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GIRIS VE AMAG

Patojen mikroorganizmalara kargt fagositlerin viicut
savunmasinda &dnemli rol oynadiklann 1881 yilinda
anlagilmigtir. Yabanci partikiillerin canlinin mezodermal
hiicreleri tarafindan alinmasi Rus zoologu METSCHNIKOFF
tarafindan ayni vyilda bildirilmigtir. COLENSO RIDGEN;
antibiyotiklerin kegfinden gok dnce vilcut savunmasinda rol
oynayan fagositoz olayindan vyararlanarak, tiliberkiilozu

iyilegtirmeyi bagsarmigtir (4, 57).

Antimikrobik ilaglarla fagositler arasindaki etkilesim
antimikrobik ilaglarin tedavide kullanilmalari ile
incelenmisgtir. Bu konu ile ilgili ilk galigmalar 1940'lh yillarin
baginda baglamigtir. Bu yillarda Streptomycin'in hiicre igine
alinan mikroorganizmalar (Mycobacterium tuberculosis,
Brucella ve Staphylococcus) lizerine etkisi arastirilmigtir. Bu
caligmalan takip eden dijer aragtirmalarda da baz
antimikrobik ilaglarin intraselliiler mikroorganizmalar lizerine
etkilerinin incelenmesinde tartigsmali sonuglar alinmistir.
Hiicre iginde gogalan bakterilerin kendilerini antibiyotiklerin
etkisinden korumalari aragtiricilari antibiyotiklerin hiicre
diginda g¢ogalan mikroorganizmalarin é&ldiiriimelerinde

kullaniimasina ydneltmigtir (11).

1960'hh yillarin ortasinda arastiricilar, ilaglarin etkileri
hiicre igi aktiviteden bagka hiicre fonksiyonlari Ulizerinede

etkilerini incelemege ydnelmiglerdir. Bu yillardaki galigmalar



dzellikle fagositler, antimikrobik ilaglar ve mikroorganizmalar
arasindaki etkilegim iizerine yo§unlagmig ve biyilk ilgi

cekmigtir (11).

Antimikrobik ilaglar, fagositler ve mikroorganizmalar
arasindaki etkilesim olduk¢a karigiktir. Bu etkilegim:
1)fagositlerin mikroorganizmalar tizerine etkileri.
2)Antimikrobik ilaglarnin fagosit-mikroorganizma etkilegimi
lUzerine etkileri 3)Antimikrobik ilaglarin mikroorganizmalar
Uzerine etkileri 4)Fagositlerin ilag-mikroorganizma etkilegimi

tizerine etkileri seklinde olmaktadir (11).

Literatiirde'de gdriildiigii gibi baz: antibiyotiklerin
Polimorf Niiveli L8kosit (P NL) fonksiyonlar: iizerine etki
ettigi gorilmektedir (18). Bu galigmamizda yeni flor-kinolon
grubundan olan sub-MIK'daki ofloxacin'in PMN 18kositler
tzerine etkisi (aderens, kemotaksi, bakterisit etki ve
siliperoksit olugumu) Enterococcus faecalis’e kargi

aragtinimistir.

Caligsmamizda antibiyotiklere ¢ok direngli olan E. faecalis
susu secilmigtir. Bu bakterinin kinolon grubu ve diger
antibiyotiklere direngleri géz 6niline alinarak, sub-Mik'daki
ofloxacin ile in vitro 37°C'de 30 dakika inkiibe edilmig PMN
lokdsitlerin E. faecalis'e kargi aktivitesi arastiriimak
istenmigtir. Bu nedenle oflaxacin, P. .N l8kosit ve E. faecalis

iligkisi model olarak alinmigtir. "
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GENEL BILGILER

FAGOSITOZ HAKKINDA GENEL BILGILER

FAGOSITOZ YAPAN HUCRELER :

Polimorf niiveli 18kositler ve makrofajlar, fagositoz yapan
hiicreleri olugtururlar. Her ikisi dé kemik iliginden degisik
yollarla oluguriar.PMN ldkositlerin dokulara gé¢ etmelerinden
6nce kan dolagiminda 6-7 saat kisa bir hayatlari olmasina
kargin dokularda bir kag¢ gilin yasarlar. P .N ldkositlerde;
graniiller (lizozomlar), bir¢gok antimikrobik enzim ve

laktoferrin denilen maddeler bulunur (26).

Makrofajlar, dokularda haftalar veya aylarca yagaya-
bilirler. Monositler, makrofajlarin dnciisidiir ve kan dolagi-
minda 2-3 giin kaldiktan sonra, dokulara gé¢ edip makrofaj

seklini alirlar (186, 26).
PMN LOKOSITLERIN YAPIMI :

PMN Ibkositlerin kemik iliginde MULTIPOTENT stem
hiicrelerinden kdken alirlar. Daha sonra, myeloblast,
promyelosit, myelosit, metamyelosit ve gomak gibi evreler
gegirerek P N I6kositlere  ddniigiirler. Bu arada
sitoplazmalarindaki graniillerine gdre ndtrofil, eozinofil ve

bazofil olarak ayrilirlar ve kan dolagimina karigirlar (39).



Myeloblast: 15-20 mikron g¢apinda bir hiicre olup,
yuvarlak veya oval bir ¢ekirdedi vardir. Gekirdek oldukga
bilyiiktiir ve hiicrenin biiylk bir kismimi iggal eder. Dar ve
granﬁlosit ihtiva etmeyen sitoplazmalari bulunur. Gekirdegin
kromatin yapisi oldukga incedir ve retikiiler bir yapiya
sahiptir. 1-6 arasinda niikleolus ihtiva eder. Myeloblast

mitozla gogaima yetenegindedir ve peroksidaz negatiftir.

Promyelosit: Myeloblast'a benzer, ancak Giemsa ile
boyandiklarinda kirmizimsi mor boyanmig graniiller gdriiniir.
Kromatin agi1 myeloblasta gbre daha kabadir ve niikleoluslar:
vardir. Hiicre mitotik béliinme yetenedindedir ve peroksidaz

pozitiftir.

Myelosit: Cekirdedin kromatin agd: oldukga kalindir ve
nukleolus yoktur. Sitoplazmada bulunan graniiller
spesifiklegmigtir ve graniillerin 6zelligine gére myelositler lig
guruba ayrihir:

1- Noétrofilik myelosit.

2- Eozinofilik myelosit.

3- Bazofilik myelosit.

Sitoplazmalgekirdek orani sitoplazma lehine artmig olup
erken myelosit safhasinda hafif mavimsi boyanir. Geng

myelosit safhasinda ise sitoplazma soluk pembe boyanir.



Metamyelosit: Nisbeten kiigiik, hafifge centiklenmis bir
nukleus ihtiva eder ve sitoplazma pembe renktedir.

Sitoplazmada pembemsi graniiller bulunur.

Gomak U seklinin bir ¢ekirdedi vardir. Sitoplazmada

pembe renkte boyanan graniiller bulunur.

Notrofil: Nukleus lobiilerdir. Lob sayisi 2-5 arasinda
degisir. Sitoplazma pembe renkte boyanmigtir ve iginde ¢ok

sayida pembemsi boyanmig graniiller vardir.

Eozinofil: Hiicre ¢api 16 mikrondur. Nukleus genellikle iki
lobludur. Eozinofil graniilleri nispeten biiyiik yuvarlaktir ve

parlak kirmizimsi portakal renginde boyanirlar.

Bazofil: Gekirdek genellikle iki lobludur. Sitoplazma
yuvarlak veya oval bazofil graniiller ihtiva eder ve nukleusu

Orterek, gekirdegin yapisini gizlerler (39, 50).
FAGOSITOZ :

Organizmanin enfeksiyonlara kargt nonspesifik
savunmasinda en etkin diren¢ mekanizmasint fagositoz
olugturur. Fagositoz mikroorganizmalar dahil olmak lizere,
partikiller yabanci maddelerin bu isle gdrevli fagositler
tarafindan hﬂcre icine ahlinarak pargalanip sindirilmesi
olayidir. Bu olay enfeksiyonlara kargi konadin savunmasinda

6énemli yer tutar (1, 30).



Fagositoz bir takim olaylarin birbirini izledigi kompleks
bir igslemedir. Fagositozda ilk adim aderens (yapigma) ve

kemotaksidir (16).

Kemotaksi kemotaktik (kemoatraktan) faktdrlerin aracilig:
ile fagositlerin bu sinyallere (fagositoz igsleminin yapilacagi
alana) g¢ekilmesi olayidir. Kemotaksi, ldkositlerin vaskiiler
endotelyuma aderensleri ile baglar. Stimule olmus
makrofajlardén sekrete edilen IL-1 ve TNF, endotel
hiicrelerini endothelial-Leukocyte Adhesion molekiilleri
(ELAM) denilen yeni ylizey reseptdri molekiillerinin
ekspresyonu igin endiikler. ELAM'lar fagositlerin endotel
hiicrelerine aderenslerini kolaylagtirir. Endotel hiicresi ile
ndtrofil arasindaki aderensin molekiiler mekanizmasi heniiz
tam anlagsilmamigtir. Notrofillerde bulunan laminin ve
fibronektin gibi ekstraselliiler komponentlerin, nétrofillerin
konak dokuya yapigmalarina yardim ettigi ve ayrica
ylzeylerinde CR3 reseptdrii, glikoprotein ve lenfosit
fonksiyon antijeni (LFA-1) ihtiva eden hiicrelerin nétrofil ve

endotel aderensini kolaylastirdi§i diigiiniilmektedir (16, 30).

Kemotaktik faktodrlerin etkisi ile, enflamasyon alanina
gdgecek fagositler (ndtrofiller ve monositier) damar endotel
ylizeyinde bu sekilde olugsan yiginakta yer alan hiicrelerdir.

(damar lumeninde doiagan hiicreler degildir).



En 8nemli kemotaktik faktérler arasinda konak tarafindan
olusturulan; L&kotrin B4 (LTB4), C5a, C3a, C3b, C567,
trombosit aktivasyon faktdrii (PAF), histamin N-formyl-
methionyl-leucyl-phenilalanine (FMLP), kallikren fibrin ve
kollegen fragmentleri ile mikroorganizmalar tarafindan
salinan endotoksin, protein A, streptokinaz, glikopeptidier ve

N-formil metyonil peptidler sayilabilir (15, 16, 26, 30).

Kemotaktik uyarana cevap, fagositlerin ameboid
hareketleri ile saglanir. Bdylece bu hiicreler endote! hiicreler
arasindan gegerek enflamasyon alanina ulagir. Fagositlerin
ameboid hareket yetenedinin drnegin bir hastalik sonucu
azalmig bulunmasi, enfeksiyonlara karsi savunmayi
azaltabilir. "ndétrofil hipomotilitesi” (Tembel Lékosit
Sendromu) hastaliginda ndtrofillerdeki sitoplazmik kontraktil
proteinler normal olarak polimerize olamadiklarindan bu
hiicrelerin hareketleri yavaglar ve enflamasyon alanina

ulagmakta gecikirler (18, 27).

Fagositoz :

Yukaridaki olaylan izleyen agsamada, partikiil
(Ornegdin;mikroorganizma) fagosit yapacak hiicre ile temasa

gelir. Fagositoz iki kademede gergeklegir (2s).

1- Temas ve Tutunma (Aderens): Aderens daha siki ve

gii¢lii olarak bakteri yilizeyine kaplanmig antikorlar araciligi
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ile saglanabilir. Antikorlar, Fab pargalan ile tutunduklan
bakteriyi Fc parcgalarnn ile fagosit yilizeyindeki Fc
reseptoérierine baglarlar. Mikroorganizmanin fagositlere
baglanmasini saglayarak fagositozu kolaylagtiran antikorlara
OPSONIN ve bu olaya da OPSONIZASYON denilmektedir.
Ozellikle kapsiilli mikroorganizmalar opsoninlerle kaph
olduklan zaman fagositiere tutunurlar, aksi halde fagositler

tutunamazlar (1s).

Bakteri yilzeyine yapigsmis kompleman komponentleri
(C3b) de hiicredeki spesifik reseptdére (CR3) baglanarak

fagositozu kolaylastiririar.

2- Sindirme : Bakteri, hiicre yiizeyinde psdédopodlar
arasindaki girinti igine alinarak orada hapsedilir, sonra
ps8dopodlarin kopmasi sonucu  hiicre igine bir kesecik
(Fagozom) igine alinmig olur (Endositoz). Fagozomlar, ¢esitli
hidrolitik enzimleri tagiyan lizozomlar ile birleserek
Fagolizozom'lari olugtururlar. Béylece mikroorganizmalarin,

bu kesecikler iginde 8ldiiriiliip sindirilme iglemi baglar (1s).

Fagosite edilmis mikroorganizmalar, hilicre igine
alindiktan sonra canh kalirlarsa, spesifik antikorlardan
korunmusg ol_arak enfeksiyonu kronik olarak siirdiirebilirler
veya gezici hiicreler igine alindiktan sonra &ldiiriilmeleri

gerekir.



Fagozom olugmasi sonunda solunum patlamasi
(Respiratory Burst) ve lizozomlarin fagozom membrani ile
flizyonu sonucu fagolizozom olusur. Fagosite edilmis
mikroorganizmalarin, fagozomlar icinde oéldiiriilmesi
siiperoksit-myeloperoksidaz sisteminin kombine galigmasi ile
meydana gelir (14, 36). Bakterisit maddelerin ¢odu solunum
patiamasi olayinda gergeklesen karmagik oksidatif olaylar
sonucu olugur. Solunum patlamasi; Stimule olan fagositlerin
oksijen metabolizmasindaki ani degigmeyi ifade etmektedir.
Bu olay NADPH oksidaz denilen fagositierde potansiyel
durumda bulunan bu enzimin aktivasyonu ile baslar. Bu
olaylar dizisinde hiicrenin oksijen tiiketimi ve oksijene olan
ihtiyaci siddetle artar. Bu olaylar dizisinde olugsan kimyasal

denkiemleri agagidaki gibi ifade edilebilirler (18, 30).

oksidaz

1) 20,+NADPH————— 20+ NADP* + H*(siiperoksit radikal olugumu)
2 2

stiperoksit dismutaz >H, 02+ O, (hidrojenperoksit olugumu)

2) 20;+2H;

3) H,0,+C|-—myeloperoksidaz _ aci+ OH- (Potent halid olusumu)

dokularda

4) HOCI+RNH, — RNHCI + H20 (potent kloraminlerin olugumu)

Bu arada, olugan hidrojenperoksidin bir kismi suya gevrilerek
zararsizlagtinlr:

glutation peroksidaz _ , + +
H, 0, +NADPH redikte giutation H20+NADP™ +H

H,0,—XaR1az_,54.0+0,



Reaksiyon denklemlerinde de gdriildiigii gibi reaksiyon-
larda siiperoksit radikallerinin olugmasi sirasinda, diger
taraftan yeni olugmus H,0,'in bir kisminin glutatyon-bagimh
iglemlerde suya ddniigtiirlilmesi sirasinda NADPH'In
(indirgenmis nikotinamid adenin dinukleotid) fazla
tiiketilmesi billyiik oranda NADPH yapimina ihtiyag
gdstermektedir. Bu olaylar dizisinde kaynak reaksiyon heksoz
monofosfat yoludur. Hiicreler bu yoldan bol miktarda glikoz

oksidasyonuna ydnelirler.

Glukoz - 6 - fosfat + NADP —°-°""0_, NADPH + 6 - fosfoglukonik asid

6-fosfoglukonik dehidrojenaz >NADP +

riboloz5 fosfat+ CO,

6 - fosfoglukonik asid+ NADP*

Fagositlerdeki solunum patlamasi reaksiyonlarinda
ortaya ¢ikan irilinler bakteriyosidal etkiye sahip olanlar
oksidlenmig halojenler ve oksitleyici radikallerdir. Oksitleyici
radikallerin en glgli olanlarindan biri hidrolitik radikal (OH)
dir. Hidroksil radikali biyolojik sistemdeki birgok hasardan
da sorumludur. Hidroksil radikallerinin olugmasi, metal
iyonlarinin katalizledigi reaksiyonlar ile saglanir. Burada

Fe**, muhtemelen O'ye maruz kalmig ferritinden ortama

salinmaktadir (4, 30).
Fe'*" + 0; —Fe** +0,
Fe'* +H,0, ——Fe*** +OH+OH"
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Notrofil graniillerindeki major antimikrobik proteinler ve
peptidler de dldiirme igsleminde non oksidatif faktérler olarak
yer alirlar. Aziirofil graniillerde bulunan Katepsin G (serin
proteaz) hidrolitik etkiye sahip olup, Gram-pozitif ve Gram-
negatif bakteriler ile bazi mantarlara etkilidir. Spesifik
graniillerde bulunan laktoferrin mikroorganizmalarin demir
kullanimimi  engeller, hidroksil radikallerin olugsumunu
kolaylastinir. Aziirofil ve spesifik graniillerde yer alan lizozim,
Gram-pozitif bakterilerin duvar yapisindaki miramik asidi
yikar. Defansinler, arginin ve sisteinden zengin antimikrobik
polipeptidlerdir ve aziirofil graniillerde bulunurlar. Bunlar,
Gram (+) ve (-) bakteriler ve bazi viriisler lizerine etkilidir.
Defansinlerin etki mekanizmalari iyi bilinmiyor. Zarfsiz
virlislere etkili olmayiglarida dikkate alinarak, muhtemelen
hedef hiicrenin membran yapisini bozduklari
disinilmektedir. Bakterisit ve permeabilite arttirici 'faktBr
ise, Gram (-) bakterileri dldiiren bir protein olup aziirofil

graniillerde bulunur.

Oldirilen mikroorganizmalar, lizozomal graniillerdeki
litik enzimler ile (asid hidrolazlar) pargalanip dagitilir. Bu
evre oksijene bagimsiz olarak yilirir. Geriye kalan artiklar
"EKSOSITOZ" veya "TERSINE ENDOSIT" denen bir olayla
hiicre digina atilabilirler.
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MIKROORGANIZMALAR TARAFINDAN FAGOSITOZ
ISLEMLERININ ENGELLENMESI :

A) Kemotaksi'nin Engellenmesi:

Bazi mikroorganizmalarin antijenler ve iiriinleri fagositoz
olayindaki birgok mekanizmalar1 etkilemekten sorumludur.
Ornegin; S.agalactia'nin 3. tip dzel antijeni, V.cholara'nin
kolera toksini, E.coli'nin enterotoksini, S .aureus'un alfa
toksini, S.pyogenes’'in O enzimi, Cl. perfringens'in theta

toksini'nin kemotaksiyi engelledigi gbsterilmigtir (26, 58).

B) Fagositik Hiicre-Mikroorganizma Yapigmasinin

Engellenmesi:

Bakteri kapsiilii fagositozu engeller. Kapsiil komplemani
tespit edemedijinden fagositik hiicre yiizeyindeki C3
reseptoérii ile komplemanin etkilenmesi mimkiin olamaz.
Kapsiile kargi antikorun bulunmasi durumunda,

mikroorganizma fagositozdan daha g¢abuk etkilenir.

Fagositozda yapigmayi engelleyen diger mikroorganizma
komponentleri Ornegin; bakteri piluslari, S .aureus'un A
protein i, Streptocuccus'un M proteini, S.typhi'nin Vi antijeni

ve N. gonorrhoeae'nin dis membran proteinleri‘dir (26).

12



C) Fagozom-Lizozom Filzyonunun Engellenmesi:

Bazi mikroorganizmalarin hiicre duvarindaki glukolipitier
veya salgiladiklari bazi1 driinler fagositlerde fagolizozom
olusumunu engeller. Ornegin M. tuberculosis'in hiicre
duvarinda bulunan glikolipitler ve T.gondii'in salgiladig: bir
driin, fagozom membranin yapisini bozarak fagolizozom
olugsmasini engeller. Bunun sonucunda, mikroorganizma
fagositik hiicrenin hidrolitik enzimlerinden kurtulur ve fagosit

icinde yagsamlarini sirdiiriirler.

T.gondii'nin antikor ile opsonize edildigi durumda,
fagositik hiicrede fagolizozom meydana gelir ve T.gondii
hiicre iginde o&lir. M. tuberculosis in antikorlarla opsonize
edilmesi sonucunda, fagositik hiicrede fagolizozom meydana
gelir, fakat bakteri hiicre igcinde canli kalabilir. Makrofajlarin
lenfokinlerle aktive olma durumunda, yukandaki iki

mikroorganizma makrofajlar tarafindan sindirilir.

Staphylococcus iceren fagozomlarin lizozomlarla
birlegsmesi, influenza virisii tarafindan engellenir. Burada
influenza viriisii fagositoz olayinda olugan myeloperoksidaz
salgilanmasini inhibe eder ve fagolizozom olayi
gergeklegmez. Bunun sonucunda influenza enfeksiyonu
gegiren hastalarda sekonder bakteriyel enfeksiyon goriilebilir

(26).
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D) Lizozomal Enzimlere Direng:

Oksijene-bagimli olamayan mikrobisit aktiviteye karsi
direng, organizmanin yiizey komponentleri ile olugsabilmek-
tedir. Ornegin; invitro ¢caligsmalarda Salmonella
typhimuriu'mun lipopolisakkaridinin granililer enzimlerin

birlegsmesini engelle-digi bildirilmigtir (2s).

E) Mikroorganizmanin Fagozomdan Sitoplazmaya Kagisi:

Mikroorganizma fagositik niicre igine alimip, fagozam
olugstuktan sonra, bazi durumlarda fagolizozom olugmamakta
ve mikroorganizma lizozomlarnin hidrolitik enzimlerinden
kurtularak fagositik hiicrenin sitoplazmasinda serbest
kalmaktadir. Ornegin; Peritonuna Trypanosoma cruzi enjekte
edilen farelerin makrofajlari enjeksiyondan bir saat sonra
elektron mikroskobu ile incelendijinde makrofajlar iginde
fagozomlarin gériilmedigi, Trypanosoma cruzi'in tripomasti-

got'larinin sitoplazmada bulunduklari izlenmigtir.

Bu ¢aligmada da gdriildigi gibi mikroorganizmanin
fagolizozom olusumuna kargt koyarak ne  sekilde
sitoplazmaya kagtig: bilinmemektedir. Ancak mikroorganizma
ve fagozom membrani etkilegimi veya mikroorganizma
tarafindan olugturulan bir enzim aracihg ile oldugu

distniilmektedir.
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Birgcok viriis konagin fagositik hiicreleri igine girip,
fagozom olugturmaktadir. Ancak fagozom-lizozom filizyonu
olugsmadan 8nce, fagozomdan kagmaya yanasir. Ornegin;
Vaccinia virlisii, fagositik hiicrenin igine girip, fagozom
olugturur. Bu viris ile etkilenmig olan fagozom membraninin
viral lipoproteinler ile sarilmasi, membran erimesi ve DNA
iceren ¢ekirdeklerin sitoplazmada serbest kalmas: ile

sonuglanir (26).
F) Mikroorganizmalarin Fagositik Hilcreleri Oldlirmesi:

Birgok mikroorganizmanin 8zellikle toksinleri, fagositik
hiicrenin membran yapisint ve gegirgenligini bozarak,
hiicrenin 6limiine neden olmaktadir. Ornegin; S.pyogenes'in
olugturdugu streptolisin O fagositik hilcrenin membranindaki
kolestrol ile birlegerek, fagositik hiicrenin membraninin
bozulmasina neden olur. Ayrica streptolisin S de hiicre
membraninin gegirgenligini bozarak, fagositik hiicreyi éldirtir

(24).

Staphylococcus tarafindan salgilanan Idkosidin, Ps.
aeruginosa'nin A toksini ve B.anthracis'in anthrax toksinide

ayni etki ile fagositik hiicreleri éldiirmektedir (2s).

OFLOXACIN HAKKINDA GENEL BILGILER :

Antibiyotiklerin goju mantarlardan elde edildigi halde
kinolonlar tamamen laboratuvarda kimyasal maddelerden

elde edilmiglerdir.
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Antimalaryal ilaglar lizerinde yapilan galigmalar sirasinda
antibakteriyel etkinligi saptanan ilk kinolon naldixic acid,
60'h yillar boyunca Gram negatif bakterilerin neden oldugu
driner sistem enfeksiyonlarinda sikhkla kullanilmigtir. Yeni
florlanmig kinolonlar ise, sadece Gram negatif bakterilere
degil, ayni zamanda Gram pozitiflere de etkileri ile, 1985'ten

sonra antimikrobik tedavide yeni bir ddnem agmigtir (35, 54).

Kinolonlarla ilgili galigmalar siirekliligini korurken ve her
yil birkag yeni kinolon tibbi kullanima sunulurken, ofloxacin
en iyi incelenen Kkinolonlar arasinda g&sterilmistir. Bu
antibiyotigin etki mekanizmasi, bakterilerdeki DNA sentezi
sirasinda rol oynayan bakteriyel DNA gyrase enzimini inhibe
ederek etki goOsterir (35). Ofloxacin ve norfloxacin'in
Enterobacteriaceae ailesi lizerine etkisinin, naldixic acid'in
etkisinden daha fazla oldugu  Dbildirilmigtir. Ayrica
norfloxacin'den farkli olarak, Gram pozitif bakterilere daha az

etki gdstermektedir (26, 32).

Ofloxacin glomeriiler filtrasyon ve tiibiler sekresyon
(renal) hem renal hem biliyer sistemle elimine olur ve
metabolize olmadan atilir. Idrardaki konsantrasyonlarinin
aym andaki serum konsantrasyonundan 25 ila 600 kati kadar

fazla oldugu bildirilmigtir (35).

Ofloxacin genellikle lriner sistem enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Akut alt triner
enfeksiyonlarinda (iiretrit, sistit ve pyelit) tek doz veya ii¢

glinliik tedavilerde bagari gansi %90-100 arasinda
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bulunmustur. Ayrica salmonella enfeksiyonlari, basilli
dizanteri, kolera ve alt solunum yolu enfeksiyonlarina neden
olan Gram negatif basillerin tedavisinde ofloxacin basgari ile

kullaniimaktadir (35).

ENTEROCOCCUS FAECALIS HAKKINDA GENEL BILGILER:

Genel olarak Gram pozitif koklar olup, D gurubu
streptokoklarin enterokok tirlerinden'dir. Gérinliimleri daha
¢ok ikigerli diplokoklar yada kisa zincirler olugtururlar. Bu
gdriintimleri ile Streptococcus pneumoniae'ye

benzemektedirler (9).

E.faecalis: At, tavsan veya insan kani igeren besiyerinde
beta hemoliz olugtururken, koyun kani igeren besiyerinde alfa
hemoliz olugturmaktadir. Kat:i besiyerinde gri parlak koloniler
olugtururlar. Biyokimyasal &zellikleri : %6.5 sodium kloriirli
besiyerinde, %40 safrali ortamda ve 45 ©9C'de iireyebil-
mektedirler. Ayrica eskulini hidrolize etmektedirler. Bu
organizmalar insan ve bazi hayvanlarin bagirsak, agiz ve
bazen deri normal florasinda bulunurlar. Uygun kogullarda
insanlarda idrar yollann enfeksiyonu, genital organ
enfeksiyonlari, kolestit ve yara enfeksiyonlar olugturabilir (s,

26).

E.faecalis; penicillin, Aminoglycoside'ler,

cephalosporinler, clindamycin ve diger elementlere karsi
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direng gdsterirler. Yiiksek dozlarda ampicillin enterokoklara
etkili olurken, bazi durumlarda bu organizmalarin ampicillin‘e
karg: direng gosterdigi bildirilmigtir. Aminoglycoside'ler
(8zellikle gentamicin) ile penicillin kombinasyonu, bu
organizmanin yaptig: “hastaliklarin tedavisinde
kullaniimaktadir. Ayrica vancomycin'inde enterokoklara etkili

oldugu bilinmektedir (8).

Antimikrobik llaglarin Fagosit-Mikroorganizma Etkilegimi

Uzerine Etkileri :
1- Antimikrobik llaglarin Kemotaksi Uzerine Etkisi:

in-vitro g¢aligmalarda, bir¢gok antibiyotigin kemotaksi
tizerine olumlu veya olumsuz ydnde etki gdsterdigi

bildirilmigtir (3, 7, 11).

Antimikrobik ilaglar kemotaksiyi Iiki degisik yolla

etkilemektedir:
A) indirekt Etki:

Bazi ilaglar bakteriyel iiriinlerin salgilanmasini kontrol
ederek, kemotaksiyi etkilemektedir. Ornegin; Sub-MiK'da
ampicillin ile inkiibe edilmis E.coli, ampicillin ile inklbe
edilmemis E.coli kiiltiiriine gbére daha gﬁglu kemotaksi

olugmasina neden olmaktadir. Erythromycin ve tetracycline
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bakteri tarafindan salgilanan kemotaktik faktdrieri azaltarak,

kemotaksiyi inhibe ederler (11).
B) Direkt Etki:

Bazi ilaglar fagositik hiicrelere direkt etki ederek,
kemotaksiyi olumsuz veya olumlu ydnde etkilemektedir.
Ornegin; Tetracyclin Ca** ve Mg** iyonlarina baglanarak, bu
iyonlarin fagositler igine girmesini engeller ve hiicrenin
biiziilmesine neden olur (22). Bunun sonucunda kemotaksi
engellenir. Antifungal ilaglardan amphotericin B de direkt

olarak kemotaksiyi engellemektedir (33, 49).

2- Antimikrobik ilaglarin Fagositoz Olayindaki Sindirme

ve Oldiirme Uzerine Etkisi:

Bu etki de iki ydnde incelenebilmektedir:
A) Direkt Etki:

Antimikrobik ilag'larin fagositoz olayindaki sindirme ve
éldiirme lizerine etkisinin incelenmesinde direngli
mikroorganizmalar veya ilaglarin sub-MiK'lari
kullaniimaktadir. Aksi halde ilacin fagositik hiicre lizerine mi,
yoksa bakteri lizerine mi etki ettigini ayirt etmek mimkiin
degildir. Ayrica direngli mikroorganizmanin B-laktamaz
olusturup olugsturmadi§i da o6nemlidir. B-laktamaz enzimi
antibiyotik giciiniin azalmasina ve antibiyotigin fagositik

hiicrelere kargi zayif etki gdstermesine neden olur (11).
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B) Indirekt Etki:

Antimikrobik ilaglar mikroorganizma yiizeyinde degisiklik
yaparak, mikroorganizmanin fagositiere kargi duyarhh hale

gelmesine neden olurlar (18, 31).

In vitro galigmalarda bu etkilegsimde mikroorganizma sub-
MIK'da ki antibiyotik ile muamele edildikten sonra, fagositik
hiicreler ile kargilagtirilmaktadir. Ornegin; S .aureus'un
membraninda bulunan A proteini kompleman ile bakterinin
opsonizasyonunu zayiflatir (23). Aym bakteri sub-MiK'da
clindamycin ile muamele edildiginde bakteri membaranindaki
A proteinin azalmasina bagh olarak, mikroorganizmanin
fagositler tarafindan sindirilmesi kolaylagir (20, 23).
Clindamycin; S . pyogenes'in ylizeyinde bulunan M proteini
tizerine etki edip, bu organizmaninin fagositler ile

etkilegsimini kolaylagtirir (12).

Sub-MiK'da azlocillin, carbenicillin, cefoperazone,
fosfomycin, netilmicin ve piperacillin ile muamele edilen
S .aureus, Streptococcus, E.coli ve Pseudomonas'in P N
I8kositler tarafl'ndan sindirilmesi kolaylagir (37). Ayrica sub-
MIK'da amoxycillin ve clavulanic acid ile muamele edilen S .
aureus'un P N l|dkositler tarafindan sindirilmesinde artma

oldugu gdrilmigtiir (44).
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FAGOSITIK HUCRELERIN ILAG-MIKROORGANIZMA
ETKILESIMI UZERINE ETKILERI :

Bazi durumlarda fagositik hiicreler ile
mikroorganizmalar, fagositoz olayr gergeklegsmeden de
birarada toplanip, ortamda bulunan antimikrobik ilaglarin

aktivitesini degisime ugratiriar (11).

Fagositik hiicrelerde oksidatif olmayan ve bakterisit etki
gbsteren (lizozim, katyonik proteinler, laktoferrin ve kiigiik
peptidler) enzimler bulunur. Fagolizozom gergeklegsmesi
sonucu, bu maddeler fagosite olmus mikroorganizma lizerine
etki gosterirler. Bu maddeler fagositoz esnasinda veya

fagositik hiicrenin 8imesi ile dig ortama salgilanirlar (30).

Fagositik hilicreler ile mikroorganizmalarin bir arada

toplanmasi sonucu, ii¢ degisik olay meydana gelmektedir

(11):

1.durumda; Bazi antimikrobik ilaglar mikroorganizmanin
morfolojik yapisinda degisiklik yaparak, fagositik hiicrelerin
oksidatif olmayan enzimlerinin aktivitesini arttirir. Ornegin;
nafcillin ile muamele edilen S .aureus, fagositik hiicrelerin
lizozomlarn: tarafindan, antibiyotik ile muamele edilmeyen

St.aureus'a oranla daha gabuk lizize ugratilmigtir.
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Chloramphenicol, tetracycline, gentamicin ve
streptomicin ile muamele edilen K.pneunomoniae, S.minnesot
ve Shigella sonni fagositik hiicrelerinin oksidatif olmayan

enzimlerini arttirmigtir.

2.ci durumda; Oksidatif oimayan bazi enzimler hidrofobik
ilaglarin, Gram negatif bakteriler igine alinmalarini
kolaylastirir. Ayrica monositler tarafindan salgilanan heniiz
bilinmeyen bir maddenin penicillin G nin S’'.aureus igine

alinmasini kolaylagtirdig: bildirilmisgtir.

3.durumda; Hiicre digi ortamin pH degeri azalmaktadir.
Ornegin; hicre digt ortamin pH dederinin 6.5 altina diligmesi
sonucu, ortamda bulunan bakterinin remesi B-laktam gurubu
antibiyotikler tarafindan inhibe olmasina kargin, hiicre digi
ortamin pH degerinin ylksek olmasi durumunda bakteri
iiremigtirr Bu olay pH'ya badimhh tolerans olarak

adlandiriimaktadir.

Aminoglycoside gurubu antibiyotiklerin bakterisitik
aktiviteleri hiicre digi ortamin pH'sina bagl'l olarak degigir. pH
degerinin 7.4'Gn altina diigmesi, antibiyotigin zayif etki
gbstermesine neden olmaktadir. Hiicre digi ortamin pH'sinin
fagositler tarafindan diigiirilmesi Aminoglycoside’'lerin

bakterisit aktivitesini azaltmaktadir.
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GEREG VE YONTEMLER

1. GEREGLER

1.1. Mikroorganizmalar

Bu ¢aligmada Marmara Universitesi Tip, Fakultesi
Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen muayene materyalinden
izole edilen Enterococcus faecalis (24) sugu kullaniimigtir.

1.2. Besiyerleri

Mitis Salivarius Agar (Difco)

Trypticase Soy Broth (Difco)

Trypticase Soy Agar (Difco)

1.3. Gozeltiler

Fosfat Buffer Saline (PBS) pH 7.4

gllitre
NaCl 8.0
KCI 0.2
Na,HPO,4 0.15
KH,HO 0.2
CaCl, 0.1
MgCi2 6H20 0.1

Distile su ile 1000 mi 'ye tamamlanir.
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Hanks Balanced Salts Solution (HBSS) pH 7.4

NacCl 8 g
KCi 400 mg
NayHPO4 50 mg
CaCl; 2H,0 60 mg
MgSO47H,0 190 mg
NaHCO; 350 mg
Glikoz 19
Fenolred 17 mg

Distile su ile 1000 ml 'ye tamamlanir.
Jelatinli Hanks:
Hanks ¢odzeltisine %1 jelatin ilavesi ile hazirlanmigtir.
% 6 Dekstran ¢dzeltisi
% 0.9 NaCl gozeltisi
% 0.1 BaCl, ¢ozeltisi
% 0.1 H,SO4 ¢dzeltisi
A gozeltisi (%2 Na2CO; (0.1 NaOH))
B ¢dzeltisi (% 1 CuSO4 5H,0)
(%2 NaKC,4H40¢)
D ¢ozeltisi (Folin reaktifi)

1.4. Boyalar

Giemsa boyasi

Tripan mavisi

1.5. Kullanilan Antibiyotik
Potensi 999 ug/mg olan Ofloxacin HCL Fako ilag

Fabrikasindan saglanmugtir.
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1.6. Mac-Farland Tiipleri

Standart bulaniklik elde etmek igin Iaboratuvarda
hazirlanan Mac-Farland 0.5 standart tiipid esas alindi. 0.1 ml

%0.1 BaCl; 9.9 ml %0.1 H,SO4 ilave edilerek hazirlanmigtir.

1.7. Kullanilan Arag ve Aygitlan

Otoklav (Trans Medikal Aletler A.$.)(yatay)
Su banyosu (Biotip)

Etiiv B 5042 (Heraeus)

Sterilizatdr (Elektro-mag)

Vortex (Niivemix)

Terazi (Bosh hassas terazi) (0.0001 g hassas)
Terazi (Mettler 0.1 g. hassas)

Santrifiij (Heraeus - Christ)

Sogutucu *4 C (Argelik 475 T)

Derin dondurucu (Soguk - Teknik)

Enjektdr (Pharma-Plast)

Filmler (Kodak)

Mikropipetler (Gilson ve Hamilton)

Pipet pompasi (Scienceware)

Ph - metre (Orion research)
Spektrofotometre (Shimadzu UV-120-02)
Spektrofotometre kuvartz kiivetleri (Hellma)
Mikroskop (Nikon, Alphaphot YS)
Calkalayicili su banyosu (Niive)

Deney tlipleri

Petri kutulan
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1.8. Kimyasal Maddeler

Heparin (Roche)

Dekstran 70 (Dekstran DRI Kontrol No:1398 EHU)
Ofioxacin (Fako llag Fabrikas:)
Trypticase Soy Agar (Difco)
Trypticase Soy Broth (Difco)
Baryum kloriir(Merck )

Silfiirik asit ( Merck)

Na;HPO4 Sodyum kloriir(Horasan kimya)
KH,PO4 (Merck)

MgSO,4 7H,SO (Horasan kimya)
CacCi, (Merck )

Glukoz (Merck )

MgCl,;(Merck )

NaHCO; (Merck )

Fenol red(Sigma )

Trypan mavisi (Merck )

KoHPO4 (Merck )

Metil-p-hidroksi benzoat (Merck )
NaOH (Merck)

BSA (Bovin serum albiimin) (Sigma)
Na,COj; (Merck)

CuSO4 5H,0 (Merck)

NaKc4H, ;05 (Merck)

Folin reaktifi (Sigma)

Jelatin (Difco)

Mac Conkey Agar (Difco)

Sodyum bikarbonat (Merck)
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Zymozan A (Sigma)
Ferrisitokrom C (Sigma)
Metanol (Merck)
Giemsa boyasi (Oxoid)

Agaroz (Sigma)

2. YONTEMLER

2.1. Hassasiyet Deneyi

Ofloxacin'in E. faecalis sugsuna kargi MIK'u sivi
besiyerinde dilisyon ydéntemi ile yapitlmistir (14). Trypticase
Soy Broth besiyeri otoklavda 121 °C 15 dakika tutularak steril
edilmisgtir. Ofloxacin'in HBSS icinde 1000 Hg/ml
konsantrasyondaki stok ¢dzeltisi, sivi Trypticase Soy Broth
besiyerinde (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56, 0.78, 0.39,
0.19, 0.09, ) yg/ml olacak sekilde sulandiriimistir.

37 °C de 18-24 saat inkiibe edilen sivi besiyerindeki
E.faecalis kiiltiirinden Mac farland 0.5 standart tiipii esas
alinarak hazirlanan slispansiyondan 0.5 ml (108 cfu/ml) her
test tipiline ilave edilmigtir. Tlpler 37 °C de bir gece inkiibe
edildikten sonra, tiplerdeki bulamklik gdzle incelenmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, mikroorganizmanin {lremesi
sonucu olugan bulaniklik dikkate alinarak, hi¢ bulanikhk
gdstermeyen dolayisi ile lreme olmayan en diigiik
konsantrasyondaki dilisyon minimal inhibisyon konsantras-
yonu (M.l.K) olarak saptanmigtir. Galismamizda sub-MiK
degeri (1.56 pg/ml ) deneylerde kullanilmistir.
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2.2. PMN 16kositlerin Elde Edilmesi

29 yas grubu saglikh kigilerden heparin (5 pg/ml ) igeren
steril giringa ile 10 ml vendz kan alinmistir. Uzerine dextran
"70" in serum fizyolojik su da hazirlanmig %6 ¢dzeltisinden 3
ml ilave edilmigtir. 37 °C de 1 saat su banyosunda sedimente
edildikten sonra, lékositten zengin plazma ayrilmigtir. Daha
sonra, plazma 1200 rpm de 5 dakika santrifijde gevrilerek,
P .N ldkositler ¢oktirilmigtiir (56). P .N ldkosit pelletlerine
kontamine olabilen eritrositlerden kurtulmak igin, l6kosit
pelletlierine soduk distile su (0.1/ml) ilave edilmis ve 30
saniye vortex te kangtirilarak eritrositler pargcalanmigtir.
Daha sonra karisima (3:1) oraninda soguk NaCl (0.6M) ilave
edilmig ve 2000 rpm de 4 dakika santrifijde cgevrilmigtir (5,
28). Ust sivi atilmis ve l8kosit pelletlieri sojuk PBS tamponu
ile 2 defa yikanmigtir. Total I6kosit sayimi standart metod ile
yapilmigtir (53). Ldkosit pelletleri HBSS ile siispansiyon
haline getirilmistir (107 I18kosit/m! HBSS). Bakterisit etki ve
siiperoksit olugumu deneylerinde %0;1 jelatin igeren HBSS

kullanilmugtir.

2.3. Lbkosit Canlilik Testi

Bir hacim ldkosit (P .N) siispansiyonu, 1 hacim %0.5
tripan mavisi ile (1:1) kangtinlmig ve oda isisinda 5 dakika
bekletilmigtir. Bu slire sonunda mikroskop altinda boyanmamig
canli hiicreler sayilmigtir (44). .
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2.4. Aderens Deneyi

Mikrotitrasyon plaklarindaki 8 kuyuya, sub-MIK da
ofloxacin ile 37 °C de 30 dakika inkiibe edilmig HBSS iginde
hazirlanmig 18kosit siispansiyonundan 100 pl (107 I18kosit/ml
HBSS) ilave edilmigtir. Diger 8 kuyuya antibiyotik igermeyen
HBSS iIginde hazirlanmig l8kosit slispansiyonundan 100 pl
(107 18kosit/ml HBSS) ilave edilmigtir. Daha sonra
mikrotitrasyon plaklarn %5 CO, igceren ortamda 37 °C de 30
dakika inkiibe edilmigtir. Yapigmayan hiicreler HBSS ile
yikanarak uzaklagtinnlmigtir. P. N l8kositlerin pargalanmasi
igin kuyulara 100 yl distile su konmug -20 °C de dondurulup
oda isisinda tekrar ¢dzindiridlmiigtiir (Bu islem iki kez
tekrarlanmigtir) (3). Kuyulara ofloxacin ile inkiibe edilmis ve
edilmemis P N ldkositlerin protein miktari Lowry metodu ile

u.v spektrofotometrede 550 nm de dlglilmiigtiir (34).
Lowry Protein Tayininde Kullanilan Coézeltiler

A- %2 NayCO g¢dzeltisi (100 mi 0.1 N NaOH de

¢Ozlindiiriilerek hazirlanmigtir.

B- %1 CuSO4 : x 5H,0
%2 NaKC4H4O¢
(1:1 oraninda kangtirilarak kullamilmigtir)

C-50ml A
1 ml ¢obzeltisinde hazirlanmig ve 1 giin iginde

kullanilmigtir.
D-Folin reaktifi
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2.4.1. Lowry Protein Deneyi

Protein miktarini tayin etmeke igin; standart protein
konsantrasyonu 1 mg/ml olan B.S.A. (Sifir Serum Albumini)
stok soliisyonundan, 50, 40, 30, 20, 10, 0 uyg/ml olacak sekilde
dilisyonlar hazirtfanmigtir. Protein konsantrasyonu (0) ug/ml
olan standart soliisyonla sifir ayan yapilmigtir. Kiiglik protein
konsantrasyonlu dilisyondan baglayarak, bitlin standart
dilisyonlar igin absorbsiyon degerleri spektrofotometrede
okunmusgtur. Standart dilisyonlarin, absorbsiyon (A) ve
protein konsantrasyon (K) degerleri arasinda K=F(A) standart
egri gizilmigtir. Aderens deneyimizde deney ve kontrol
numuneler u.v spektrofotometrede 500 nm de okunmusg,
alinan absorbanslar yukaridaki standart protein egrisi ile

kargilagtinilarak protein miktarlari hesaplanmigtir.

Aderens olayinin ne miktarda gergeklestigini saptamak
igin; mikrotitrasyon plaklarindaki kuyucuklara yapismisg
ofloxacin ile muamele edilmig l6kosit slispansiyonuna 1.2 ml
C c¢dzeltisi ilave edilmis ve karistinlmig, oda isisinda 10
dakika bekletildikten sonra lizerine 40 pl folin hizla eklenip,
bir saniye iginde vortex karigtirnicida karigtinnlmigtir. Ayni
islemler ofloxacin ile muamele edilmemis kontrol 8rnekler

200 pl de tekrarlanmistir.

Deney ve kontrol Jdrneklerin spektrofotometrede
absorbans degerleri dlgiiimiigtiir. Alinan absorbans degerleri,
standart egriden kargilastirilarak protein  miktarlar

saptanmigtir.
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2.5. Kemotaksi Deneyi

Bu deneyde agaroz alti ydéntemi laboratuvarimizdaki

kogullara gére modifiye edilerek kullanilmigtir (5, 13, 41).
2.5.1. Inaktif Serum Hazirlanmasi

Saghkl gonilliden alinan 10 ml heparinsiz kan 3000 rpm
de 15 dakika gevrilerek serum elde edilmigtir. Serum 56 °C de

30 dakika su banyosunda tutularak inaktive edilmigtir (5).
2.5.2. Zimozan Opsonizasyonu

7.5 mg zimozan HBSS tamponu ile 2000 rpm de 10 dakika
cevrilerek iki defa yikanmig, ¢Okeltiye opsonizasyonu
saglamak igin 0.5 ml serum ilave edilmis ve karigim 37 °C de
20 dakika inkiibe edilmigtir. Daha sonra karisim 2000 rpm de
10 dakika santrifijde g¢evrilerek serum uzaklagtinimigtir.
Santrifiljden sonra ¢dkelti HBSS ile bir kez yitkanmigtir.
Cokelti lizerine 0.5 ml HBSS ilave edilerek zimozan

opsonizasyonu hazirlanmigtir (5).
2.5.3. Agaroz Jelinin Hazirlanmasi

150 mg agaroz 9 ml distile su ilave edilerek 100 °C de 15
dakika steril edilmigtir. Daha sonra lizerine 9 ml HBSS, 2 ml
inaktif serum (%10) ve 7.5 mg NaHCOj; ilave edilmig, su
banyosunda 48 °C de bekletilmigtir. Yukarida hazirlanmig

agaroz jeli (5ml) petri kutularina (Gap1 60x15mm) daéltllml§;
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jel katilagtiktan sonra petri kutulari 4 °C de buzdolabinda 30
dakika bekletilmigtir. Agaroz Uzerinde oluk agict kullanilarak
4 seri, birbirleri ile 2.4 mm mesafe olacak sekilde, 2.4 mm

¢apinda ligll oluklar agilmigtir (13, 41).

Kemotaksi Deneyinin Yapiligi (Sekil 1)

5 ml agaroz ddkiilen petri kutusunda agilan 2 seri 2.4 mm
¢apindaki 3 olugun ortasindaki oluja 10 pl ofloxacin ile
inkiibe edilmis HBSS igindeki P N l8kosit silispansiyonu,
digtaki oluga 10 pl kemotaktik faktdr olarak, yukarida
anlatilan opsonize edilmis zimozan ¢dzeltisi ve igteki oluga
da kemotaktik faktdriin kontrolii olarak 10 ul HBSS

tamponundan konulmustur.

Ayni petri kutusunda agiimig olan diger iki seri 2.4 mm
¢apindaki 3 olujun ortasindaki oluga ofioxacin ile inkiibe
edilmemig HBSS igindeki P N ldkosit siispansiyonundan 10
ul konmusgtur. Diger oluklara yukarida ki islemlerin aynisi

uygulanmistir.

Daha sonra petri kutulan %5 CO, iceren nemli ortamda
37°C de 2 saat inkiibe edilmigtir. Inkiibasyondan sonra, P' N
I6kositleri agaroz altinda fikse etmek igin 3 ml metanol ilave

edilmig ve petri kutulari +4 °C de 18 saat bekletilmigtir (41).

Fiksasyondan sonra, agaroz besiyeri petri kutusundan
¢tkarilmadan Giemsa boyasi (1/10) ile 30 dakika boyanmigtir.

Daha sonra agaroz lizerinden boya uzaklagtirilmigs ve petri
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kutusu HBSS (3ml) ile li¢ kez yikanmigtir. Agaroz altinda PMN
I8kositlerin kemotaktik faktdore (zimozan) gd¢l mikroskop
altinda (10xbilylitme) incelenmistir. Sub-MIK da inkiibe
edilmig ve edilmemig P N I8kositlerin kemotaktik faktdre

olan gd¢li mm olarak dlgiilmisgtir (21, 41).

10 pl Ofloxacin iceren P° N
10 pl Hanks gbzeltisi —— O l6kosit silsrmsiyonu

o o o o o o

10 yl P N lokosit siispansiyonu
(kontrol)

o

o

> 0
10 pl opsonize edilmis Zimozon gozeltisi

!

o

Sekil 1- Sematik olarak kemotaksi deneyi

2.6. Bakterisit Etki Deneyi

Bu deneyde Nielsen'in ydntemi modifiye edilerek

kullanilmigtir (2, 43).
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2.6.1. Bakteri Susunun Hazirlanmasi

Trypticase Soy Broth besiyerine (1 ml), E.faecalis'in

pasaji yapilmig ve besiyeri 37 °C de 18 saat inkiibe edilmisgtir.

Inkiibasyondan sonra bakteri siispansiyon 3000 rpm de
10 dakika santrifiijde gevrilmistir. Ust sivi alinmig ve bakteri
2 kez fizyolojik tuzlu su ile yikanmigtir (3000 rpm de 10
dakika). Uzerine 1 ml jelatinli HBSS ilave edilmis ve bakteri

slispansiyonu spektrofotometrik metod ile 108 cfu/ml ya

ayarlanmigtir (6).
Bakterisit Etki Deneyinin Yapiligi
Bu deney alti adet (14x89 mm) tiipte yapilmigtir (Sekil 2).

A) 1. ve 2. tiiplerin herbirine; 125 pl ofloxacin ile inkiibe
edilmig HBSS icindeki 18kosit siispansiyonu (107 bakteri/ml
HBSS), 100 pl bakteri slispansiyonu (107 bakteri /ml HBSS) ve

25 pl inaktive edilmis serum (%10) konmustur.

B) 3. ve 4. tiiplere; 125 pl ofloxacin ile inkiibe edilmemis
HBSS igindeki Idkosit silispansiyonu ve yukaridaki diger

maddelerin aynisi ilave edilmigtir.

C) 5. ve 6. tiiplere ise, kontrol olarak 125 pyl PMN ldkosit
icermeyen HBSS tamponu konmus ve A-B de anlatilan

maddelerin aynisi ilave edilmigtir.

34



Fagositoz karigimi igeren A,B, ve C kontrol tiipii %5 CO,
li ortamda 37 °C de 30 dakika inkiibe edilmigtir. Daha sonra
her tiipteki karigimdan 100 pl alinmig ve lizerine 4.9 ml steril
distile su ilave edilerek 1/50 defa sulandinlmigtir. PMN
I8kositlerin patlatilmasi igin karigimlar hizli bir gekilde
pipetlenmigtir. Bunlardan alinan 100 pi &rnekler 9.9 ml
fizyolojik tuzlu suda 1/100 sulandiriimigtir. Sulandirilan
karigimlardan 100 pl 6rnekler alinmig ve eritildikten sonra
48°C ye sogutulmus 10 ml Mitis-Salivarius Agar ile petride
kanigtinnimisgtir. Petri kutulant 37 °C de 48 saat inkiibe

edilmigtir.

0 zaman ile 30 dakikalik kontrol ve deneyin 48 saat
inkiibasyonundan sonra petri kutularinda lireyen bakterilerin

koloni sayimi yapilmigtir.
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Ofloxacin igceren PMN L 37 °C de, 0 ve 30 dk.
Lokositler (125 pl)+Hanks inkliba

iginde E. faecalis (100 pl) nifibasyon
+inaktive edilmig serum (25 pl)

100 !

\

4.9 pl saf su igeren tilp’de P! N l6kositler'in pargalanmasi

100 pl

9.9 ml serum fizyolojik suda seyreltme

l 100 pl

10 mIl M.S.A besiyeri

l 37 °C de 48 saat inkiibasyon
Canli koloni sayimi
Sekil 3- Sematik olarak bakterisit etki deneyi
2.7. Superoksit Olgiilmesi

Siiperoksit élgliimesi icin gereken deneysel

ydntemlerden modifiye edilerek kullanilmigtir (6, 22, 46, 52, 59).
2.7.1. Bakteri Opsonizasyonu

Trypticase Soy Broth besiyerinde 37 °C de 18 saat inkiibe
edilen bakteri siispansiyonu, 3000 rpm de 10 dakika

santrifiijde gevrilmigtir. ki defa serum fizyolojik ile yitkanmig
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ve {izerine 1 ml inaktive edilmig serum ilave edilerek 37 °C de
20 dakika inkiibe edilmigtir. Inkiibasyondan sonra, karigim
3000 rpm de santrifiijjde gevrilerek serum uzaklagtirilmigtir.
Uzerine 1 ml jelatinli HBSS ilave edilerek, bakteri

siispansiyonu (108 cfu/ml) olacak sekilde sulandirilmigtir (5).

Siiperoksit Olgililmesi Deneyinin Yapiligi

Siperoksidin dlgiilmesi bakterisit etki deneyinde oldugu
gibi 6 adet (14x98) tiiplerde yapilmigtir (Sekil 3).

A) 1. ve 2. tiiplere; 100 pl ofloxacin ile inkiibe edilmis
HBSS igcindeki 16kosit siispansiyonu 100 pl opsonize edilmis
E.faecalis siispansiyonu (107 cfu/ml), 5 ul opsonize edilmis

zimozan ve 95 pl ferrisitokrom C ¢goézeltisi konmustur.

B) A deneyinin kontrolu olarak 3. ve 4. tiplere; 100 ul
ofloxacin ile inkiibe edilmemig HBSS igindeki Ilékosit
siispansiyonu (107/ml) ve A deneyindeki maddelerin aynisi

ilave edilmigtir.

C) 5. ve 6. tiiplere ise, P N I[8kosit igermeyen100 ul
HBSS tamponu konmus ve tiipe A,B deneyindeki ayni

maddeler ilave edilmigtir.

A, B tiiplerdeki reaksiyon karigimlari ve C kér tlipli %5
CO, igeren ortamda 37 °C de 30 dakika inkiibe edilmigtir. Ust
sivi alinmig ve ferrisitokrom C rediiksiyonu

spektrofotometrede 550 nm de dlgiilmiigtir. Reaksiyon
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sonunda olugsan sillperoksit miktari agagida formiille

hesaplanmigtir (22).

Formiil:
02 (nmol)=absorbans (A) X inkiibasyon karigim hacmi

X47.4

m Ofloxacin iceren P N 16kositler (100 pl)
+0psonize edilmig zimozan (5 pl)
+Opsonize edilmig E. faecalis (100 pl)

+Ferrisitokrom C (95 i)

U
1

37 °C de 30 dk inkiibasyon

|

4000 devirde 5§ dk santrifij
1 Ust sivi

Spektrofotometre’de 550nm’de absorbans Slgiimesi

Absorbans = Ferrisitokrom C rediiksiyonu

|

Formilil

Siperoksit (nmol) = Abs x Karigim miktari x 47.4

Sekil 3- Sematik olarak siiperoksit dlgiilmesi deneyi
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BULGULAR

2.1. Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Tayini

Ofloxacin'in E. Faecalis (24) suguna karsi (108 cfu/ml)

sub-MIK degeri (1/2 MiK) 1.56 mg/L olarak bulunmusgtur.

2.2. Lokosit (P N) Canhhk Testi

Canlhiik testinde, P N ldkositlerin %98'i canh olarak

bulunmustur.

2.3. Ofloxacin'in Aderens (Jzerine Etkisi :

Ofloxacin ile inkiibe edilmemis ve Sub-MIiK da ofloxacin
ile inkiibe edilmig P N ldkositlerin protein miktan Tablo 1 de
goriimektedir.

Protein miktarlari kontrol grubunda 42.5, 41, 43.2, 33,
35.8,34.2, 32.5, 34.2, pg/ml olarak bulundugu halde deney
grubunda Sub-MiK'da ofloxacinden etkilenen P N I8kositler-
deki protein miktari 41.2, 43.4, 47, 43.6, 47.8, 39.2, 37.4, 37

pg/ml olarak bulunmugtur.

Sub-MiK'da ofloxacin aderensi, kontrola goére anlamli
olarak arttirmigtir ( t: 2.35, p=0.05 paired T. test). Protein
ortalama konsantrasyonlann Sub-MiK'da ofloxacin'in 42.07
+4.10 pg/ml, kontrol grubunda ise 37.05 +4.44 ug/ml olarak

bulunmugtur.

39




Tablo

1. Sub-MiK da ofloxacin'in P N I8kositlerin

aderensi lizerine etkisi

Total protein miktarlari (ug/ml)

Numune [Sub-MIK da ofloxacin Ofloxacin ile inkiibe
No ile inklibe edilmisg edilmemig P N'lerde
P N'lerde (Deney) aderens |[(kontrol) aderens
1.56 pg/ml)
1 41.2 42.5
2 43.4 41
3 47 43.2
4 43.6 33
5 47.8 35.8
6 39.2 34.2
7 37.4 32.5
A 37 34.2

Tablo 2. Sub-MIK'da ofloxacin ile inkiibe edilmis P N

I6kositlerin (deney) ve ofloxacin ile inkiibe edilmemis P 'N

I16kositlerin (kontrol) mikrotitrasyon plaklarindaki yilizeye

aderensi
Antibiyotik Konsantrasyon Aderens(ug/ml) S.D.
Kontrol @ --e--- 37.056 4.43
Ofloxacin 1.56 42.70 4.10
t: 2.36 P=0.05 (Paired T-test)




2.4.0floxacin'in Kemotaksi (zerine Etkisi:

Sub-MiK'da ofloxacin ile inkiibe edilmis P N I8kositlerin
kemotaktik faktdre (zimozan) olan gdg¢li 1.3 mm, ofloxacin ile
muamele edilmemig kontrol P N ldkositlerde kemotaktik
faktére gb¢ 1.0 mm olarak bulunmugtur. Sub-MIK'deki
ofloxacin P N l6kosit gb¢iinll az da olsa arttirmigtir. Resim

1. de deney sonuglan gdriilmektedir.
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Resim 1.a

(Deney)

Resim 1.b
(Kontrol)
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2.5.P N Loékositlerin Bakterisit Etkisi Uzerine

Ofloxacin'in Etkisi

Sub-MiK'da ofloxacin ile inkiibe edilmig P N l6kositlerin
bulundugu fagositoz karigimindan (0) zamanda alinan érnekte
cfu sayisi yaklagik 100 cfu/ml, 30 dakikada 11 cfu/ml
bulunmustur. Ofloxacin ile inkiibe edilmemig P N l6kositlerin
bulundugu fagositoz karigimindan (0) zamanda alinan ornekte
cfu sayisi yaklagik 100 cfu/ml, 30 dakikada 45 cfu/ml

saptanmigtir.

Deney sonuglarinda gérildigi gibi sub-MiK'da ofloxacin
ile inkiibe edilmis P. N Idkositlerin fagositoz orani %89
gériiliirken, kontrol grupta, ofloxacin ile inkiibe edilmemis

P N lékositlerin fagositoz oranin %55 goérilmugtir.

Deney sonuglari: Tablo 3, Sekil 4, Resim 2, 3 ve 4

gdriilmektedir.

Tablo 3 Sub-MiK'da ofloxacin ile inkiibe edilmis (deney)
ve ofloxacin ile inkiibe edilmemis (kontrol) P N lerin

E.faecalis'e karsi bakterisit etkisi:

Zaman Sub-MiK'da ofloxacin __miktari (1.56 mg/l)
(dakika) Kontrol (cfu/ml) Deney (cfu/ml)

0 100 100

30 45 11
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30
Zaman

Sekil 4- Sub-MiK'da ofloxacin ile 30 dakika inkiibe
edilmis (deney) ve ofloxacin ile inkiibe edilmemis (kontrol)
P N'lerin E.faecalis'in total sayisi iizerine bakterisit etkisi

(cfu%).
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Resim 2a. Sub-MiK'da ofloxacin ile inkiibe edilmis P N
l6kositlerin bulundugu fagositoz karigimindan (0) zamanda
alinan drnekte (100 pl) lireyen E.faecalis kolonilerinin Mitis
Salivarius Agarda goériinigi.

Resim 2b. Sub-MiK'da ofloxacin ile inkiibe edilmis P N
l6kositlerin bulundugu fagositoz karigimindan (30') zamanda
alinan 6rnekte (100 pl) ilireyen E.faecalis kolonilerinin Mitis
Salivarius Agar da goriiniigi.
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Resim 3a- Ofloxacin ile inkiibe edilmemis P N
I6kositlerin bulundugu fagositoz karigimindan (0) zamanda
alinan érnekte (100 pl) iireyen E.faecalis kolonilerinin Mitis

Salivarius Agar da gériiniisi.

Resim 3b. Ofloxacin ile inkiibe edilmemis P N
l6kositlerin bulundugu fagositoz karigimindan (30') zamanda
alinan 6rnekte (100 ul) iireyen E.faecalis kolonilerinin Mitis
Salivarius Agar da goriiniisu.



Resim 4a. P N ldkositlerin bulunmadigi fagositoz
karigimindan (0) zamanda alinan 6rnekte (100 pl) dGreyen
E.faecalis kolonilerinin Mitis Salivarius Agar da goriinligu.

Resim 4b. P N lékositlerin bulunmadig fagositoz
karigimindan (30') zamanda alinan 6rnekte (100 pl) dreyen
E.faecalis kolonilerinin Mitis Salivarius Agar da gérinusi.
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2.6 Ofloxacin'in Siiperoksit Uzerine Etkisi

Sub-MiK'da ofloxacin ile 37 °C de inkiibe edilmig P N'ler
(deney) ile ofloxacin ile inkiibe edilmemig (kontrol) P N'lerin
E.faecalis'e karsi olusturdugu siiperoksit anyon miktari Tablo
4 de goriilmektedir. Siiperoksit miktari deney grubunda 5.74
nmol/108 lokosit, kontrol grubunda 4.37 nmol/108 I8kosit olarak

bulunmusgtur.

Deney sonuglarina gére Sub-MiK'da ofloxacin P N

I6kositlerin siiperoksit olusumunu attirmaktadir.

Tablo 4. Sub-MiK'da ofloxacin ile 37 °C de 30 dakika
inkiibe edilmis P N Idkositlerin (deney) ve ofloxacin ile
inkiibe edilmemis P N lokositlerin (kontrol) E.faecalis

susuna kargi! olugturdugu siiperoksit miktari.

Antibiyotik Konsantrasyon Siiperoksit
(mg/l) (nmol/108 P. NL

Kontrol: = . @Fe=es 4.37

Ofloxacin 1.56 5.74

* Degerler iiglii galigmalarin ortalamasidir.
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Tartigma

Bu galigmada sub-MiK'da ofloxacin ile 37 °C de 30 dakika
inkiibe edilmis P N l8kosit fonksiyonlarinda (aderens,
kemotaksi, bakterisit etki, siiperoksit olugsumu) bir artig

oldugu saptanmistir.

Literatiirde gériildigii gibi in vitro kogullarda yapilan
galismalardan elde edilen sonuglarin in vivo uygulanmasi,
bazi durumlarda tehlikeli olabilir. Ornegin; norfloxacin'in in
vitro Gram pozitif bakterilere etkisinin diger kinolonlardan
daha az olmasina karsin, in vitro bu antibiyotigin P N
|6kositlerin S . aureu’a karsi fagositoz ve bakterisit etkisini
arttirdigi gozlenmigtir. Bununla birlikte klinik degeri yiliksek
olan ciprofloxacin'in in vitro P N I&kositlerin bakterisi
etkisine ayni etkiyi gdostermemistir (10). Bu celigkili sonuglar,
in vitro ve in vivo kosullardaki konsantrasyon ve
farmakokinetik farkliliklarin sonucu olabilir (10). Antibiyotik
kullanan hastalarda, kan hiicrelerinin fagositoz fonksiyonlar
tizerine yapilmig gahigmalar gok azdir. Ayrica immun sistemi
normal isleyen saghkh génillilerde in vivo antibiyotik

etkinligini arastiran incelemeler gok azdir (7).

Galigmamizda; sub-MiK'da ofloxacin ile inkiibe edilmis
P N ldkositlerde aderens, 42.70 +4.10 pg/ml iken, ofloxacin
ile inkiibe edilmemis kontrol P N I8kositlerde 37.05 *4.44
pg/ml  olarak  bulunmustur. Bu bulgular sub-MiK'da
ofloxacin'in P’ iN I6kositlerin aderensini arttirdigini

goéstermektedir. Ofloxacin'in in vitro plastik yiizeye yapigmasi
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ile ilgili her hangi bir literatiire rastlanmamigtir. Ancak
Vander ve Husson (3) yaptiklan g¢aligmada 6mg/L
konsantrasyonda rifampicin ile anamycin'in in vitro aderens
tizerine ®nemli olgiide arttinci etki gdsterdiklerini
bildirmiglerdir. Arastiricilar kullandiklari iki antibiyotigin
aderens iizerine etki mekanizmalann hakkinda Dbilgi

vermemiglerdir.

Caligmamizda sub-MiK'da ofloxacin ile inkiibe edilmis
P N lI&kositlerin kemotaktik faktdére dogru gdég¢ii 1.3 mm,
ofloxacin ile inkiibe edilmemis kontrol P N lékositlerin gé¢i
1.0 mm olarak bulunmusgtur. Sub-MiK'da ki ofloxacin, P N

18kosit goglinli az da olsa arttirmigtir.

Birgok antibiyotigin kemotaksi uzerine etkisi
incelenmigtir. Ancak incelenen antibiyotiklerin kemotaksi
izerine etki mekanizmalari kesin olarak bilinmemektedir. Bu
konu ile ilgili bazi mekanizmalar ileri siirilmustir. Ornegin;
P N lokositlerin damar endotelinin ylizeyine yapigsmasinin
zayiflatilmasi, antibiyotigin Ca ve Mg iyonlan ile birleserek
hiicrenin biiziilmesine neden olmasi, P N I&kositlerinin
membran sivisinin degisiklige ugramasi veya kemotaktik
faktorlerin aktive olmasi sonucu olabilir (3). Boogaerts ve
arkadaslarinin (10, 17) yapmis olduklani g¢ahgmada P N
|6kositlerin kemotaktik faktdre (bakteri fragmentleri) dogru
gdgiiniin  ofloxacin (1mg/L, 10/L) tarafindan arttirildig:
bildirilmigtir. Lombard ve arkadaslan (7) c¢aligmalarinda
ofloxacin, pefloxacin ve ncrfloxacin'in kemoktaksi uzerine

énemli derecede etki géstermediklerini bildirmiglerdir.
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Antibiyotigin PMN Idkositler tarafindan alinmasinin,
I6kosit iginde canh kalabilen Patojen mikroorganizmalarin
dldiriilmesinde &nemi Dbildirilmigtir (29). Her zaman
antibiyotigin hicreler tarafindan alinmasinin, onun hiicre
icinde intraselliller aktivite gdsterebilmesi ig¢in yeterli
olmadig gdsterilmigtir. Ornedin; Pascial ve arkadaglan (42,
45) ciprofloxacin ve ofloxacin'in hilicre igine yeterli miktarda
alindiginda, fagositik hiicre igine alinan St.aureus'u
dldiirdigid  halde, St.epidermidis'e etkisiz oldugunu
bildirmiglerdir. Diger taraftan antimikrobik ilacin PMN l8kosit
icinde birikmesi, bazen hiicrenin normal fonksiyonlari igin
tehlikeli olabilir. Ornegin; Hiicre igine girebilen bir
antibiyotik olan rifampicin, hiicrenin normal fonksiyonlarini
azalttigy ve lenfosit fonksiyonu lizerine immunosiipresif etki

gdsterdigi bildirilmistir (25).

Deneylerde fagositoz karigiminda antibiyotik igeren
Hanks'in ve serumun bulunmasi, ortamda bulunan bakteri
Uzerine etki ederek bakteri sayisininin azalmasina neden
olabilir (11). Bdylece bakteri sayisindaki azalma ldkositler
tarafindan mi, HBSS iginde bulunan antibiyotik veya serum
tarafindan mi olmaktadir kesin olarak bilmek mimkiin
degildir (5, 11). Bu nedenle deneylerimizde ofloxacin ile
inkiibe edilmis P N I|dkositler, E.faecalis'e kargi fagositoz
igslemine tabi tutulmadan deney baglangicinda Hanks igindeki
ofloxacin yikama iglemi ile uzaklagtirilmigtir. Ayrica serumun
antimikrobik etkisi 1s1 ile uzaklastinimistir. Fagositoz da

aldigimiz sonuglar, yukarida anlatildigs gibi antibiyotik
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tarafindan etkilenen P N Ildkositlerin fonksiyonlarindan

kaynakianmaktadir.

Gahigmamizda; ofloxacin ile inkiibe edilmis PMN
I6kositlerin E.faecilis'e kargi bakterisit etkisi 0 zamanda
yaklasik %0, 30 dakikada %89 olurken, ofloxacin ile inkiibe
edilmemis P N I|8kositlerin bakterisit etkisi 0 zamanda
yaklagik %0, 30 dakikada %55 olarak bulunmustur. Bu
bulgular sub-MIK'da ofloxacin'in P N Ibkositlerin E.
faecalis'e karg:i fagositoz hizint arttirdigimi géstermektedir.
P N Ibkositlerin fagositoz hizinin artmasinda, g¢esitli
faktdrierin rolii olabilir. Ofloxacin’'in liposolubilitesi ve
I8kosit igine diffiize olma kabiliyeti ciprofloxacin ve
enoxacin'den daha fazla oldugu gosterilmigtir (19, 32). Nielsen
ve Nielsen'in (43) galigmalarinda, P N ldékositler i¢gine alinan
ofloxacin’in fagosite edilmis bakteri ile temasi sonucu,
bakterinin daha duyarli hale geldigini ve Idkosit iginde
bulunan antimikrobik sistemin duyarhihigimin arttigin:

bildirmiglerdir.

Caligmamizda da, antimikrobik sistemin elemanlarindan
olan siiperoksit olugsumunda bir artig saptanmigtir. Ofloxacin
ile inkiibe edilmis P N Iokositlerde siiperoksit olusumu 5.74
nmol/108 I18kosit, kontrol 16kositlerde 4.37 nmol/106 I8kosit
olarak bulunmusgtur. Bu bulgular ofloxacin'in siliperoksit

olugsumunu arttirdigini géstermektedir.
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Nielsen ve Nielsen'in (43) yapmig olduklari galigmada,
sub-MiK'da ofloxacin ile inkiibe edilmis P N lbékositlerin
Pseudomonas aeruginosa'ya kargi bakterisit etkinin,
ofloxacin ile inkiibe edilmemig kontrol P N l8kositlere oranla
daha fazla oldugdunu bildirmiglerdir. Boogaerts ve arkadaglarn
(10) galigmalarinda P N lékositlerde siiperoksit olusumundan
sorumlu olan hekzoz monofosfat yolunun, ofloxacin
tarafindan stimule edildigini bildirmislerdir. Tramb ve
arkadaglarinin (55) yapmig olduklan galigmada, ofloxacin'in
I6kosit iginde bulunan 8. marcescens iizerine bakterisit
etkisi rifampicin ile kargilagtinlmis ve li¢ saat siire iginde,
ofloxacin'in bakterisit etkisi %99, rifampicinin etkisi %97

oraninda bulunmugtur.

Literatilir ve bulgularimizin i1si§1 altinda, ofloxacin'in P N
I18kositlerin fonksiyonlarini arttirici etkisi yaninda
intraselliiler aktivitesinin yliksek olmasi nedeni ile
intraselliiler enfeksiyonlarin tedavisinde ve PMN
I8kositlerdeki siiperoksit olusumunun az oldugu kronik
graniilomatoz'lu  hastalarda, Idkositlerinde sliperoksit
olugumunu stimule edici profilaktik bir ilag olarak

kullanilabilecegi diigtindlebilir .
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OZET

Bu galigmada ofloxacin'in Sub-MiK'da E.faecalis'e kargi
P N ldkosit fonksiyonlarindan aderens, kemotaksi, bakterisit

etki, siiperoksit olugumu Uzerine etkisi aragtirilmigtir.

Sub-MIK'da ofloxacin ile daha &nceden 37 °C de 30
dakika inkilibe edilen P .:N ldkositlerin fonksiyonlarinda bir
artig saptanmigtir. Ofloxacin’in aderens lizerine etkisi Lowry
yontemi ile plastik ylizeye yapigan hiicrelerin protein miktari
blgllerek bakilmigtir. Ofloxacin ile inkilibe edilmis P N
I6kositlerde dlgililen protein miktann 42.7 14.10 pg/ml,
ofloxacin ile inkiibe edilmemis P N'lerde 37.05 +4.44 ug/ml
bulunmusgtur. Kemotaksi deneyi agarozalti jel ydntemi ile
yapilmigtir. Ofloxacin ile inkiibe edilmig P N l&kositlerin
kemotaktik faktdore dogru gdgii 1.3 mm, ofloxacin ile inkiibe
edilmemis P N ldkositlerin go¢ili 1.0 mm olarak gézlenmisgtir.
Bakterisit etki tayini 0 ve 30 dakika zamanlarda incelenmistir.
0 zamanda antibiyotikli ve antibiyotiksiz olan fagositoz
karigimindan alinan drnekler de lireyen E.faecalis kolonileri
100 (cfu/ml), 30 dakika sonra antibiyotikli ve antibiyotiksiz
olan fagositoz karigimindan alinan drneklerde koloni sayimi
sira ile 11 ve 45 (cfu/ml) bulunmugtur. Ofloxacin'in siliperoksit
olugumu iizerine etkisi, ferrisitokrom C rediiksiyonunun
spektrofotometrik olarak olgiilmesi ile arasgtinimigtir.
Ofloxacin ile inkiibe edilmis P N ldkositlerde siiperoksit
miktar1 5.74 nmol/108 I6kosit, ofloxacin ile inklibe edilmemis

P N lI8kositlede 4.37 nmol/106 g8zlenmisgtir.
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SUMMARY

In this investigation, the effect of ofloxacin in sub-MIC
on PMN leukocyte functions (adherence, chemotaxis,
bactericidal activity, and superoxide production) against

E.faecalis was studied.

The incubation of PMNL with ofloxacin for 30 minutes at
37 °C showed an increase in above mentioned PMNL
functions. The effect of ofloxacin on adherence was
measured using Lowry method by determining the amount of
cell proteins adhered to plastic surface. The amount of
protein in incubated of PMNL with ofloxacin was 42.7 £4.10
Hg/ml, while in control, it was 37.05 £4.44 ug/ml. Chemotaxis
experiment was performed by under Agaroz method.
Migration distances of PMNL towards chemotactic factor for
incubated PMNL with ofloxacin and control PMNL were 1.3
mm, 1.0mm respectively, The bactericidal activity of PMNL
was studied at 0 time and after 30 minutes. At 0 time, the
number of E.faecalis colonies in phagocytic mixture with
ofloxacin and without ofloxacin was approximately 100
cfu/ml, while .after incubation for 30 minutes, the number of
colonies with ofloxacin was 11 cfu/ml and without ofloxacin
it was 45 cfu/ml. The effect of ofloxacin on superoxide
production was investigated by measuring ferrcytochrom C
reduction spectrophotometrically. The amount of superoxide
formed in incubated PMNL with or without ofloxacin were 5.7

nmol/10% PMNL and 4.37 nmol/108 PMNL respectively.
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