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1. GIRIS

Immiin savunma sistemi, hastalik yapici etkenlerle devamli karg:
karsiya oldugundan, genellikle aktif durumdadir. Dogal savunma olarak bilinen bu
durumun, gesitli faktdrlerden etkilenerek fonksiyonlarini azaltmas: veya kaybetmesi
hastalik hallerinde prognozu iyice kotiilestirebilir. Bu nedenle, saghkli olmak
‘immiin sistemin yeterliligi ile dogrudan ilgilidir.

Immiin sistem, hiicresel ve hiimoral béliimlerden olusur. Viicut
savunmas1 ve bagisiklifin saglanmasinda, her iki boliim de etkin rol oynar.
Ozellikle enfeksiyon hastaliklarin baglangicinda, hiicresel savunmada ©nemli
fonksiyonlara sahip olan nétrofillerin (Polimorfniikleer Lokosit/PMNL) rolleri
biiyiiktiir. Bu hiicrelerin yapimlarinda veya fonksiyonlarinda olusabilecek bir
aksama, hiimoral sistemin de yeterince aktivite gosterememesi ile
sonugclanabileceginden immiin sistemde biitiinliik saglanamaz.

Immiin sistemin olumsuz etkilenmesinde, enfeksiyon hastaliklarin gerek
proflaksisinde gerekse sagitilmasinda yaygin bir sekilde kullanilan
kemoterapétiklerin ayn bir 6nemi vardir. Kemoterapide nemli bir grubu olusturan
antibiyotiklerin hemen g¢ogunun immiin sistem iizerindeki olumsuz etkileri
bilinmektedir. Oysa ki, kemoterapide ana ilke, konakgiya hi¢ zarar vermemek veya
en az zararla sagitimu gerceklestirmektir. Ancak, bdylesine ideal bir antibiyotikten
bugiin i¢in sdzetmek miimkiin degildir. °

Ulkemizde, ilag kullanimimin Veteriner ve begeri hekimlikte ne denli
yaygin ve diizensiz oldugu herkes tarafindan bilinen bir tespittir.

Bu calismada, PMNL fonksiyonlar: tizerindeki etkileri incelenen
kloramfenikol, yakin zamana kadar iilkemizde Veteriner hekimliginde en yaygin
kullanilan ilaclar araémdaydl. Ozellikle; insanlarda aplastik anemi, graniilositopeni,
optik noyritis ve yeni dogan bebeklerde goriilen gri sendromu gibi etkileri goz

Oniinde bulundurularak, tirtinleri gida olarak tiiketilen hayvanlara uygulanmasindan



vazgecilmigtir. Ancak, kloramfenikol ve tiamfenikol begeri hekimlikie halen yaygin
olarak kullanilmaktadir.

Bilindigi lizere, kloramfenikol'in p-nitro grubu tagimasi ve toksik
metabolitlerine ayrigmas: gibi 6zellikleri yan etkilerini arttirmaktadir. Daha
onceden bilinen bu yan etkilerinden bagka, immiin sistem iizerindeki olumsuz

“etkilerinden de bahsedilmektedir. Bu durum, ayn: grupta bulunan ve daha az yan
etkileri olan tiamfenikol ve florfenikol'iin, kloramfenikol'e tercih edilmesine sebep
olmaktadir.

Immiin sistemdeki yetersizlik, gerek proflakside gerekse sagitimda
basarisizliklara neden olur. Ozellikle, savunma sistemi tarafindan baskilanan ve
ilacla sagitilamayan veya ilaglara diren¢ kazanmis patojenlerin giderilebilmesi,
biitiiniiyle miimkiin olmayabilir. O nedenle, rasyonel bir sagitim i¢in kullanilacak
ilaglarmn, immiin sistem iizerindeki etkilerinin bilinmesi Snem tagur.

Bu caligma ile, kloramfenikol'iin; dogal bagisiklifin hiicresel
savunmasinda dnemli rolii olan PMNL'lerin fagositoz yetenegi ve mikrobisidal
aktivitesi (Candida albicans "1n hiicre i¢i Oldiiriilebilme yetenegi) iizerindeki in vivo

ve in vitro etkisinin belirlenmesi amagclanmugtir.



2. LITERATUR BILGI

Organizmayi hastalik etkenlerine karg1 savunan mekanizmalar, antijene
bagiml (antijen-spesifik) ve antijene bagimli olmayan (antijen-nonspesifik) olmak
iizere iki gruba ayrilir. Herhangi bir antijenle karsilasildi§inda antijen-spesifik
mekanizmalar uyarilarak genellikle, o antijene kars: "immiinite” olarak da
isimlendirilen spesifik bir korunma saglanir. Antijenle bu kargilagma esnasinda
antijen-nonspesifik savunma faktorleri de aktive olur. Son yillarda "paramiinite”
olarak da isimlendirilen bu nonspesifik savunma faktorleri arasinda; interlokinler
(IL-1, IL-2, IL-3, ..., IL-8), tiimér nekrozis faktor (TNF) gibi mediyatorlerin
yaninda komplement-opsonin-properdin sistemi ve lizozim gibi sivisal faktorlerle
mikrofajlar (PMNL), makrofajlar, dogal katil hiicreler ve T/B-lenfositler gibi
hiicresel faktorler de yer almaktadir. Bu faktérlerden bazilarinin ayni zamanda
antijen-spesifik bagisiklifin olusumunda da rol oynamasi, antijen-spesifik ve
antijen-nonspesifik savunma sistemleri arasinda kompleks etkilegsimlerin
bulundugunu gostermektedir (67).

Ozellikle mikrofajlar ve makrofajlar, fagositoz ve hiicre i¢i bakteri
oldiirebilme kapasiteleri ile antijen-nonspesifik savunma sisteminde ¢ok onemli bir
yer tutmaktadir. PMNL'ler daha ¢ok, yanginin baslangicinda etkinlik
gdstermektedirler. Mikroorganizmalarin etkisiz hale getirilmesinde rol oynayan bu
hiicrelerin, antibakteriyel ilaglarin ¢ogu tarafindan baskilandifr ¢esitli
aragtirmalarla ortaya cikarilmustir (5, 15, 20, 23, 24, 235, 43, 71). Ozellikle
kloramfenikol ve tetrasiklin gibi genig etki spektrumuna sahip antibiyotiklerin
PMNL fonksiyonlar: (fagositoz, bakterisidal aktivite vd.) lizerinde engelleyici

etkilerinin oldugu 6ne siiriilmektedir (15, 54, 55, 73).



2.1. Fagositoz

Fagositoz, partikiiler yapidaki maddelerin ekstraselliiler ortamdan
intraselliiler vakuollere ta§1nmaéld1r (69, 80). Tek hiicreli canlilarin beslenmelerine
aracilik eden bu olay, kompleks yapili canhlarda ©nemli bir savunma
mekanizmasidir (7). Sadece bu fonksiyon igin Ozellegmis hiicreler tarafindan
gerceklestirilen fagositoz olayi, ilk kez 1882 yilinda Metcnikov (13) tarafindan
gozlemlenmistir. Ozellikle akut safhada, enfeksiyonun ilerlemesinin nlenmesi
acisindan 6nemli fonksiyonlardan biridir.

Mikroorganizmalara karg: yiiriitiillen miicadelede, fagositoz yapma
yetenegine sahip hiicrelerden bazilar1 hareketlidir. Bunlar, kemotaktik maddelerin
etkisi ile enfeksiyon bolgesine go¢ edebilme Ozelligindedirler. Bu grupta,
polimorfniikleer 16kosit (PMNL)'ler ve kan monositleri bulunur. Diger grupta yer
alan hiicreler ise spesifik doku makrofajlanidir. Sadece, dokularda bulunan ve 6zel
adlarla anilan bu hiicreler bulunduklar1 bolgeye gore isim (karacigerde kupfferin
yildiz hiicreleri, peritonda peritoneal makrofajlar, beyinde mikrogliyalar vd.)
alirlar. Bu tip hiicreler, bag doku iplik¢iklerine tutunarak sinirh derecede hareket
ederler (37, 66). Bir adet PMNL hiicresi 5-25 adet mikroorganizmay: fagosite
edebilirken, makrofajlar; 100 kadar bakteriyi fagosite edebildikleri gibi eritrosit,
16kosit, protozoa ve daha biiyiik captaki partikiiler yapilart da fagosite edebilirler
(28, 69).

Fagositoz, birtakim hiicresel ve dokusal reaksiyonlarla biitiinliik arz
eden kompleks bir olaydir. Mikroorganizmalarin degisik hiicreler tarafindan
fagositozu, farkli bigimlerde olugmakla birlikte, gekillenen olaylar temelde biiyiik

bir benzerlik gosterir.



2.1.1. Fagositoz Oncesi Olaylar

2.1.1.1. Kemotaksis

Akut yangisal cevap esnasinda, erken donemde sekillenen olaylarin
baginda, dolagimdaki PMNL'lerin yangili bolgeye ulagsmalan gelir. Lokositlerin
yangili bdlgeye toplanmalan li¢ agamada gergeklesir; marjinasyon, pavementasyon
ve diapedez. Lokositlerin hareket halindeki kandan, damar ceperine
translokasyonuna marjinasyon denir. Pavementasyon, lokositlerin damar ¢eperine
dayandify veya yapistifl zaman meydana gelir. Mekanizmas1 tam olarak
bilinmemekle birlikte bu olayda Ca+2 iyonlarinin $nemli oranda etkili oldugu
bilinmektedir. Pavementasyon' a ugrayan lokositler, yangi bolgesine ge¢ene kadar
damar ¢eperinin i¢ yiiziinde birikir ve tutunurlar. Daha sonraki agamada ise, iki
endotel hiicresinin arasindaki bosluktan (interendotelial junction) gegerek
ekstravaskiiler doku alanina girmis olurlar. Lokositlerin kan daman ¢eperinden bu
gecis eylemine diapedez denir. Biitlin bu olaylar, genel anlamda kemotaksis olarak
ifade edilmektedir (7, 13). Lokositlerin, dolasimdan ekstravaskiiler dokuya
gecmelerini uyaran maddelere ise, kemoatraktant denmektedir. Kemoatraktant
maddeler, mikroorganizmalardan salgilanan maddeler (bakteriyel iiriinler)
olabilecedi gibi, mikroorganizma ile konakc: arasindaki etkilesim sonucunda da
(hasarli doku iiriinleri, damarlardan salinan maddeler) olusabilirler. Bazi
Streptokok, Pneumokok, Stafilokok tiirleri ve gram (-) mikroorganizmalar kemotaktik
faktor iiretebilirler. Mikroorganizmalarin fagositik hiicrelere yonelik olarak
kemotaktik uyarim meydana getirebildiklerinin en belirgin ozelligi, klasik veya
alternatif yolla komplement sistemi aktive edebilmeleridir. Kemotaktik faktorler,
aktive olmug lokositlerden de koken alabilirler. Bunlarin baghcalar1 16kotrien B4 ve
hydroksieicosatetraenoik asitlerdir (28, 66).

Lokositlerin migrasyon'unun hangi y6éne dogru olacagini nasil tespit
ettikleri acik bir sekilde bilinmemekle beraber, bulunduklar1 ortam igerisindeki

yogunluk farkliliklarini gok hassas bir sekilde tespit edebildikleri bilinmektedir.



Néotrofiller, icerisinden gectikleri molekiillerin sayilarindaki farkliliklari tespit

edebilme yetenegindedirler ve bu yone dogru hareket ederler (13).

2.1.1.2. Opsonizasyon

Fagositozun gerceklesmesi icin, fagosite edilecek partikiiliin
isaretlenmesi (opsonizasyon ), diger bir anlamda fagositoza uygun hale getirilmesi
gerekir. Opsonizasyon'da IgG'nin Fc kism, komplementin C3 komponenti ve baz
serum proteinleri rol oynar. Bu gibi maddelere opsonin denir (7).

Normalde, fagositik hiicre membran: ve bakteri yiizeyi negatif yiik tagir.
Bu durum hiicre ile bakterinin birbirlerini elektriksel olarak itmesine sebep olur.
Opsonin' ler bakteriyi sararak, antifagositik yiizey Ozelliklerini degistirirler veya

fagosit ile bakteri arasinda koprii gorevi goriirler (66, 80).

2.1.2.Fagositoz Ani ve Sonras1 Olaylar

2.1.2.1.Yutma

Uyanilmug fagositte once yutma eylemi gerceklesir (42). Yutma eylemi,
partikiil veya mikroorganizmanin fagositik hiicre membranina yapismast ile baglar.
Temas noktasinda hiicre zan cukurlasir, kenarlarda olugan psddopodlarin yardimu
ile membranéz bir vezikiil ile sarilarak hiicre i¢ine alinir. Bu olusum fagozom
olarak isimlendirilir (69, 80). Olusan vezikiil, bu andan itibaren hiicre i¢i bir
organeldir. Fagozom, periferde tegekkiil eder ancak, mikrotubiiller aracilig: ile
merkeze g¢ekilir. Fagozom tesekkiil ederken, sitoplazmik graniiller hizla fagozoma
dogru hareket ederler. Lizozomal graniillerin fagozoma y®nelik bu eylemlerinin
mikrotubiil sistemi ve kontraktil proteinler aracilifi ile gergeklestifine
inanmilmaktadir (13). Fagozom, lizozom ile birleserek fagolizozomu sekillendirir.
Bu agamada, lizozomlarin icerisinde bulunan gii¢léi hidrolitik enzimler vezikiil
icerisine aktarilir. Bu olay degraniilasyon olarak isimlendirilir. Eger, fagozom
sadece kalint1 veya artik maddeleri iceriyorsa bariz bir ldiirme (killing) eylemi

gereksizdir. Diger taraftan, fagozomda yutulmug bir mikroorganizma bulunuyor ise



sindirilme (digestion) agsamasindan 6nce fagozomal icerigin 6ldiiriilerek inaktive

edilmesi gerekir (13, 66).

2.1.2.2. Hiicre Ici Oldiirme Sistemleri

2.1.2.2.1. Solunumsal Patlama (Respiratory Burst)

Uygun bir uyarim ile kargilastiklarinda fagositik hiicrelerin metabolik
aktivitelerinde meydana gelen belirgin artis, Respiratory Burst (RB) terimi ile
ifade edilir (80). RB, kemotaktik hareketin basglangicindan itibaren uyarilir, ve
fagositoz sonuna kadar devam eder. Olay, oksijen tiiketiminde belirgin bir artig,
stiperoksit (O,~) ve H,0, olusumu, ayrica hekzoz-monofosfat yolunun aktivasyonu
ile karakterizedir. Hiicrenin plazma membranindaki uyarimin ardindan, NADPH

oksidaz aktive edilir. Bu sistem oksijenin bir elektronunun indirgenmesini katalize

eder. Reaksiyonda, NADPH elektron verici olarak etkinlik gosterirken, O,~
elektron alir veya kaybeder. Iki 0, molekiiliiniin etkilesimi sonucunda biri
okside edilir, digeri ise indirgenir (7, 28).

Bu reaksiyon, pH 4.8'de hizli bir sekilde geligirken, notr veya alkali
pH'da oransal olarak daha yavag olur. Reaksiyonda siiperoksit dismutaz katalizdr
olarak gérev yapar (80). H2O2'nin reaksiyonu sonucunda ise yiiksek reaktiviteye
sahip hidroksil gruplar1 (OH®) olusur; NADP ise hekzoz-monofosfat yolu ile
yeniden NADPH'a doniistiiriiliir. Reaksiyon iriinleri, ekstraselliiler siviya veya
fagositik vakuole birakilir. Sitoplazmaya gegen Oz , siiperoksit dismutaz aracthi
ile H2O2'ye indirgenirken sitoplazmik H202'de katalaz, glutasyon peroksidaz-

glutasyon rediiktaz enzimleri ile detoksifiye edilir (7, 66).

2.1.2.2.2. Antimikrobiyel Sistemler
Fagositik hiicrelerde mikroorganizmalarin oldiiriilmesinde rol alan

sistemler iki grupta degerlendirilir (80).



2.1.2.2.2.1.0ksijene Bagh Sistemler (Oxygen-Dependent Systems)

Oksijene bagh sistem, myeloperoksidaza bagimli ve bagimsiz olmak
{izere iki kisimdan olugur. Bunlardan myeloperoksidaz aracilif: ile gerceklesenler
notrofillerde, digeri ise makrofajlarda (MN) meydana gelir (52). Myeloperoksidaz,
molekiil agirlii 150.000 dalton olan bir hemoproteindir (28). PMNL ve MN'lerin
azurofilik graniillerinde bulunur (37). Bu enzim degraniilasyon ile fagositik
graniillere girer. Vakuollerde halid (halojen madde ihtiva eden bir bilesim)
iyonlarmin ve H,O,'nin mevcut oldugu durumlarda, halid iyonlarnin H,O, aracilig
ile hipoklorid iyonlarina oksidasyonunu katalize eder. Halid olusumunda halojen
olarak I-1, Br! ve CI-! kullanilabilir. En etkin bakterisid madde I-! olmasina
ragmen, organizmada en ¢ok bulunan CI-!' dur. Fagositik hiicrelerde, RB esnasinda
onemli miktarlarda olusan H,O, ve Cl-! bulunur. Bu maddeler, myeloperoksidaz
aktivitesi i¢cin gereklidirler. Myeloperoksidaz, fagositik vakuollerde mevcut olan
asit pH'da maksimum aktivite gosterir (13, 52).

Fagositik hiicreler tarafindan hiicre ici 6ldiirme (bakterisidal aktivite)
olayinin gerceklestirilmesi ¢ok onemlidir. Bakteri, halid iyonlarimin bulundugu
ortamda diisiik konsantrasyonda myeloperoksidaz ve H,O, ile inkiibe edildiginde
bakterisidal aktivitede belirgin bir artis gozlenir. Halbuki bahsedilen faktorler tek
baglarina dikkate deger bir bakterisid etkinlik sergileyemezler. Bu sistemde pek ¢cok
potansiyel mekanizma vardir. Bunlarin baslicalari; halid iyonlarinin
mikroorganizmada hasar meydana getirmesi, bakteri hiicre duvarinin halojenasyona
maruz kalmasi ve toksik aldehidlerin meydana gelmesi ile amino asitlerin
dekarboksilasyonu seklindedir (28).

Fagositlerdeki myeloperoksidaz yetersizligi, bakterisidal aktivitenin
yavag sekillenmesi ile karakterizedir. Fakat fagositoza maruz kalan
mikroorganizma, gecte olsa nihai olarak oldiiriilir. Oksijene bagh sistemlerde,
myeloperoksidaz yoklugunda fagositlerin fonksiyonlar1 devam eder. Bu durumda,

Fe+3 ve halid iyonlari non-enzimatik yolla bakterilerin ©ldiiriilmesinde rol

oynayabilirler. O, tek bagina ¢ok zayif bir bakterisidal etki gosterir, O,~



anyonundan gekillenen H,O, ise daha biiyiik bir bakterisidal potansiyele sahiptir.
H,0, ile O, 'nin etkilegsimi sonrasinda tesekkiil eden OH" ise yiiksek kararsizlikta
okside edici bir {iriin olup, daha ziyade organik molekiillerle ani reaksiyonlara girer

(13, 52, 66).

2.1.2.2.2.2. Oksijene Bagh Olmayan Sistemler (Oxygen-Independent
Systems)

Mikroorganizmalarin hiicre ici 6ldiiriilmesinde, oksijene bagl olmayan
sistemler de ©nem tagir. Burada, lizozomal katyonik proteinler, laktoferrin ve
lizozim rol oynar. Intrafagositik vakuollerin kendilerine ait biinyesel asiditeleri de
cogu mikroorganizma tiirli i¢in bakterisid etki yapar. Lizozim, diigiik molekiil
agirlikls katyonik bir enzim olup bazi bakteri tiirlerinin hiicre duvarindaki
mukopeptidlere karg: etkinlik gdstererek onlarin lizisini saglar. Laktoferrin ise,
bakteri yasam: icin esansiyel olan Fe+3'i baglamasi sonucu mikroorganizmanin
gelisimini inhibe eder. Fe*+3'in, laktoferrin tarafindan baglanmas: hem asit hem de
alkali ortamda meydana gelebilir. Katyonik proteinlerin bakteri gelisimine etkileri,
temel bakteri yapisini etkilemeksizin ¢ok ani olarak gelisir (7, 80).

PMNL'ler, cesitli proteaz ve hidrolazlar1 da igerirler. Bu enzimler
bakterisidal etkinlikten ziyade, digestion'da gorev alirlar. MN'ler, PMNL'lerde
bulunan katyonik proteinlerden yoksun olup laktoferrin de ihtiva etmezler (52).

Digestion'un tamamlanmasindan sonra rezidiial body olarak da
adlandinlan biiziilmiis vezikiil ya sitoplazmada kalir ya da ekzositoz ile hiicre

digina atilir (37).

2.2. Notrofil Fizyolojisi

2.2.1. PMNL Yapimi ve Farkhlagmasi

Kan hiicrelerinin yagam stireleri ¢ok kisa oldugundan; sayilarinin sabit
tutulmas: igin devaml: olarak tiretilmeleri gerekir (37). Kan hiicreleri hematopoietik

organlarda, kok hiicrelerinden gelisirler. Kok hiicreleri (stem cells), farklilagmamg
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hiicreler olarak tanimlanir, ve devamli bélinme yetenegindedirler. Urettikleri
hiicreler irreversibl sekilde farklilagmis spesifik hiicrelere doniisiirler. Biitiin kan
hiicrelerinin kemik iligindeki tek bir kok hiicresinden gelistigine inanmilmaktadir.
Bu yiizden kok hiicreleri, pluripotent kok hiicresi olarak da isimlendirilir (6, 66).

Kok hiicrelerinden belirli bir hiicre tiiriinii veren kolonileri olugturan
hiicrelere de koloni yapan hiicreler (Colony-Forming Cells /CFC) veya koloni yapan
birim (Colony-Forming Units /CFU) denir. Buna gore makrofaj ve graniilositleri
tireten koloni hiicrelerine de Granulocyte-Macrophage Colony Forming Cells /IGM-
CFC denmektedir (37).

Hematopoiez'in olabilmesi i¢in uygun mikro ¢evre sartlari ve biiyiime
faktorlerinin bulunmas: gerekir. Uygun ¢evre sartlar1 saglansa da kan hiicrelerinin
geligmesi icin, hiicre ¢ogalmas: ve farklilagmasin: etkileyen faktorlere ihtiyag
duyulur. Bu maddeler biiyiime faktorleri (Growth Factors) veya koloni olugsmasini
saglayan faktér (Colony Stimulating Factor /CSF) olarak isimlendirilirler (3, 6, 18).
CSF'ler, glikoprotein grubu maddelerdir. GM-CSF, CSF'ler igerisinde en ¢ok
taninanlardandir. Baz: ¢aligmalarda (6, 40, 58, 64, 65), GM-CSF'nin sadece myeloid
progenitdrlerinin nétrofillere farklilagmasinda etkili olmayip, ayn1 zamanda olgun
ndtrofillerin bir takim fonksiyonlarinin etkilesmesinde de rol oynadig:
belirtilmektedir. Reddy ve ark. (58), dexametazon ile immiin sistemi baskilanmig
danalardan elde edilen PMNL'lerin fagositik ve bakterisidal aktivitelerinde meydana
gelen inhibisyonun, aym hiicrelerin in vitro ortamda rekombinant GM-CSF ile
inkiibe edilmeleri sonucunda ortadan kalktifini bildirmektedirler. Diger taraftan,
eksojen rbGM-CSF uygulamalarinin meme bezinden ve kandan izole edilen
PMNL'lerin kemotaksis, degraniilasyon ve siiperoksit anyon iretimi gibi
fonksiyonlarinda 6nemli artiga neden oldugu, bu nedenle proflaktik ve terapdtik
amagla kullanilabilecegi one siiriilmektedir (45, 65).

Notrofilik graniilositlerin kok hiicrelerinden farklilagmalar1 esnasinda
myelosit seride ilk belirlenebilen olgunlagmis hiicre, myeloblasttir. Sonraki

agamalarda premyelositler, myelositler ve sonu¢ olarak spesifik graniilleri
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bilinyesinde bulunduran notrofilik graniilositler sekillenir (37). Notrofillerin bu
farklilagma basamaklarinda, makrofajlar ve endotel hiicreleri tarafindan iiretilen
G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor), T lenfositler tarafindan iiretilen

GM-CSF ve IL-3 (Interldkin-3) gibi biiyiime faktorleri etkin bir rol oynar (6, 18).

2.2.2. Nétrofillerin Yapisal Ozellikleri

Notrofiller, kandaki 16kositlerin % 60-70'ini olustururlar. Caplar1 12-15
um olup, niikleuslar: ince kromatin iplik¢ikleri ile baglanan 3-5 lop igerirler. Tam
olgunlagmamig nétrofiller, loplanma gostermeyip at nali bi¢iminde niikleusa
sahiptirler (37).

Néotrofiller, iki tiir graniil grubu icerirler. Bunlar azurofil (primer) ve
spesifik (sekonder) graniiller olup; morfolojileri, igerikleri ve orijin zamanlari
bakimindan farklilik gosterirler (28, 66).

Azurofil graniiller daha biiyiiktiir. Premyelosit safhasinda yapilirlar ve
hidrolitik enzimler, myeloperoksidaz, elastaz ve katyonik proteinleri igerirler.
Sekonder graniiller ise daha kiigiik yapili olup myelosit safhada olugurlar, lizozim
ve laktoferrin icerirler. Ozellikle azurofil graniiller, morfolojik acidan belirli tiirler
icin karakteristik yap: sergilerler (28). Hiicrelerin metamorfozlar1 esnasinda
mitokondriler, say1 ve hacim bakimindan azalir. Glikojen partikiilleri sitoplazmada
yaygin bir gekilde birikir. Ribozomlarda ve endoplazmik retikulumda sayisal bir

azalma goriiliir. Enerji iiretimi igin glikolizis on planda yer alir (37, 80).

2.3. Mikroorganizmalarin Savunma Sistemleri

Fagositik hiicrelerin fonksiyonlar1 gesitli maddeler tarafindan etkilenir.
Biyolojik, bakteriyel ve viral komponentler, yangisal reaksiyon siiresince
fagositlerin fonksiyonlarinda etkili olabilirler. Bakteriler, fagositik hiicreler
tarafindan taninmamak ve bakterisidal aktiviteden korunmak igin kapsiil,
endotoksin, sitotoksin ve enzim gibi fagositozu Onleyici elemanlara sahiptirler.

Baz: viruslar bakteriyel enfeksiyonlar igin predispozisyon yaratirken, bir kisim
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viruslar ise immiin sistem hiicrelerini uyararak sentezlettirdikleri interferonlar ve
lenfokinler yardimu ile bakteriyel enfeksiyonlarin seyrini olumlu y&nde etkilerler.
Biitiin bu unsurlar, yangisal reaksiyonlar sirasinda fagositik hiicrelerin aktivitesinde

artma veya azalma nedenidir (28).

2.3.1. Bakteri Kapsiilleri

Kapsiiler yapi, muhtemelen hidrofilik ézelligine bagh olarak, bakterinin
fagositler tarafindan taninmasinda oldukga 6nemli olan ylizey yapilarini maskeler.
Boylece bakterinin intraselliiler vakuollere alinmas: olay: (ingestion) sekillenemez
(30). Ayrica kapsiiler materyal, fagositik hiicre aktivitesini engelleyeb'ilir. Mesela,
Pasteurella multocida Tip A' nin kapsiiliinde bulunan bir faktor, sifir PMNL'lerinin
Staph. aureus'u fagosite etmesini engeller (60, 70). Kapsiil, ayrica komplement
sistem tarafindan bakterinin opsonizasyon 'una miidahele eder. Kapsiilli E. coli
tiirlerinin belirli tipleri spesifik antikorlarin bulunmadig1 durumlarda komplementi
baglamazlar. Bdylece opsonizasyon gergeklesemez. Bakteri kapsiiliiniin

antifagositik aktivitesi ancak spesifik antikorlar tarafindan &nlenebilir (30).

2.3.2. Bakteri Hiicre Duvari

Bakteri hiicre duvari komponentlerinin bazilann fagositik hiicre
fonksiyonlarini etkiler. Bir hiicre duvari komponenti olan peptidoglikan,
komplement sistemi aktive eder. Ancak PMNL ve MN'lerin peptidoglikan ile
inkiibasyonlar1 sonucunda fagositik ve kemotaktik aktivitenin baskilandigi
goriilmiistiir (57). Staph. aureus tiirleri tarafindan iretilen protein A, Ig'lerin Fc

kisimlarini baglayarak opsonizasyon'a engel teskil eder (21).

2.3.3. Bakteri Sitotoksinleri ve Enzimleri
Belirli bakteri tipleri, konakei savunma sistemlerini etkileme 6zelligine
sahip bazi maddeler salgilarlar. Bu tip ajanlar duyarli hiicrelerin membranlarina ve

subselliiler organellerine etkiyerek hasara ve permeabilite bozukluklarina yol agarlar



13

(31). Streptolisin S, streptolisin O, streptokokal «-toksin bu tiir etki yapan

maddelerin baginda yer alir (4).
Bakteri sitotoksinleri, nétrofillerin yapisabilme 6zelliklerini de arttirarak

agregasyonlarina sebeb olurlar, ve kemotaksis'i inhibe ederler (8). Bakteriyel
sitotoksinlerin baglicalari; Strep. pneumonia'dan sentezlenen pneumolisin;
Pseudomonas aeroginosa'dan sentezlenen leukosidin, Clostridium tetani'den
sentezlenen tetanolisin 'dir.

Cesitli bakteriler tarafindan iretilen enzimler, fagositoz esnasinda
fagositler tarafindan sentezlenen toksik oksijen tiriinlerini notralize ederler. Mesela,
streptokoklar tarafindan tretilen katalaz, intraselliiler olarak sentezlenen H,O,'nin
etkisini ortadan kaldirir (47). E. coli tiirleri siiperoksit dismutaz aktivitesi ile O;”

'nin etkisine diren¢ gosterirler (26).

2.4. Fagositik Fonksiyon Bozuklugu ile Karakterize Hastalhklar

2.4.1. Kronik Graniilomat6z Hastahklar

Bu tip hastaliklardaki disfonksiyon durumu, bakterisidal aktivitenin
gerceklesmesinde rol oynayan bazi enzimlere baglh olarak sekillenir. Bu agidan en
Onemli enzim NADPH oksidaz'dir. Bu enzimin yetersizligi sonucunda, nétrofil ve
makrofaj metabolizmasinda aksamalar olur. Sonugta intraselliiler dldiirebilme

yetenegi azalir (13).

2.4.2. Cheidak-Higashi Sendromu

Fagositik fonksiyonlarin bozulmas: ile beliren kalitsal bir hastaliktir.
Fagositik aktivite yetersizligi, lizozomal membranlarin frajilitesine bagli olarak
olusur. Degraniilasyon uygun sekilde gerceklesemez ve intraselliiler dldiirme
siiresi uzar. Bu esnada, lizozomlarin pargalanmasi ile enfeksiyon sahasinda doku
hasar1 sekillenir. Bu sendromu tagiyan bireylerin gok azi ancak puberteye kadar

yasayabilmektedirler (69).
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2.5. Kloramfenikol

Kloramfenikol, 1947'de Streptomyces venezuelae kiiltlirlerinden elde
edilmis amino asit yapili bir maddedir. Ilag, kloromisetin olarak da bilinir.
Kloramfenikol molekiilii aromatik halkaya baglanmis (para-durumunda) bir nitro
grubu ve dikloroasetamid grubu tagir. Ekonomik olmasi sebebiyle, kloramfenikol
bugiin hemen tiimiiyle sentetik olarak hazirlanmaktadir. Kloramfenikol'iin sadece D-
threo seklinin bakteriler lizerinde etkinligi olan, 4-stereo izomeri vardir. Para-
durumundaki nitro grubunun, -orto- veya -meta- durumuna kaymas: veya bunun
yerine halojenlerin gegmesi, ilacin etki gliciinde biraz azalmaya sebep olur.
Bakteriler iizerindeki etkinligi icin propandiol D-threo stereo-izomerinin
biitiinliigiinii korumas: zorunludur. Ister sentetik ister dogal elde edilmig olsun,
kloramfenikol beyaz veya gri-san renkte, ac: lezzetli, suda az, organik ¢oziiciilerde
iyi ¢oziinen, kristalize bir tozdur. Kloramfenikol molekiiliiniin birincil alkol
grubunun esterlestirilmesi ile elde edilen kloramfenikol palmitat kokusuz, tatsiz,
suda ¢dziinmeyen ve alkolde ¢oziinebilen, kristalize bir tozdur (68).

Ozellikle beseri hekimlikte yaygin bir kullanim alan1 olan
kloramfenikol, Veteriner hekimliginde ise sadece eti ve siitii insan gidas: olarak
degerlendirilmeyen hayvanlarda kullanilmaktadir. Heamophilus influenza, Neisseria
meningitis, Strep. pneumonia gibi bakterilere kars: bakterisid aktivite gosterir. H.
influenza'dan ileri gelen pediatrik enfeksiyonlarin, anearob enfeksiyonlarin,
meningitisin, beyin apseleri ve riketsiyal enfeksiyonlarin ayrica salmonellozisin
sagiiminda bagariyla kullaniir (19, 32, 39, 61).

Kloramfenikol'iin etki mekanizmasi, duyarl: bakteride 50S'lik ribozomal
alt {initeye baglanarak, protein sentezininin inhibe edilmesi esasina dayanmir (19,

32, 61).
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2.5.1. Farmakokinetik

Kloramfenikol agizdan, parenteral ve haricen uygulanir. Agizdan
verilmesini takiben sindirim kanalindan hizli ve hemen hemen tama yakin oranda
emilir; esterleri halinde uygulandifinda, sindirim kanalinda &nce hidrolize ugrar ve
kloramfenikol serbest kalir. Bu yolla verilmesini takiben 1-2 saat igerisinde pik
plazma yogunluguna ulagir ve plazmadaki yar1 6mrii saat olarak koyunda 1.7,
domuzda 1.3, kecide 2'dir. Sifirda ise 2.50-5.33 arasinda degismektedir (14, 17).
Fakat yeni doganlarda, karaciger hastaliklarinda, portal hipertansiyonlu hastalarda
ve septik sok olgularinda ilacin yarilanma 6mrii uzar (19).

Kloramfenikol sodyum siiksinat halinde kas i¢i ve damar i¢i olarak
kullanilir. Kopek, kedi, ke¢i ve taylarda damar i¢i yolla 22 mg/kg dozda
uygulandifinda, ilacin plazma yarilanma Omrii taylarda 55 dk., kedilerde yaklasik
5 saat ve digerlerinde bu iki deger arasindadir. Ilacin kas igi yolla verilmesini
takiben, uygulama yerinden emilmesi diizensiz oldugundan plazma ila¢ yogunluklar
onceden kestirilemez (68). Dagorn ve ark. (14), bir caligmalarinda 30 mg/kg
dozunda kloramfenikol'iin damar i¢i yolla uygulanisindan iki dakika sonraki
konsantrasyonunu 90.24 mcg/ml olarak bildirmektedirler. Bu diizeyin 6 saat
icersinde duyarlilik limitinin altina diigtiigli kaydedilmektedir. Aym ¢alismada 30
mg/kg dozunda kloramfenikol'iin kas i¢i uygulamasindan sonra en yiiksek ilag
konsantrasyonunun 13.90 mcg/ml olarak tespit edilmis oldugu, 7 saat icersinde de
4.16 mcg/ml'ye distiigii goriilmektedir. Kloramfenikol'lin taylarda 50 mg/kg
diizeyinde oral kullanimi sonucunda, 6.1 mcg/ml'lik maksimum serum
konsantrasyonuna birinci saatte ulasildigi, serum kloramfenikol diizeyinde olugan
azalmanin sekizinci saatte 0.4 mcg/ml seviyesine distiigli bildirilmistir (50). Dotter
ve ark. (17), tarafindan gergeklestirilen diger bir aragtirmada ise, 17.4-23.6 mg/kg
dozunda kloramfenikol'iin deri alt1 yolla uygulanmasindan sonra maksimum plazma
konsantrasyonlarinin 2.7-4.6 mcg/ml seviyelerinde oldugu belirtilmigtir.
Kloramfenikol'iin damar i¢i ve deri alt1 uygulamalarindan sonra elde edilen plazma-
konsantrasyon zaman grafiklerinde karakteristik ¢ift kompartmanh model, kas igi

uygulamalarinda ise tek kompartmanli model izlenmektedir (14).
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Kloramfenikol viicudun tiim doku ve sivilarina dagilir; hiicrelere kolay
girer, karaciger, bobrek ve safrada yiiksek yogunluklarda bulunur. Kan-beyin
engelini kolay gecer. Ilag, plasentay: da kolay agar ve yavru kaninda, annedekinin
% 75 yogunluguna ulagir. Gogiis ve karin zan bogluklan ile géz sivisina kolay ve
etkili yogunluklarda gecer (68).

Kloramfenikol viicutta baglica karacigerde glukuronik asit ile birleserek
metabolize edilir. Kendisi ve metabolitleri bobreklerden hizla atilir. Kopeklerde
uygulanan bir dozun % 55 kadar ilk 24 saat igerisinde idrarla atilir ve bunun sadece
% 6 kadar1 etkin haldedir. Diger yandan kopekte, etkisiz ilag metabolitlerinin
Oonemli bir kismu nitro grubunun indirgenmesi ile olusan aromatik aminler halinde
safra ile ¢ikarilir. Kloramfenikol az miktarda siite de geger (16, 68).

Kloramfenikol'iin etkili plazma yogunlugu 5-10 mcg/ml arasindadir.
Kloramfenikol toz, siispansiyon, tablet ve kapsiil seklinde agizdan; sulu, yagh ve
polietilen glikolle hazirlanmig c¢ozeltileri seklinde kas i¢i ve damar i¢i (yagh
gozeltileri kullanlmaz) yolla; merhem ve siibye seklinde haricen uygulamr. Ilag
palmitat esteri halinde kiiciik hayvanlara agizdan 11-55 mg/kg dozlarda, giinde dort
sefer verilir. Kloramfenikol'iin sodyum siiksinat tuzu da sifirda paranteral olarak
giinde 10-50 mg/kg CA diizeyinde kullanilir. Bu doz genellikle sabah-aksam olmak
fizere 12 saat ara ile uygulamr (10, 17, 27, 48, 59, 68).

2.5.2.Toksik Etkileri

Kloramfenikol'iin en iyi bilinen ii¢ toksik Ozelligi aplastik anemi, gri
sendromu ve kemik iligi supresyonudur. Agiz yolundan kullanimi sonucu olugan
fatal aplastik anemi insidensi 1/24.500-1/40.800'diir. Damar ici uygulama ile
meydana gelen aplastik anemi insidensi ise bilinmemektedir. Aplastik anemi, ilacin
lokal kullanimi sonrasinda da olugabilir (19, 46). Kloramfenikol'iin oftalmik
kullanimina bagli olarak gekillenen aplastik anemi olgulan da bildirilmigtir (19).
Bu nedenle oftalmik preperatlarinin, daha ¢ok difer antibiyotiklere direngli

mikroorganizmalarin olugturdugu enfeksiyonlarda kullanilmas: 6giitlenmektedir.
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Gri sendromu; abdominal siskinlik, deride solgunlagma-siyanozis ve
dolagim kollapsi ile karakterizedir. Genellikle yeni doganlarda kloramfenikol'iin
yiiksek dozda ve uzun siire kullanimina bagli olarak sekillenir. Karaciger
fonksiyonu normal olanlarda, tedavi dozlarinda gri sendromunun olugmadig1
kaydedilmektedir. Sendrom olusumunun, hiicreye gegen yliksek diizeydeki
kloramfenikol'tin mitokondriyal elektron taginmasini engellemesi sonucu geligtigi
ileri stiriilmektedir (19, 46). Reversibl kemik iligi supresyonu ise retikiilositopeni,
trombositopeni, kemik iligi myeloid/eritroid oraninda ve hemoglobin diizeyinde
artis ile seyreder (19).

Kloramfenikol'iin bu hematotoksik etkilerinden bagka gastrointestinal
disfonksiyon, dolasim kollaps: ve kardiyomiyopati gibi yan etkileri de mevcuttur.
Burrows ve ark. (12), kloramfenikol uygulanmasi ile hayvanlarda sekillenen
perakut kardiyovaskiiler bozukluklarin, tagit madde olarak kullamilan propilen
glikolden ileri gelebilecegini bildirmektedirler. Diger taraftan uzun siireli
kloramfenikol aliminin kan ve kemik iligi iizerindeki etkisinin belirlenmesi
amaciyla yapilan bir ¢aligmada (48), alt1 hafta boyunca giinliik 20 mg/kg ve 60
mg/kg dozunda ila¢ uygulanan ineklerde, hematolojik degerlerin kontrol grubuna

gore farkli olmadig: belirtilmektedir.

2.5.3. Kloramfenikol'iin Nitro-Rediiksiyon = Metabolitlerinin
Myelotoksik Ozellikleri

Yaygin goriilen ve doza bagh olarak gelisen reversibl kemik iligi
supresyonu ile, nadiren meydana gelen ancak bireyin 6liimii ile sonuglanan aplastik
anemi, kloramfenikol'iin iki ®nemli toksik etkisidir. Reversibl kemik iligi
supresyonunun, mitokondriyal tahribatin bir sonucu olabilece§i pek c¢ok
ara§t1rmacm1n.ortak goriigiidiir (73, 74, 75, 76). Zira tedavi dozunda kullanilan
kloramfenikol'iin, insan ve tavsan kemik iligi hiicrelerinden izole edilen
mitokondrilerde protein sentezini tamamen durdurdugu ve mikroskopik lezyonlara

sebep oldugu belirlenmigtir (19, 46, 73, 75, 76). Bununla beraber kloramfenikol'iin
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yapisal analogu tiamfenikol'iin <.ie mitokondrilerde protein sentezini engellemesi
ancak aplastik anemiye yol agmamasi, dikkatlerin kloramfenikol'iin yapisinda
bulunan p-nitro grubu {izerinde yogunlagsmasina sebep olmustur (73, 77). Bir
aragtirmada (78), p-nitro kokiinlin memeli dokusunda metabolik transformasyona
ugradigs goriillmiis ve insan taze karacifer dokusunun  p-nitro grubunu,
rediiksiyona ugratabilme yeteneginde oldugu belirlenmistir. Caligmalarda (1, 73),
50 mcg/ml (1.6x10-4 M) diizeyindeki kloramfenikol'iin in vitro ortamda myeloid
koloni yapan hiicrelerin (CFU-C) gelisimini reversibl olarak % 62 dtizeyinde inhibe
ettigi, kemik iligi hiicrelerinin canlilik aktivitelerine herhangi bir etkisinin
bulunmadig bildirilmektedir . Bunun aksine, nitrosokloramfenikol (NO-CAP)'iin
5x10°M (15 mcg/ml) gibi diisiik seviyelerde, CFU-C gelisimini tamamen
durdurdugu ve inhibisyonun irreversibl oldugu belirtilmektedir (74). Diger taraftan,
insan kemik iligi hiicrelerinin 5x10-5 M NO-CAP ile 48 saat inkiibasyonu ile
hiicrelerin % 50'sinin 61diigii bildirilmektedir (74, 78). Bu oranmin, 3x10-4 M (97
mcg/ml) NO-CAP ile yapilan denemelerde 24. saatte % 85'e, 48. saatte ise % 90'a
ulastif1 ayrica kemik iligindeki lenfoblastoid serisi hiicrelerin (Raji hiicresi) 3x10-3
M (9 mcg/ml) NO-CAP ile 24 saat inkiibasyonu neticesinde hiicre sikluslaninin GoM
fazinda durdugu ve hiicre liimlerinin artt1g: ileri stirtilmektedir (74).
Kloramfenikol'in 1x10° M (323 mcg/ml) gibi ¢ok yiiksek diizeylerde,
insan kemik iligi hiicrelerinde DNA sentezini reversibl olarak inhibe ettigi, NO-
CAP m ise 1.5-2x10* M (45-60 mcg/ml) konsantrasyonlarda % 40-50, 3-4x107* M’
de (97-130 mcg/ml) ise % 80-90 oranlarinda inhibisyona yol agt1§1 belirtilmektedir
(73, 76, 77). Bu yonde gergeklestirilen diger caligmalarda (49, 78) ise, NO-CAP'
i in vitro ortamda izole E. coli DNA'sinn ¢ift sarmal yapisinda kopma ve
kirilmalara yol agtifi, 5 mM' den yiiksek konsantrasyonlardaki NO-CAP'1n 30 dk.
icerisinde DNA'nin asitte ¢oziinen fragmentlerinde tespit edilebilir diizeyde tahribat-
yapti§1, 100 mM konsantrasyonda ise DNA'da tamamen hidroliz meydana getirdigi
bildiritmektedir. Yunis ve ark. (79), NO-CAP"1n diigiik konsantrasyonlarda (0.05-

0.1 mM) Raji hiicrelerinde ve fitohemagliitinin ile uyarilmis normal insan
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lenfositlerinde DNA hasan (¢ift sarmal yapida bozulma) yaptigi, kloramfenikol'iin
ise benzer etkileri ancak 2 mM (646 mcg/ml) diizeyinde yapabildigini

belirtmektedirler.

2.5.4. Kloramfenikol'iin Barsak Bakterileri Tarafindan Olusturulan
Metabolitlerinin Myelotoksik Ozellikleri

In vitro denemelerde NO-CAP'1n, ana bilegiginden daha toksik oldugu
goriilmektedir (74, 77, 79). Ancak bu maddenin toksik etkilerinin olusabilmesi
icin kemik iligi gibi hedef organlarda birikmesi gerekir. Abou-Khalil ve ark. (2),
kloramfenikol ve metabolitlerinin kan ve karaciger dokular: ile 37 oC' de 30 dk.
inkiibe edilmesi sonucunda kloramfenikol'in her iki dokuda da dayamklihigim
korudugunu belirtmiglerdir. Arastirmada ayrica, barsak bakterileri tarafindan
olusturulan metabolitlerden dehidrokloramfenikol (DH-CAP)'iin 5 dk.'ya kadar
yapisini korudugu, inkiibasyon sonunda ise kanda % 50, karaciger homojenatinda
da % 70 oraninda mevcudiyetini devam ettirdigi bildirilmigtir.
Nitrofenilaminopropanedion (NPAP)'un DH-CAP'tan daha hizl1 par¢alandigi, NO-
CAP'1n ise tamamen tahrip oldugu ifade edilmigiir. Sonug olarak, NPAP ve DH-
CAP'n kemik iligi ve diger hiicresel komponentlerle etkilesmeye yetecek bir zaman
dilimi siiresince dolagimda kalabilecekleri vurgulanmigtir.

Kloramfenikol'iin, barsak bakterileri tarafindan olusturuldugu bilinen
(34, 35) ti¢ grup metaboliti vardir: Bunlar, aminokloramfenikol (N,H-CAP), p-
nitrobenzaldehid (PNBA) ve p-nitro-fenil-2-amino-3-hidroksi-propan-HCL (NPAP)
ile dehidro-kloramfenikol (DH-CAP)'diir. Isildar ve ark. (34) bir c¢alismada,
kloramfenikol, DH-CAP, NPAP ve NO-CAP'in myelotoksik o&zelliklerini
incelemigler; DH-CAP ve NPAP'in kloramfenikol'den daha toksik oldugunu, DH-
CAP'1n toksisitesinin ise NO-CAP ile esdegerde oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
1x104 M'den daha diisiik konsantrasyonlardaki DH-CAP'1n graniilosit-makrofaj
kolonilerinin (GM-CFU) geligimini total olarak inhibe ettigi, insan kemik iligi
hiicrelerinde DNA sentezini % 80 oraninda dnledigini belirtmiglerdir. Insan kemik

iligi hiicrelerinin 1x10™* M'den daha diigiik diizeyde NO-CAP veya DH-CAP ile 24
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saat inkiibe edilmesi sonucunda ise, % 65-75 oranlarinda &lii hiicre tespit edildigi
belirtilmektedir. Buna gore de, DH-CAP'in kloramfenikol'den 10-20 kat daha
sitotoksik 6zellige sahip oldugu ifade edilmektedir. Bir diger caligmada (35) da,
hematopoietik sistem hiicrelerinin gelismeleri iizerinde belirleyici bir unsur olan
koloni stimiile edici faktérlerin (GM-CSF, G-CSF) yapiminn, hiicrelerin canlihif
etkilenmeksizin DH-CAP tarafindan engellendigi belirtilmektedir. Kloramfenikol ve
NPAP'nin bu yonde bir etkisi goriilmezken, kloramfenikol'iin insanda GM-CFU
tizerindeki inhibitor etkisinin, inkiibasyon ortamina eklenen thGM-CSF ve rhG-
CSF tarafindan tamamen ortadan kaldirildigi, DH-CAP"1n aracilik ettigi GM-CFU
inhibisyonu iizerinde ortama eklenen CSF'nin ise hicbir etkisinin goériilmedigi
bildirilmektedir. Calismada ayrica, DH-CAP gibi bazi1 kloramfenikol
metabolitlerinin, bir taraftan hematopoietik sistem hiicrelerinin gelisimini, diger

taraftan da CSF iiretimini engelleyerek cift yonlii toksik etki yaptiklari ileri

stiriilmektedir.
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Isildar ve ark. (32) diger bir caligmada ise, DH-CAP'nin normal hiicre
DNA'sinda hasar olusturabilme etkinliginde oldugu; 1x10# M konsantrasyonda Raji
hiicrelerinde, aktive edilmis insan lenfositlerinde ve insan kemik iligi hiicrelerinde
DNA'nin ¢ift sarmal yapisinin bozulmasina yol a¢tifini bildirmektedirler.

Bu giine kadar yapilan pek ¢ok calismada (73, 74, 77, 79) NO-CAP'1n
genotoksik ve sitotoksik etkilerinin varlif1 ortaya konulmustur. Herne kadar
kloramfenikol insan karaciger dokusunda aerobik sartlarda rediiksiyona
ugrayabilirse de, NO-CAP'1n, olusumundan hemen sonra karaciger ve kanda
parcalandifindan kemik iliginde birikimi s6zkonusu olmamaktadir (33). Ayrica,
kloramfenikol'lin aerobik sartlarda insan kemik iliginde de nitrorediiksiyona
ugramadig: bilinmektedir (34).

Diger taraftan DH-CAP'in p-nitro kokiiniin insan kemik iligi
homojenatinda aerobik sartlarda hizla indirgendigi, ayn: olayin insandan elde edilen
Raji hiicrelerinde ve tavsan kemik iligi hiicrelerinde de gerceklesebildigi
belirtilmektedir (33, 34). Buna gore, DH-CAP tarafindan degisik hiicre
sistemlerinde olugturulan sitotoksik 6zelliklerin sekillenmesinde DH-CAP'in direkt
toksik etkisi kadar hedef hiicre tarafindan gerceklestirilen nitrorediiksiyonun da

Onemli bir rol iistlenebilecegi ifade edilmektedir (2, 3, 35, 49).

2.6f Antibiyotiklerin Fagositik Hiicre Fonksiyonlar: Uzerindeki
Etkileri

Paape ve ark.(56), in vitro olarak f-laktam grubu antibiyotiklerin PMNL
fonksiyonlari tizerindeki etkilerinin belirlenmesine yonelik ¢aligmalarinda 1000
mcg/ml diizeyinde karfesilin'in % 11.2, sefapirin'in % 12.8 ve sefasetril'in ise
% 23.8 diizeylerinde fagositik depresyona neden olduklarim belirlemiglerdir.
Linther ve ark. (44) ise, ayni kosullardaki benzeri ¢alismalarinda, 1000 mcg/ml
diizeyinde sefapirin'in PMNL'lerin fagositoz ve bakterisidal fonksiyonlarinda
depresyona, hiicrelerin morfolojik yapilarinda da bozulmalara neden oldugunu

belirtmektedirler.
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Aminoglikozid antibiyotiklerden amikasin, tobramisin ve gentamisin'in
PMNL fonksiyonlar: lizerinde 6nemli derecede baskilayici etki gosterdigi 6ne
stirilmektedir (20, 25, 63). In vitro bir g¢alismada (56), 1000 mcg/ml
konsantrasyonda tobramisin'in % 21.1, amikasin'in % 15.4, gentamisin'in % 19.2;
500 mcg/ml'de tobramisin'in % 15.9, gentamisin'in % 13.2 oraninda depresyon
yapt1if1; 10 mcg/ml ve asa§i konsantrasyonlarda ise herhangi bir etkisinin
goriilmedigi vurgulanmaktadir. Veneziro ve ark. (72) ise tobramisin, amikasin ve
gentamisin'in tedavi dozunda damar i¢i uygulanmasi sonucunda PMNL
fonksiyonlarinda herhangi bir degisiklifin olmadigini ileri siirmektedirler. Paape ve
ark. (55), tedavi dozunda meme i¢i uygulanan gentamisin'in PMNL'lerde % 33
oraninda morfolojik bozukluga neden oldugunu, fagositozu deprese ettigini,
kemotaksise ise etkili olmadigin bildirmektedirler. Nickerson ve ark. (51), 1000
mcg/ml diizeyindeki amikasin'in siitten izole edilen PMNL'lerde % 22.3 fagositik
depresyon yaptigini, tobramisin'in ise ©nemli bir etkisinin bulunmadigini
bildirmektedirler.

Paape ve ark. (56), tetrasiklin grubundan minosiklin ve doksisiklin'in
sitotoksik dzelliklerinin daha fazla oldugu kanisindadirlar: In vitro ¢aligmalarinda,
1000 mcg/ml diizeyinde minosiklin'in % 39.8, doksisiklin'in % 54.2; 500 mcg/ml'de
ise minosiklin'in % 20.8, doksisiklin'in de % 42.8 oraninda fagositik depresyon
yaptifin tespit etmiglerdir. Bir bagka ¢aligmalarinda da (55), meme i¢i tetrasiklin
uygulanmasindan sonra siitten izole edilen PMNL'lerin % 62.9'unda morfolojik yap
bozuklugu belirlemiglerdir.

Peptolit grubu antibiyotiklerin PMNL fonksiyonlar1 {izerindeki
etkilerinin incelendigi in vitro bir ¢caligmada (56), 1000 mcg/ml'de novobiosin'in
% 24.5, pristinamisin'in % 22; 500 mcg/ml'de ise pristinamisin'in % 17 oraninda
fagositik depresyon yaptig1 tespit edilmistir. Benzer sartlarda gergeklestirilen difer
bir galigmada (51) ise, novobiosin-penisilin kombinasyonunun 1000 mcg/ml'de
PMNL'lerin fagositoz yetene8ini % 20.6 diizeyinde baskilarken, canhilik

aktivitelerini ve morfolojik yapilarini da bozdugu 6ne siiriilmektedir
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Makrolid antibiyotiklerden eritromisin'in in vitro sartlarda kemotaksisi
inhibe ettigi, askorbat ve tiamin ile birlikte kullanildifinda ise nétrofil hareketlerini
arttirdi@s bildirilmistir (5). Nickerson ve ark. (51) ise, eritromisin'in 1000 mcg/ml'de
PMNL'lerin fagositoz ve yasama giicleri lizerinde herhangi bir etkisinin
goriilmedigini ifade etmiglerdir. Polipeptit ve kinolon grubu ilaglarin PMNL
fonksiyonlar tizerinde bir etkilerinin bulunmad:i$1 kaydedilmektedir (56, 71).

Amfenikol grubu antibiyotiklerden tiamfenikol ve florfenikol'in PMNL
fonksiyonlar: tizerindeki etkilerini inceleyen caligmalar heniiz oldukg¢a azdir.

Paape ve Miller (62), in vitro ¢alismalarinda 4000 mcg/ml'de;
kloramfenikol ve tiamfenikol'in % 99, florfenikol'iin ise % 76 oraninda PMNL'de
morfolojik bozukluga yol agtiini, bunlarin da 6nemli bir boliimiiniin psédopodsuz
oldugunu ve sitoplazmik graniillerinin yuvarlaklastifin1 rapor etmektedirler. Yine
ayn1 ¢aligmada, kloramfenikol'tin 2000 ve 4000 mcg/ml'de sirastyla % 18.6 ve %
16.6 oranlarinda fagositik depresyon yaparken; tiamfenikol ve florfenikol'lin ayni
dozlarda bir etkisinin olmadig1 bildirilmektedir. Diger bir aragtirmada (55) ise, 5 gr
kloramfenikol'lin meme i¢i uygulanmasi sonucunda, PMNL'lerin fagositoz yetenegi
{izerinde ©nemli bir etkisinin olmadig1 belirtilmektedir. Bretzlaf ve ark. (11) da,
kloramfenikol'lin 1000 mcg/ml ve daha agag diizeylerde, fagositoz lizerinde

herhangi bir etkisinin olmadigim ifade etmektedirler.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Hayvan Materyali

In vivo ¢aligmada, S.U.Veteriner Fakiiltesi deneme initesinde bulunan
8-13 aylik ; yedisi disi, ikisi erkek dokuz adet Holstein-Fresian irka sigir kullanildi.

In vitro ¢alismada, ayni hayvanlara ilag verilmeden once alinan kan

orneklerinden elde edilen, izole PMNL 'ler kullanildi.

3.1.2. Ila¢ Materyali

1. Kloramfenikol Sodyum Siiksinat (Leukomycin flk., 50 ml'de 4 gr.
kloramfenikol'e egdeger kloramfenikol siiksinat sodyum tuzu, BAYER).

2. Kloramfenikol Sodyum Siiksinat (Kemicetine Siiksinat flk., her
flakonda 1 gr sentetik kloramfenikol levojir'e esdeger kloramfenikol siiksinat

sodyum tuzu, DEVA).

3.1.3. Arac Materyali

1. Vakumlu tiip (10 ml, EDTA™D).

2. Santrifiij (Heracus Megafuge 1.0 R)

3. Isik mikroskobu (Leitz Laborlux 12)

4. Fluoresans Mikroskop (Leitz Ortho Lux-II model, aydinlatma kaynagi
olarak HBO 50 ultra basingl: civa buhari lambasi, 520 nm eksitasyon filtresi).

5.Yiiksek Basingli Likit Kromatografisi (HPLC) Ekipmam
(Schimadzu).

6. Rutin laboratuvar malzemeleri ve cam malzemeler.
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3.1.4. Cozeltiler ve Kimyasal Maddeler

3.1.4.1.Cozeltiler

Stok Kloramfenikol Cozeltisi: 10 mg standart kloramfenikol tartilarak,
100 ml metanolde ¢zdiiriildii.

Standart Caligma Cozeltisi: Stok ¢ozeltiden distile su ile 0.5, 1, 2.5
mcg/ml 'lik ¢ozeltiler giinliik hazirlandi.

Acridin Orange Cozeltisi: 14 mg Acridin orange, 100 ml Medium 199

icerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

3.1.4.2. Kimyasal Maddeler

Sodyum Kloriir (Merck), Giemsa (Merck), Metilen Mavisi (Merck),
Metanol (Merck), Amonyum Hidrojen Fosfat (Merck), Asetonitril (Merck), Etil
Asetat (Merck ), Medium 199 (M 4530, Sigma), Tripan Mavisi (T 8154, Sigma),
Acridin Orange (A 6529, Sigma), Kloramfenikol (Sigma), Sabouraud Agar (Oxoid).

3.1.5. Mikroorganizma
PMNL fonksiyonlarimin belirlenmesinde S.U.Veteriner Fakiiltesi

Mikrobiyoloji ABD'dan saglanan C. albicans M 51 susu kullanildi.

3.2. Metotlar

3.2.1. Ila¢ Uygulamasi

Sabah-aksam olmak izere, 12 saat ara ile giinde iki kez 10 mg/kg CA
dozunda kloramfenikol (Leukomycin) kas i¢i yolla, bes giin siire ile uygulandi.

3.2.2. Kan Orneklerinin Almmas:
Sabah enjeksiyonundan 2.5 saat sonra V. jugularisten vakumlu tiip ile 10

ml kan alindi. Alinan bu 6rnekler, plazma kloramfenikol konsantrasyonunun
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belirlenmesi ve PMNL izolasyonunda kullamldi. Ornekler, kullanilincaya kadar,
40oC'de saklandi.
Kontrol amaciyla ve in vitro caligmada kullanilacak kan ornekleri,

hayvanlara ila¢ uygulamasindan 6nce alindi.

3.2.3. PMINL izolasyonu

Izolasyon, Kabbur ve ark. (38)'min onerdikleri yontem esas alinarak
yapildi. Steril kogullar saglanarak alinan kan drnegi 2000 g'de 4 °C'de 15 dk. siire
ile santrifiij edildi. Santrifiij tiiptiniin {ist kisminda olusan plazma alinarak (plazma
kloramfenikol konsantrasyonunun tespiti i¢in) - 25 °C'de dipfrizde sakland1. Tiipte
kalan plazma kalintis1 iyice uzaklagtirildiktan sonra, dipteki eritrosit kiimesinin
lizerine 20 ml steril distile su eklenerek, 40 sn. siire ile hafifce sallandi ve hemoliz
olusumu saglandi. Ortamin ozmotik basincinin dengelenmesi igin % 2.8'lik NaCl
¢ozeltisinden 10 ml ilave edildi. Hafifce ¢alkalandiktan sonra 200 g'de 4 °C 'de 10
dk. siire ile santrifiij edildi. Santrifiij tlipiiniin iist kismunda olugan s1v1 faz atildiktan
sonra hiicre kiimesi, 0.0132 M fosfat tamponlu (pH 6.8) % 0.9'luk NaCl
¢6zeltisinden (PBSS) 35 ml konularak olusturulan siispansiyon santrifiij edildi.
Hiicreler iki kez PBSS ile yikandiktan sonra Medium 199 igersinde
homojenizasyonu saglandi. Elde edilen hiicrelerin canlilik kontrolleri Tripan mavisi
boyamast ile, saflik derecesi ise Giemsa boyamas: ile belirlendi. Bdylece, hiicre
siispansiyonlarinda % 94 canlilik saglamirken, bu hiicrelerin % 92'sinin PMNL, geri
kalanlarinin ise eozinofil, lenfosit ve monosit oldugu belirlendi. Hemositometre ile
sayim yapildiktan sonra sulandirilarak, 1 ml'lik inkiibasyon ortaminda 7.5x106

PMNL olacak sekilde ayarland:.

3.2.4. Candida albicans XKiiltiiriiniin Hazirlanmasi
Kat: besi yerinde tiretilen C. albicans M 51, giinliik olarak ihtiyag
oraninda s1v1 besi yerlerine ekilip 37 °C'de 18 saat siire ile inkiibe edildikten sonra;

PBSS igerisinde siispansiyon olugturularak 200 g'de 5 dk. santrifilj edildi.
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2x10-'mmol/L oraninda metilen mavisi ile yapilan testte (53), canlilik oranlar1 %
99 olarak bulundu. Hemositometre ile sayim yapilarak inkiibasyon ortaminda, her
nétrofile iki adet C. albicans M 51 (1.5x107 hiicre/ml) hiicresi diigecek sekilde

ayarlandi.

3.2.5. PMNL ile C. albicans'm Birlikte inkiibasyonu

Bu amag ile Medium 199 igerisinde siispanse edilen PMNL'ler (7.5x109
notrofi/ml) ile PBSS'de siispanse edilen C. albicans M 51 (1.5x107 hiicre/m])
hiicreleri, 1 PMNL'ye 2 C. albicans hiicresi diigecek sekilde bir tiip igerisinde
kanigtirildi. Ortama 200 mcl inaktif siir serumu (56 °C'de 30 dk.) ilave edilerek
toplam hacim 2 ml'ye tamamlandi.

In vitro ¢aligmada, inkiibasyon tiiplerine 4000 mcg/ml, 1000 mcg/ml
ve 10 mcg/ml diizeyinde kloramfenikol eklendi. Kontrol tiiplerine antibiyotik
katilmadi.

In vivo calismada, inkiibasyon tiipleri 37 °C'de 1 saat siire ile 4 rpm'de
hafifce calkalanarak, in vitro calismada ise 37 °C'de 1 saat ¢alkalamaksizin, 1 saat
de calkalanarak su banyosunda tutuldu.

3.2.6. PMNL'lerin Fagositoz ve Mikrobisidal Aktivitesinin
Degerlendirilmesi

PMNL'lerin fagositoz ve mikrobisidal aktivitesi florokrom boyama
yontemi ile belirlendi (9, 43, 44). Buna gore, inkiibasyondan sonra 125 mcl
inkiibasyon igerigi tizerine 500 mcl Acridin orange ¢ozeltisi ilave edilerek 60 sn.
bekletildi. Floresans mikroskobunda; polimorfik ¢ekirdekleri yesil-sari floresans
veren PMNL'ler ile sitoplazmalari yine yesil-sari floresans veren C. albicans 'lar
canh kabul edilirken, kirmiz: floresans verenler ise Olii olarak degerlendirildi (43,
44).

Her numuneden hazirlanan ikiser preparattan rastgele segilen

bolgelerdeki 200 nétrofilin fagosite ettigi toplam C. albicans ile bunlarin canh ve
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6li sayilan ayr1 ayn belirlendi. PMNL'lerin fagositik aktivitesi (FA), sayilan 200
notrofilden fagositoz yapanlarinin yiizdesi olarak ifade edildi ve agagidaki formiil

ile hesapland: (29).

Fagositoz Yapan Nétrofil Sayisi

FA (%) = x 100
Sayilan Toplam Notrofil Sayis
Mikrobisidal aktivite (MA) ise, fagosite edilmis tim C. albicans
miktarinin 6lii C. albicans 'lara oram dikkate alinarak belirlendi (29).
Olii C. albicans Sayist

MA (%) = x 100

Toplam Fagosite Edilen

C. albicans Sayisi

3.2.7. Plazma Kloramfenikol Konsantrasyonunun Belirlenmesi

3.2.7.1. Kromatografi (HPLC) Sartlar

Likit kromatografi (LC-6A Shimadzu), kolon (C18 Shim-pack CLC-
ODS), UV-VIS spektrofotometrik dedektér (Shimadzu), yazic: (CR6A-
Chromotopac, Shimadzu), mobil faz: 0.005 M Amonyum hidrojen fosfat-asetonitril
(78:22, v/v), dedektor dalga boyu: 278 nm , absorbans: 0.01, kolon akis hizi: 1
ml/dk, yazic kagit hizi: 5 mm/dk.

3.2.7.2.Plazma Orneklerinin Ekstraksiyonu

Plazma ekstraksiyonu, Sanders ve ark. (62) tarafindan uygulanan yéntem
kullamlarak yapildi. 1 ml plazma iizerine 5 ml etilasetat ilave edilerek 15 dk siire ile
yavagca calkalandi. Karigim 5000 rpm'de 5 dk santrifuj edildikten sonra etilasetat
fazi alinarak evaporatdrde uguruldu. Kalinti, 2.4 ml (su:hekzan:kloroform, 1:1:1)
karigimu ile gozdiiriilerek yeniden santrifiij edildi. Ustte olugan (1 ml) fazdan ,

20 mcl HPLC'ye enjekte edildi.
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3.2.8. Istatistiksel Analiz

Ozellikler arasi farkliliklar, "esler aras1 farkin 6nem kontrolii (t testi) "
metodu ile incelendi. Antibiyotik diizeyi ile ele alinan diger 6zellikler arasindaki
iligkilerin belirlenmesi amaci ile korelasyon katsayilar1 hesaplandi ve Onem

kontrolii yapild: (41).
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4. BULGULAR

In vitro, 10 mcg/ml ve 1000 mcg/ml kloramfenikol diizeylerinde
PMNL'lerin fagositoz ve mikrobisidal aktivitelerinde bir degisiklik goriilmezken,
sadece 1000 mcg/ml diizeyinde, noétrofil bagina diisen canli C. albicans sayisinin
artt1g1 tespit edildi ( Tablo 1 ve Grafik 3). 4000 mcg/ml diizeyinde ise, PMNL'lerin
bu her iki fonksiyonunda da 6nemli oranda azalmanin oldugu belirlendi (Grafik 1).
Fagosite edilen C. albicans sayisi ve kloramfenikol diizeyi yoniinden bakildiginda;
10 mcg/ml ve 1000 mcg/ml diizeylerinde kioramfenikol'iin fagositoz yetenegi
lizerinde bir etkisi goriilmezken, 4000 mcg/ml'de Onemli oranda azalma tespit edildi
(Tablo 1, Grafik 5).

In vivo, 10 mg/kg CA dozunda kloramfenikol'lin kas i¢i uygulamasindan
1 giin sonra alinan kan 6rneginde ortalama plazma kloramfenikol konsantrasyonu
1.59+0.26 mcg/ml, 5. giinde ise 2.59+0.29 mcg/ml olarak belirlendi (Tablo 2 ve
Grafik 7). PMNL'lerin fagositik aktiviteleri ilk giinden itibaren 6nemli derecede
azaldi (Grafik 2). PMNL'lerin fagositoz yeteneginde meydana gelen azalma 4. ve 5.
giinde birbirine yakin bulundu (Tablo 2). Mikrobisidal aktivite de ise, ilk giinde
olugan inhibisyon 2., 3., 4. ve 5. giinlerde benzer oranlarda seyretti (Tablo 2 ve
Grafik 2).

Degisik sayilarda C. albicans ihtiva eden PMNL ylizdelerinde (%) ve
herbir PMNL'ye diigen C. albicans sayilarinda ilk giinden itibaren azalmanin
goriildiigi kaydedildi (Tablo 2, Grafik 4 ve 6).

Plazma kloramfenikol konsantrasyonu ile, PMNL aktiviteleri arasindaki
iligkiler (r) Tablo 3'de, plazma kloramfenikol kromatogramlar1 Sekil 2 ve 3'de,
inkiibasyon sonrasinda PMNL ve C. albicans'a ait floresans mikroskopik gortintiiler
ise Resim 1a ve 1b'de goriilmektedir.

Floresans mikroskopik incelemelerde notrofiller tipik parcali ¢ekirdekli

goriiniimleri ile, C. albicans 'lar ise yuvarlak gekilli mikroorganizmalar halinde
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kolayca tanindilar. PMNL'lerin canli olanlarinin g¢ekirdekleri yesil-sari, 6li
olanlarin ise kirmizx floresans vermekteydi (Resim 1a). Ayni mikroskop sahasinda
fagositoz yapmamis notrofillere rastlandifi gibi, bir ve daha fazla sayida C.

albicans fagosite etmis PMNL'lere de rastlandi (Resim 1b).
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Grafik 1. In vitro, PMNL'lerin fagositoz ve mikrobisidal aktivite oranlari.
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Grafik 2. In vivo, PMNL'lerin fagositoz ve mikrobisidal aktivite oranlar.
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Grafik 3. in vitro, her bir PMNL'ye dilgen fagosite edilmig total, 6lii ve canli
C. albicans sayilar.
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Grafik 4. In vivo, her bir PMNL'ye diisen fagosite edilmig total, 6lii ve canli C.
albicans sayilan.
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Grafik 5.1 n vitro, degisik sayida C. albicans fagosite eden PMNL oranlar.
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Grafik 6. In vivo, degisik sayida C. albicans fagosite eden PMNL oranlan.
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Grafik 7 . Plazma kloramfenikol konsantrasyon egrisi
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enjeksiyonu ile plazmada bulunan

‘kloramfenikol piki (74.18 ng).

Sekil 2. 20 mcl (100 ng) enjeksiyon ile Sekil 3. 20 mcl numune ekstrakt:

alinan standart kloramfenikol piki.
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Resim 1la, b: Sigir Kan Polimorfniikleer Lokositlerinin (PMNL) Floresans

Mikroskopik Goriiniimleri (Acridin orange., x600).

la: Notrofilin polimorfik ¢ekirdegi (n) yesil-sar1 floresans verirken: intraselliiler C.
albicans'lar (c) kirmuzi (6lii) veya yesil (canli) floresans vermektedir.

1b: Fagositoz yapan ve yapamayan nétrofillerin ¢ekirdekleri (n) yesil-sar1 floresans
verirken intraselliiler C. albicans'lar (c) yesil (canli) veya kirmizi (6lii) floresans

vermektedir.
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S5.TARTISMA ve SONUC

Tablo 1'de goriildiigii gibi in vitro ¢aligmada, 10 mcg/ml ve 1000
mcg/ml kloramfenikol'iin PMNL'lerin fagositoz ve mikrobisidal aktivitesi tizerinde
bir etkisi goriilmezken, 1000 mcg/ml'de her bir PMNL tarafindan fagosite edilen
ancak canlilifini koruyan mikroorganizma sayisinda dnemli bir artigin (P<0.01),
4000 mcg/ml'de ise hem fagositozda hem de mikrobisidal aktivitede nemli oranda
diigtislerin oldugu gortilmektedir. Kontrol grubunda fagositoz % 95.50+0.56' iken,
4000 mcg/ml'de bu oran % 59.39£2.56'dir. Yani normalde 100 PMNL'den 95'i
fagositoz yaparken kloramfenikol ilave edildiginde, fagositoz yapan PMNL sayis:
59'a diismektedir. Meydana getirilen depresyon (% 37.81) olduk¢a 6nemli (P<0.001)
bulunmustur. Yine aym tabloda, mikrobisidal aktivite i¢in degerler; kontrolde %
99.0510.85, 4000 mcg/ml'de ise % 95.94+1.19'dur: Meydana getirilen depresyon (%
3.13) 6nemli (P<0.05) goriilmektedir (Grafik 1). Her bir PMNL'ye diigen
mikroorganizma sayilari (Grafik 5) ve fagosite edilen mikroorganizmalarin
oldiiriilmelerinde (Grafik 3), doz gruplar1 arasinda 6nemli (P<0.001) farkliliklarin
oldugu goriilmektedir.

Paape ve ark. (54) in vitro c¢aligmalarinda, 4000 mcg/ml
kloramfenikol'lin meme bezinden izole edilen PMNL'lerin fagositozunu % 16.6,
2000 mcg/ml'de % 18.6 deprese ettifini, 2000 mcg/ml'den daha diigiik
kloramfenikol yogunluklarinda ise depresyonun goriilmedigini bildirmektedirler. Ziv
ve ark. (81) aym kosullarda yaptiklar ¢aligmalarinda bu oranlar1 4000 mcg/ml'de
% 38, 2000 mcg/ml'de % 23 olarak tespit ederken, 10 mcg/ml'de ise istatistiksel
agidan 6nemli bir etkinlik bulamadiklarini rapor etmiglerdir. Bretzlaff ve ark. (11),
in vitro ¢aligmalarinda 5 mcg/ml, 125 mcg/ml ve 1000 mcg/ml kloramfeniko'liin,
kandan izole edilen PMNL'lerin fagositoz yetenegi iizerinde bir etkinliginin

olmadigim bildirmektedirler. Nickerson ve ark. (51) ise, in vitro ¢aligmalarinda
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4000 mcg/ml kloramfenikol'iin, siitten izole edilen PMNL'lerin fagositozunda % 47
gibi yliksek diizeyde bir baskilamanin oldugunu belirtmektedirler.

Kloramfenikol'in PMNL bakterisidal aktivitesi iizerine etkilerini
inceleyen calismalar olduk¢a simirlidir. Paape ve ark. (54), yukarida bahsedilen
¢aligmalarinda, 4000 mcg/ml kloramfenikol diizeyinde PMNL bakterisidal
aktivitesinin kismen inhibe edildigini bildirmektedirler. Yine aym aragtirmacilar
(55), in vivo ¢ahgymalarinda kloramfenikol'iin meme i¢i verilmesinden sonra siitten
elde edilen PMNL'lerin bakterisidal aktivitelerinde kontrole gore herhangi bir
degisikligin goriilmedigini belirtmektedirler.

Bu caligmada, in vitro 4000 mcg/ml'de tespit edilen fagositoz depresyon
orami (% 37.81) ile Ziv ark. (81)'min 4000 mcg/ml'de ayni kosullardaki
calismalarindan elde ettikleri depresyon orami (% 38) benzerlik gosterirken, Paape
ve ark. (54)'nin 4000 mcg/ml'de tespit ettikleri oran (% 16.6) ve Nickerson ve ark.
(51)'nin yine in vitro 4000 mcg/ml'de elde ettikleri oran (% 47) arasinda farklilik
goriilmektedir. Ote yandan Ziv ve ark. (81) 2000 mcg/ml'de depresyon oranini
% 23 olarak belirlerken, Paape ve ark. (54)'da bu diizeyi % 18.6 olarak
bildirmektedirler.

Gerek tartigilan galigmalarda (11, 51, 54, 81), gerekse bu galigmada
2000 mcg/ml'den daha diigiik kloramfenikol yogunluklarinda istatistiksel agidan
onemli olarak degerlendirilebilecek bir fagositoz depresyon oraninin tespit
edilemedigi goriilmektedir.

Daha once de bahsedildigi gibi, kloramfenikol'iin PMNL bakterisidal
aktivitesi ile ilgili ¢caligmalar oldukg¢a sinirhdir. Paape ve ark. (54) kloramfenikol'iin,
4000 mcg/ml'de PMNL bakterisidal aktivitesini, chemiluminesence diizeyinde
baskiladigini bildirmektedirler. Chemiluminesence, bakterisidal aktivitenin
gerceklesmesinde bir basamak tegkil edip; PMNL tarafindan olusturulan
solunumsal patlama sonucunda meydana gelen siiper oksit radikallerinin (O3")
Olciilmesi ile belirlenmektedir (54, 55). Hogan ve ark. (29) ise bakterisidal

aktivitenin belirlenmesinde, PMNL icerisindeki canli ve 6lii mikroorganizmalarin
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degerlendirilmesi esasina dayanan ve bu ¢alismada da kullanilan Florokrom
boyama yontemi kullanmiglardir. Bu ydntem ile, Vit.E ve selenyumun nétrofil
fonksiyonlan tizerindeki etkinliklerini tespit etmiglerdir.

Tablo 2 ve Grafik 7' de de goriildiigli gibi in vivo ¢aligmada, birinci
giin 1.5940.26 mcg/ml olan plazma kloramfenikol konsantrasyonu daha sonraki
giinlerde tedrici olarak artarak beginci giin 2.59+0.29'a ulagmustir. Ancak tabloda
da goriildiigii gibi, giinlere gore konsantrasyonlar arasinda istatistiksel bir fark
goriilmemektedir (P> 0.05). Fagositoz orani, kontrolde % 95.05+0.22'iken,
denemede birinci giin % 63.68+3.44, besinci giin ise % 53.69+1.81 tespit edilmistir.
Burada istatistiksel olarak, kontrole gore biitiin giinlerde Snemli bir fark (P<0.001)
goriilmektedir. Tabloda da goriildiigi gibi kontrole gére bu farklilik, glinler
arasinda degisiklik arz etmektedir: Fagositoz orani, birinci giin ile ikinci giin ayni,
ikinciden itibaren dordiinci giine kadar diismekte, dordiincii ve besinci giinlerde ise
aymi1 diizeyde seyretmektedir. Mikrobisidal aktivite de ise kontrol ile, giinler
arasinda farklar 6nemli (P<0.001), ancak giinler arasinda fark dnemsizdir (P>0.05).

Fagositoz ve mikrobisidal aktivite oranlar ile plazma kloramfenikol
konsantrasyonlar: arasinda istatistiksel acidan onemli bir iligki (r) saptanamarmgtir
(Tablo 3).

Paape ve ark. (55) in vivo ¢aligmalarinda, laktasyondaki bir inegin her
bir meme lobuna 5 gr. kloramfenikol'lin verilmesinden sonra alinan siit drneklerinde,
2. saatte 115.9 mcg/ml, 26. saatte ise 414 mcg/ml kloramfenikol diizeyi tespit
etmigler, ancak kontrole gore notrofillerin fagositoz ve bakterisidal aktivitelerinde
herhangi bir degisiklik gdzleyememislerdir.

Tablo 2'de in vivo fagositoz yapan nétrofillerin C. albicans sayisina
gore % oranlarina bakildidinda, ilk giin % 63.68+3.44 oraminda fagositoz yapan
hiicrelerin % 47.07+2.59'unun 1-2 C. albicans, % 15.14+1.43liniin 3-4 C. albicans,
% 1.5410.21'inin ise 5 ve fazla C. albicans icerdikleri goriilmektedir. Ikinci giinden
itibaren 1-2 C. albicans 'l grupta istatistiksel agidan hem kontrole gbre hem de

glinler arasinda Snemli farklar (P<0.001) goriilmektedir. 3-4 C. albicans'li grupta
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kontrole gore fark onemli iken; giinler arasinda fark goriilmemektedir. Bes ve fazla
C. albicans fagosite eden grupta ise varyasyonun yiiksek olmasi nedeniyle,
istatistiksel agidan fark goriilmemistir. Yine tabloda goriilebilecegi gibi, giinlere
gore fagositoz oranlan ile 1-2 C. albicans fagosite eden PMNL oranlar1 arasinda
biitiiniiyle istatistiksel bir benzerlik sézkonusudur. Her bir PMNL'ye diisen C.
albicans sayilan incelendiginde, total C. albicans agisindan kontrolde her bir
PMNL'ye 1.99+0.08 C. albicans diistiigii, bunun 1.9740.08'inin 6lii, 0.024+0.0'1nin
ise canli oldugu goriillmektedir. Burada dikkati ¢eken bir nokta da mikrobisidal
aktivite oranlar ile her bir PMNL'ye diigen canlt C. albicans sayilar arasindaki
istatiksel benzerliktir.

In vitro ¢aligmada da, in vivo'da oldugu gibi dozlara gére fagositoz
oranlart ile 1-2 C. albicans ve 3-4 C. albicans fagosite eden hiicre oranlari
arasindaki istatistiksel iligkiler, benzerlik gostermektedir (Tablo 1). Her bir
PMNL'ye diisen C. albicans sayilan incelendiginde, total C. albicans agisindan
kontrolde her bir PMNL'ye 1.97+0.08 C. albicans diistiigii, bunun 1.97%0.08'inin
diger bir deyisle tamaminin 6ldiigti goriilmektedir. Burada total C. albicans
agisindan bakildiginda 10 mcg/ml ve 1000 mcg/ml kloramfenikol yogunluklarinda
kontrole gore bir degisiklik goriilmezken, 4000 mcg/ml'de bir PMNL'ye diisen C.
albicans sayisinin 0.98+0.11 oldufu ve istatistiksel acidan onemli (P<0.001)
bulundugu dikkati cekmektedir. Olii C. albicans siitununda da kontrole gore, 4000
mcg/ml'de fark goriilmektedir.

In vitro ve in vivo ¢alisma sonuglan arasinda; fagositoz ve mikrobisidal
aktivite yoniinden, Tablo 1 ve 2'de degerlendirilmeye alinan PMNL aktiviteleri
bakimindan nemli farklarin oldugu kolayca goriilmektedir. Her ne kadar in vivo
calismada PMNL aktivitelerinde meydana gelen degisiklikler ile plazma
kloramfenikol konsantrasyonu arasinda bir iligki belirlenememis ise de, in vitro
denemelerde bu degisikliklerin, 4000 mcg/ml kloramfenikol yogunlugunda daha
‘belirgin ortaya ¢iku8: goriiliiyor. Oysa, in vivo analizlerde elde edilen en yiiksek

plazma kloramfenikol yogunlugu 2.59 mcg/ml diizeyindedir. Burada dikkate
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alinmas: gereken husus, in vivo géh§mada PMNL'lerin kloramfenikole sadece kan
dolagiminda maruz kaldigidir.

In vitro ¢alismalarda (51, 54) yiiksek diizeyde kloramfenikol'in PMNL
fonksiyon ve diger aktivitelerinde meydana getirmis oldugu depresyonun nedeni
olarak, PMNL'de sebep olduklart morfolojik degisiklikler gdsterilmektedir.
Elektron mikroskopik inceleme gerektiren bu morfolojik yap1 degisiklikleri bu
calisma kapsamina alinamamustir. Paape ve ark. (54), 4000 mcg/ml kloramfenikol
diizeyinde, PMNL'lerin % 99'unda yuvarlaklagma, % 94'liinde psddopod
olusumunun engellenmesi gibi morfolojik bozukluklar tespit etmiglerdir. S6zkonusu
bu bozukluklar, kloramfenikol miktarina bagli olarak degismektedir. Yine aymi
aragtiricilar fagositozun gerceklesmesinde bir basamak olan filamentlerdeki aktin
monomerlerinin bir araya gelmelerinin, kloramfenikol tarafindan 6nlenebilecegini
one siirmektedirler.

Kloramfenikol'iin in vivo, kan nétrofilleri lizerindeki etkinligi ile ilgili
calismaya rastlanilmadi. In vivo g¢aligmalar daha ziyade memeye uygulama
seklinde yapilmustir (55). Bununla beraber, diger antibiyotiklerle kan notrofilleri
iizerinde caligmalar da mevcuttur (72).

Burada tartigilan gerek in vitro, gerekse in vivo (meme igi)
calismalarda da belirtildigi gibi, sadece yiiksek diizeydeki kloramfenikol'lin etkisi
ile nétrofillerin morfolojik bozulmalari neticesinde goriilebilen fonksiyon
bozukluklarinin; bu c¢alismada, kloramfenikol'iin tedavi dozunda kas ici
uygulanmasi ile elde edilen kan konsantrasyonlarinda meydana geldigi goriiliiyor.
Bu o¢nemli farkin kloramfenikol'lin metabolizmas: sonucunda olugan
metabolitlerinden kaynaklanabilecegi ileri siiriilebilir. Jimenez ve ark. (36),
kloramfenikol metabolitlerinden DH-CAP'in, ndtrofillerin fonksiyonellik
kazanmasinda da rol oynayan GM-CSF'nin yapimin: engelledigini belirtmektedir.
Kowanko ve ark. (40), Lopez ve ark. (45) ile Sordillo ve ark. (65)'da caligmalarinda,
GM-CSF'nin deri alti uygulamalarinin, nétrofillerin fagositoz ve bakterisidal

aktivitelerini arttirdigim kaydetmektedirler.
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Paape ve ark. (54) florfenikol, tiamfenikol ve kloramfenikol'lin, meme
bezinden izole edilen notrofiller ilizerine etkilerini kargilastirilmali olarak
inceledikleri caligmalarinda kloramfenikol'iin, nétrofillerin fagositoz ve bakterisidal
aktivitelerini onledigini, ancak florfenikol ve tiamfenikol'lin aynmi yonde bir
etkinliginin goriilmedigini bildirmektedirler. Yine, kloramfenikol'iin viicutta
metabolize oldugu ancak tiamfenikol'iin metabolize olmadigi da (22) bilinmektedir.

Kloramfenikol disinda ayni grupta yer alan florfenikol ve 6zellikle
beseri hekimlikte kullanima giren tiamfenikol'lin benzer etkilere sahip olmadig
sanilmakla birlikte, immiin sistem {iizerindeki etkilerinin aragtirilmas1 yararl
olacaktir.

ABD ve Avrupanin ¢ogu iilkesinde oldugu gibi, iilkemizde de iiriinleri
tiiketime sunulan hayvanlarda kloramfenikol kullaniimasindan vazgeg¢ilmistir.
Ancak diger hayvanlarda ve insanlarda kullanimi devam etmektedir.

Ilaglarin, immiin sistem iizerine olan olumsuz etkileri dikkate
alindiginda; gerekli olmadan veya gelisigiizel kullanslmalarinin sakincalari hemen
anlagilabilir. Yukarida kismen deginilen bu durum, hayvancilik ag¢isindan
degerlendirildiginde, rastgele ila¢ uygulanilan hayvanlar1 6zellikle de inekleri
hastaliklara predizpoze hale getirir.

Sonug olarak, bu ¢aligma ile kloramfenikol'iin sifirlarda kan nétrofilleri
fonksiyonlarindan fagositoz ve mikrobisidal aktiviteleri izerindeki, in vitro ve in
vivo etkileri belirlenerek, 6zellikle in vivo etkilerinin viicut savunmas: yoniinden bir
degerlendirilmesi yapilmistir. Ozellikle enfeksiyonun baglangicinda viicut
savunmasinda 6nemli role sahip olan PMNL'lerin, kloramfenikol'iin olumsuz
etkilerinden dolay1 fonksiyonlarini tam olarak yerine getiremedikleri goriilmektedir.
Bu durum, ozellikle viicut savunmasi tarafindan baski altinda tutulan bir ¢ok
patojenin aktif hale gelmesine ve anormal hiicre olusumuna ortam hazirlanmas: ile

sonuclanabilir.
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6. OZET

‘Bu ¢alismada, kloramfenikol'iin hiicresel savunmada 6nemli role sahip
olan PMNL'lerin fagositoz ve mikrobisidal aktiviteleri (C. albicans'in hiicre ici
Oldiiriilebilme yetenegi) lizerindeki etkisi aragtiriida.

Calisma, in vitro ve in vivo yapildi. In vivo ¢aligmada, 8-13 aylik;
yedisi disi, ikisi erkek dokuz adet Holstein-Fresian sig1r kullanildi.

In vitro calismada, kloramfenikol uygulanmams hayvanlardan alinan
kan 6rneklerinden izole edilen nétrofiller'in 10 mcg/ml, 1000 mcg/ml ve 4000
mcg/ml diizeylerinde kloramfenikol ihtiva eden inkiibasyon ortamlarinda fagositik
ve mikrobisidal aktiviteleri belirlenerek, kloramfenikol'tin PMNL fonksiyonlari
iizerindeki etkisi tespit edildi. Buna gore; 10 mcg/ml, 1000 mcg/ml'de PMNL
fonksiyonlarinda (fagositoz, mikrobisidal aktivite) bir degisiklik goriilmezken, 1000
mcg/ml'de notrofil bagina diisen fagositik canhi C. albicans sayisinn arttigi, 4000
mcg/ml'de ise fonksiyonlarda 6nemli derecede (P< 0.05) azalmanin oldugu saptand.

In vivo ¢aligmada, 10 mg/kg CA dozunda 12 saat ara ile sabah-aksam
giinde iki kez, beg giin siire ile kloramfenikol uygulandi. Kan ornegi, sabah
uygulamasindan 2.5 saat sonra alinarak, plazma kloramfenikol konsantrasyonu
olciimii ve PMNL izolasyonu yapildi. PMNL fonksiyonlarinda, ilk giinden itibaren
onemli derecede (P<0.05) azalma kaydedildi. Bunun yaminda, plazma kloramfenikol
konsantrasyonu ile PMNL fonksiyonlarinda goriilen azalma arasindaki iligkinin (r)
Onemli olmadif belirlendi.

Bu galigma ile, kloramfenikol'tin sigir PMINL fonksiyonlar1 (fagositoz,

mikrobisidal aktivite) lizerindeki etkisi in vitro ve in vivo belirlenmis oldu.
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7. SUMMARY

In this study, effects of chloramphenicol on phagocytosis and
microbicidal (intracellular kill of C. albicans) activity by polymorphonuclear
leucocytes (PMNLs) that has an important role in the host defence mechanisms to
infectious diseases were investigated.

This study was performed in vitro and in vivo conditions. Nine Holstein-
Fresian cows (8-13 months ages; 7 female, 2 male) were selected for in vitro study.

Chloramphenicol were tested at 4000, 1000, and 10 mcg/ml of
incubation mixture. The percentage of phagocytosis and microbicidal activity were
determined for PMNLs isolated from blood of nine cows that weren't treated with
chloramphenicol, in vitro study. Chloramphenicol had no effect on PMNL functions
(phagocytosis and microbicidal activity) at 1000 and 10 mcg/ml concentrations.
However, chloramphenicol caused significant increases in intracellular number of
live C. albicans on per neutrophil at the intermediate (1000 mcg/ml) concentration.
The activity of PMNLs were also depressed (P<0.05) by chloramphenicol at the high
(4000 mcg/ml) concentration.

In vivo studies, at 12 hours intervals, each cow was treated by
intramuscularly administration with chloramphenicol at recommended doses (10
mg/kg body weight) for 5 days . Blood samples were collected at 2.5 hours after
first injections. A significant reduction (P<0.05) in the percentage of phagocytosis
and microbicidal activity was observed beginning from the first day. There was no
correlation between activity of PMNL and plasma chloramphenicol concentration.

In this study, side effetcs of chloramphenicol on bovine neutrophil

function were determined in vitro and in vivo conditions.
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