotiklerin Minimum Inhibitor Konsantras-
yonlar1 (MYK) Degerlerinin Saptanmasi: Calis-
mada amp “Mustafa Nevzat Yla¢ San.”, cip “Bayer

Tirk Kimya”, ofx “Hoechst Marion Roussel”, ve
Gentamisin (gen) “Bilim Yla¢ San.” firmalaryndan
saglandi. Uygun c¢oziiciilerde ( amp, pH 8.0 Fosfat
tuz tampon solusyonu (PBS); ofx ve gen distile su;
cip, 0.1 N NaOH ) ¢oziildii (8). MYK degerleri kat-
yon eklenmis Mueller Hinton besiyerinde (MHB)
(Difco) makrodilusyon yontemiyle saptandi (8,9).

Makrofajlaryn Ynfekte Edilmesi: Makrofajlar buz
soguklugundaki %0.02 EDTA/PBS’te 10 dakika
bekletildikten sonra hiicre kaziyicist yardima ile kiil-
tiir siselerinden (Costar) ayrildi (6).

Makrofajlar, S.typhi ile infekte edilmeden 1 gece 6n-
ce 96 kuyucuklu plaklara (Greiner), 104 hiicre/kuyu-
cuk olacak sekilde eklendi. 1 gece 37C’de, %5’lik
CO2’li nemli inkiibatorde inkiibe edildi. S.typhi sus-
lary %10 insan serumu iceren ortamda 37°C’de 30
dakika opsonize edildi. Makrofajlaryn bulundugu or-
tamdaki besiyeri degistirildikten sonra her kuyucuga
makrofaj/bakteri 1:10 olacak sekilde S.typhi suslari
(105 bakteri/kuyucuk) eklendi. Plak 200 rpm’de 5 dk
rotatorda homojen yayilim icin cevrildikten sonra,
fagositoz i¢in 37C’de, %5’°lik CO2’li nemli ortamda
30 dak. inkiibe edildi. Kuyucuklar fagosite olmayan
bakterilerin uzaklastirlmas: icin PBS ile yikan-
di(1,7,10,11,12). Antibiyotikler kontrol kuyucuklari
disindaki kuyucuklara MYK ve MYK’in 10 kati1 de-
gerlerinde eklendi. Hiicre dis1 bakterilerin oldiiriil-
mesi amaci ile 10 g/ml gentamisin eklendi (1,11).

Orneklerin Alinmasi: Ornekler 0, 3, 6 ve 24. saat-
lerde alindi. Besiyerleri uzaklastirilarak %0.5’lik
sodyum deoksikolat eklendi (Sigma) (4,7,10). Daha
sonra kuyucuklardaki 6rnekler toplandi. 100 1I’si yu-
musak agar kat yontemi ile nutrient agara ekildi ve
iiremeler degerlendirildi (13). BacLight boyama isle-
mi icin geri kalan 6rnek solusyonlari, 10000 X g’de
5 dak santrifuj edilerek besiyeri uzaklastirildi. Pellet
0.22 m porlu membran filtreden filtre edilmis deiyo-
nize steril suda suspanse edildi. Suspansiyon 1ml
bakteri suspansiyonu / 31 BacLight boya karigimu ile
karigtirilarak 15 dk oda 1s1sinda, karanlik ortamda in-
kiibe edildi ve “NIKON” floresan mikroskopta ince-
lendi.

Calismada ayryca MYK ve 10 X MYK degerlerinde-
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ki amp, cip ve ofx’in makrofajsiz ortamda S.typhi
iizerine direkt etkileri de aragtirildi.

LIVE/DEAD BacLight Boyama Yontemi

LIVE/DEAD BacLight boyama kiti “Molecular Pro-
bes Inc.,Oregon A.B.D.” firmasindan saglandi.
Sonuglar kiiltiir yanisira canli ve 6lii bakterilerin di-
rekt olarak ayirimim saglayan LIVE/DEAD Bac-
Light boyasi ile boyanarak da degerlendirildi. Bac-
Light boyast, kirmiz1 floresan veren, 6lii bakterilerin
ayirimini saglayan propidyum iodid ve yesil floresan
veren, canli bakterilerin ayirimini saglayan SYTO 9
boyalarindan olusan bir boyadir. Bakterilerin boyan-
masi hiicre membranlart ile iliskilidir. Hiicre zar1 za-
rar gormiig Olii bakteriler propidyum iodid ile boya-
narak kirmizi, canli bakteriler ise SYTO 9 ile boyan-
malar1 nedeniyle yesil renkte gozlenirler.

BULGULAR

Calismada ayn1 alanda mevcut canli ve 6lii bakteriler
BacLight boyast ile boyanarak saptanmistir (Resim 1
ve 2). Amp, cip ve ofx’in standart ve klinik sus-
lar icin saptanan MYK degerleri Tablo I’de sunul-
mustur.Amp, cip ve ofx’in makrofaj iceren ve icer-
meyen ortamlarda, MYK ve 10 X MYK degerlerin-
de standart ve klinik suslara etkileri kiiltiir sonuclari
esas alinarak degerlendirilmistir (sekil 1-8 ).
Antibiyotikler makrofajsiz ortamda ve MYK deger-
lerinde standart susa benzer etki gosterirken klinik

Amp, cip ve ofx’in makrofaj iceren ortamda MYK
ve 10 X MYK degerlerinde standart ve klinik susla-
ra etkileri sekil 5-8° de sunulmugtur.

Amp, cip ve ofx makrofaj iceren ortamda MYK ve
10 X MYK degerlerinde standart sus iizerinde ayny
etkiyi gostermiglerdir (sekil 5 ve 6). Klinik susta,
MYK degerinde ofx daha fazla etkili, standart susa
ise amp daha az etkili olmus ancak bu fark anlamli
bulunmamustir (p>0.05) ( sekil 7 ve 8).

Calismada makrofaj iceren ve icermeyen ortamlarda
antibiyotiklerin etkileri BacLight boyama yontemiy-
le de degerlendirilmis ve sonuglar kiiltiir ile uyumlu
bulunmustur (Tablo 2 ve 3). Ancak, kiiltiirde tireme
gozlenmemesine karsi, BacLight boyast ile canli ola-
rak saptanan bakterilerin varligr dikkati ¢ekmistir.
Ozellikle MYK degerlerinde canly1 olarak saptanan
bu bakterilerin antibiyotiklerin etkisi azaldiktan son-
ra sayica arttiklart gozlenmigtir. BacLight boyama
yonteminin 6zellikle kob sayisiny1 diisiik oldugu du-
rumlarda canli bakterilerin saptanmasina olanak ver-
digi goriilmiigtiir.

TARTISMA

Hiicre ici patojeni olan S.typhi’nin neden oldugu ti-

Tablol. Amp, cip ve ofx’in MYK degerleri

Antibiyotik MYK (g/ml.)
susta amp’in etkisi cip ve ofx’den daha diigiik .
. Klinik Sus Standart Sus
(p<0.05) olmugtur. Amp, cip ve ofx 10 X MYK de-
o . . .. . . Ampisilin 1.0 1.0
gerlerinde ise, standart ve klinik sug iizerinde benzer
etki gostermiglerdir (sekil 1-4). Siprofloksasin 0.06 00075
Caligmada makrofajlarin trypan mavisi ile canlilikla- Ofloksasin 0250 0.06
11 %90 olarak saptanmuigtir.
Tablo 2. MIK degerlerindeki antibiyotiklerin etkisinin BacLight boyama ve Kiiltiir yontemleri ile degerlendirilmesi
KLINIK SUS STANDART SUS
_ Hucre igi _ Hiicre Inst _ Hiicre Ici _ Hiicre Inst
Saatl Boya (0/C) Kiiltiir (n) Boya (0/C) Kialtiir (n) Boya (0/C) Kiiltiir (n) Boya (0/C) Kiiltiir (n)
AmpCipOfs| Amp Cip Ofx [Amp Cip Ofx|Amp Cip Ofx AmpCipOfx)Amp Cip Ofx |[Amp Cip Ofx [Amp Cip Ofx
O |06 15| /7| Ix104 [ 1x104 1104 * | = | = |[1x103[1x105|1x105 |0/6 [ 1/6 [1/6[1x104{1x104|1x104| * | * | * | 1x105|1x105| 1x105
3 |oaf1z|oz] 200 | 30 | 20 | 34 | o/ (o1 |1x104f S0 | 20 |iafiafal oo | 20 | 20 |23 20|52 380 | 10 | 30
6 |1/2{2/5/1/3] 0 10| 0 | 5300 [1202x103) 0 [ 10 |o3|o2(1] 100 0 0 |23 o 0 0
24 11/310/2|0/1) 300 | 400 | 10 [21/10(15/4]4/5 [1x104| 600 | 800 |14 |0/2{0/2] 300 | 90 90 |16/12|10/5(10/3] 1x103| 250 | 300

0O: Olii; C: Canli; n: kob/ml; *: Tamarnu canli saptananlar
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fo bir¢ok iilkede sorun olmayy siirdiirmektedir.
S.typhi’nin konaga girdikten sonra yayilarak infeksi-

Sekil 1. Makrofaj icermeyen ortamda amp, cip ve ofx’in MYK
degerlerinde standart susa etkileri
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Sekil 2. Makrofaj icermeyen ortamda amp, cip ve ofx’in 10x MYK
degerlerinde standart susa etkileri

yon olugturabilmesi i¢in 6ncelikle makrofajlara inva-
ze olup, makrofajlarin bakterisidal etkilerinden ko-
runmasi gerekmektedir (14).

Sekil 5. Makrofaj iceren ortamda amp, cip ve ofx’in MYK
degerlerinde standart susa etkileri
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Sekil 6. Makrofaj iceren ortamda amp, cip ve ofx’in 10X MYK

degerlerinde standart susa etkileri
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Sekil 3. Makrofaj icermeyen ortamda amp, cip ve ofx’in MYK
degerlerinde klinik susa etkileri

Sekil 7: Makrofaj iceren ortamda amp, cip ve ofx’in MYK
degerlerinde klinik susa etkileri
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Sekil 4. Makrofaj icermeyen ortamda amp, cip ve ofx’in 10x MYK
degerlerinde klinik susa etkileri

Sekil 8: Makrofaj iceren ortamda amp, cip ve ofx’in 10X MYK
degerlerinde klinik susa etkileri
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Hiicre ici infeksiyon olusturan boyle bir patojenin te-
davisinde, hiicre icinde oldukca aktif ve hiicre ici pe-
netrasyonu iyi olan ilaglarm kullanimi yanisira anti-
biyotik diren¢ sorunu 6nemli olmaktadir. Ozellikle
Hindistan, Pakistan, Vietnam gibi iilkelerde direng
problemi oldukca sik karsilagilan bir sorundur
(15,16). S.typhi infeksiyonu tedavisinde hiicre icine
iyi penetre olabilen amp, kloramfenikol ve trimetop-
rim-sulfametaksazol (tmt-sxt) oteden beri kullanil-
maktadir. Ancak son yillarda bu antibiyotiklere kars1
direng gelismesi, yeni ilag arayislarini baglatmus, ye-
ni kinolonlar ve 3. kusak sefalosporinler tedavide
kullanilmig ve bagarili olmuglardir (15,16,17).

Calismada S.typhi infeksiyonlarinda giintimiize ka-
dar kullanilmakta olan amp yanisira kinolon grubun-
dan cip ve ofx’in hiicre i¢i ve hiicre dis1 etkinlikleri
makrofaj iceren ve icermeyen ortamlarda caligilarak
arastirilmigtir.

Calysmada MYK degerlerindeki amp’in 6zellikle
makrofajsyz ortamdaki bakterilere etkisi cip ve
ofx’ten diisiik (p<0.05), makrofajli ortamda ise ofx
daha etkili bulunmustur. 10 X MYK degerlerinde ise
aralarinda fark saptanmamistir. Antibiyotiklerin
maksimum etkisi MYK degerlerinde 6., 10 X MYK
degerlerinde ise 3. saatte gozlenmistir. Sonug-
larymyz Van Den Broek ve ark. (18)’nyn Staphylo-
coccus aureus ile yaptiklari ¢alisma ile uyumludur
(18).

Kinolon grubu antibiyotik olan ofx ve cip, MYK de-
gerlerinde 3. saatten itibaren hiicre i¢i ve hiicre dist
bakterilerin iiremelerini inhibe etmigler, 6. saatte
maksimum etkilerini gostermislerdir (p<0.001). 10
X MYK degerlerinde ise maksimum etkinlige 3. sa-
atte ulasilmistir. Ofx ve cip’in hiicre i¢i ve hiicre di-
st etkinlikleri arasinda anlamli fark saptanmamig an-
cak ofx’in hiicre ici etkinliginin cip’den daha yiiksek
oldugu goriilmiigtiir.

Une T ve Osada Y (19), ofx, norfloksasin ve cip’in
hiicre i¢i birikimlerini epitelyal hiicrelerde ve makro-
fajlarda karsilagtirmiglar ve ofx’in diger antibiyotik-
lere oranla hiicre i¢ine penetrasyonunun daha iyi ol-
dugunu gozlemislerdir (19). Pascual ve ark. (20)’da
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benzer sekilde kinolonlarin hiicre i¢i penetrasyon-
larynyn iyi oldugunu saptamiglardir (20).

Antibiyotiklerin hiicre ici ve hiicre dis1 etkileri kon-
santrasyonlarina bagl olarak farkli olmustur. 24.saat
sonunda MYK degerlerinde hiicre ici etkinlikleri
fazla (p<0.05), 10 X MYK degerlerinde ise hiicre i¢i
ve hiicre dis1 etkinlikleri benzer bulunmugtur.

S. aureus ile yapilan bir calismada amp yaninda bir
grup antibiyotigin hiicre ici etkinlikleri aragtirilmig
ve MYK degerlerinde antibiyotiklerin etkileri daha
az olarak saptanmustir (21). Bizim ¢alismamizda da
antibiyotiklerin 6zellikle 24. saat sonundaki etkileri-
ne bakildiginda MYK degerlerindeki etkilerinin 10
X MYK’e oranla daha az oldugu gozlenmistir.

Amp, Cip ve Ofx’in makrofajlar icerisindeki bakte-
rilere etkilerinin kesin olarak saptanabilmesi igin
benzer ¢alismalarin, in vivo hayvan deneyleri ile de
desteklenmesi ve sonuglarin bir arada degerlendiril-
mesi yararli olacaktir.

Calismada BacLight boyasi ile canli olarak gozlenen
ancak kiiltiirde lireme oranlar diisiik olan veya lire-
me gozlenmeyen bakteriler de saptanmistir (Tablo
2,3). Antibiyotik etkisi ile iireme yeteneklerini kay-
beden bu bakterilerin membran yapilart bozulmamig
olan canli bakteriler oldugu sonucuna varilmistir.
Antibiyotiklerin hiicre i¢i etkinliklerinin arastirilma-
sinda canli ve 6lii bakterilerin bir arada bulunmalar:
nedeniyle Kkiiltiir sonuclarinin tek basina yeterli ol-
madig1 ve BacLight boyama yontemi gibi bir tekni-
gin kullaniminin uygun olacagi goriilmiistiir.
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