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ÖZET

Polimorf nüveli lökositler (PNL), infeksiyonlara karşı konak savunmasında önemli rol oynamaktadırlar. Bakteriyel
ve fungal infeksiyonlu hastaların tedavisinde kullanılan antibiyotikler için PNL'lerin fagositoz ve hücre içi öldürme aktivitesini
arttırması istenen bir özelliktir. Bu çalışmada ketolid grubu yeni bir antibiyotik olan telitromisin (HMR 3647)'in sağlıklı
kişilerin PNL'leri üzerine etkisi araştırılmıştır. PNL'lerin fagositozunu ve hücre içi öldürme aktivitesini ölçmek için Candida
albicans ATCC 10231 suşu kullanılmıştır. Fagositik aktivite tayininde 100 PNL içinde maya hücrelerini fagosite etmiş olan
PNL'ler sayılmış, kandidasidal aktivite tayininde ise 100 PNL içinde fagosite olan maya hücrelerinden PNL'ler tarafından
öldürülen maya hücreleri sayılarak % cinsinden ifade edilmiştir. Telitromisinin kontrole göre fagositoz ve hücre içi ölüm
oranını arttırdığı gözlenmiştir. Sonuç olarak, telitromisinin terapötik konsantrasyonlarda sağlıklı kişilerde PNL fonksiyonlarını
in-vitro olarak stimüle ettiği, bu nedenle özellikle immün sistemi baskılanmış kişilerde infeksiyonların tedavisinde etkili
olabileceği düşünülmüştür.

Anahtar sözcükler: fagositoz, polimorf nüveli lökositler (PNL), telitromisin (HMR 3647)

SUMMARY

Investigation of  in vitro Efficacy of Telithromycin on Human
Polymorphonuclear Leucocyte Functions

Polymorphonuclear leucocytes (PMNLs) have a significant role on host defense against infections.  It is desired  that
antibiotics could also increase the phagocytosis and intracellular killing activity of PMNLs in the therapy of bacterial and
fungal infections in patients. In the present study, the effects of telithromycin (HMR 3647), one of the new ketolides, on the
healthy human PMNLs were investigated. The C.albicans ATCC 10231 strain was used to investigate the phagocytosis and
intracellular killing activity of PMNLs. The phagocyte activity index was calculated as the percentage of ingested yeast
cells per 100 PMNLs, while the candidacidal index was calculated as the percentage of dead C.albicans (stained blue)
ingested by 100 PMNLs. It was observed that telithromycin enhanced intracellular killing of bacteria and phagocytosis
according to control cells that contain no antimicrobial agent. As a result, it was thought that telithromycin stimulate in
vitro the healthy human PMNL functions at therapeutic concentrations. So, it was considered that telithromycin may have
additional efficacy in the therapy of particularly immunsupressed patients.
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GİRİŞ

Polimorf nüveli lökositler (PNL), infeksiyonlara karşı
konak savunmasında önemli rol oynamaktadırlar. Fagositoz
ve hücre içi öldürme aktiviteleri PNL'lerin başlıca fonksiyon-
larıdır. İnfeksiyon hastalıklarının tedavisinde kullanılan bazı
antibakteriyel ajanlar konağın immün cevabını değiştirebilirler.
PNL ve antimikrobiyal ajanlar infeksiyonlarla mücadele etmek
için sinerjistik etkileşim gösterirler. Kullanılan antimikrobiyal
ajanların PNL'lerin fagositoz ve hücre içi öldürme aktivitesini
arttırması istenilen immünomodülatör aktivitelerdir(6).

Telitromisin (HMR 3647), özellikle dirençli patojenlerin
neden olduğu ve toplum kaynaklı solunum yolu infeksiyon-
larının tedavisi için geliştirilen semisentetik eritromisin-A
derivesi olan ketolid grubundan bir antibiyotiktir. 50S ribozomal
subünitesini etkileyerek mikroorganizmada protein sentezini
inhibe eder(1).

Telitromisin, eritromisine dirençli pnömokok ve atipik
hücre içi organizmaları da kapsayan Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilerin büyük bir kısmına karşı kuvvetli aktiviteye
sahiptir(14).

Bu çalışmada telitromisinin terapötik konsantrasyonda
sağlıklı kişilerin PNL fonksiyonları (fagositoz, hücre içi
öldürme) ve mikroorganizmaların epitel hücresine adezyonu
üzerine olan etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Antibakteriyel ajan: Telitromisinin 400 mg'lık tablet
formu, steril şartlar altında dışta bulunan renkli kabuk kısmı
soyulduktan sonra ezilerek kullanılmıştır. Stok solüsyonu %
1 HCl - steril distile su içinde hazırlanmış ve buradan terapötik
konsantrasyonu olan 0.1 µg/ml  ayarlanmıştır(12).

Minimum inhibe edici konsantrasyon (MİK) saptanması:
Telitromisinin Staphylococcus aureus ATCC 29213 suşu için
MİK değeri mikrodilüsyon yöntemi ile 0.312 µg/ml olarak
bulunmuştur(15).

PNL'lerin elde edilmesi: PNL'ler sağlıklı gönüllülerden
alınan heparinli kan örneklerinde Ficoll-Hypaque  gradient
santrifüj yöntemini takiben dekstran sedimantasyonu ile izole
edilmiştir. PNL'lerde tripan mavisi ile canlılık % 98 olarak
bulunmuştur. PNL'ler Hank's Buffered Salt Solution  (HBSS)
içinde sulandırılarak hücre yoğunluğu 1x107 hücre/ml olacak
şekilde süspansiyon haline getirilmiştir(17,18).

Fagositoz ve kandidasidal aktivite: PNL'lerin
fagositozunu ve hücre içi öldürme aktivitesini ölçmek için
C.albicans ATCC 10231 suşu kullanılmıştır. Maya canlılığı
metilen mavisi boyama yöntemi ile >% 99 bulunmuştur. İlacın
terapötik konsantrasyonu sağlıklı gönüllülerden elde edilen

PNL'ler ile 37ºC'de çalkalayıcı etüvde 30 dk inkübe edilmiştir.
C.albicans süspansiyonu ayrı bir tüp içinde taze insan serumu
(4:1) ile 37ºC'de 30 dk opsonize edilmiştir. İnkübasyondan
sonra ilaç ve PNL karışımı üzerine opsonize maya hücreleri
konulmuş ve 37ºC'de 30 dk bekletilmiştir. Karışımın son hücre
yoğunluğu 5x106 maya/ml ve 5x106 PNL/ml olmuştur.
İnkübasyonun 25. dakikasında her tüpe ölü mayaların
boyanması için (1:2) metilen mavisi (% 0.01) eklenmiştir.
Fagositik aktivite tayininde 100 PNL içinde maya hücrelerini
fagosite etmiş olan PNL'ler sayılmış, kandidasidal aktivite
tayininde ise 100 PNL içinde fagosite olan maya hücrelerinden
PNL'ler tarafından öldürülen (mavi boyanmış) maya hücreleri
sayılarak % cinsinden ifade edilmiştir(20).

Adezyon deneyi: Sağlıklı kişiden alınan yanak mukozası
epitel hücreleri 3 kez PBS ile yıkanarak 106 hücre/ml olacak
şekilde ayarlanmıştır. Epitel hücreleri daha sonra telitromisinin
1/2,  1/4, 1/8, 1/16 MİK değerleri ile inkübe edilen bakteri
süspansiyonu ile 1/1 oranında karıştırılarak tüplere konulmuş,
37ºC'de 30 dk süre ile su banyosunda inkübe edilmiştir. Daha
sonra tüpler santrifüje edildikten sonra süpernatan atılmış,
pelet az miktarda PBS ile süspanse edilerek lam üzerinde
kurutulmuştur. Fikse edildikten  sonra, Gram ile  boyanarak,
mikroskopta 50 farklı epitel hücresine bağlanmış bakteriler
sayılarak antibiyotik içermeyen epitel hücresi + bakteri bulunan
kontrol tüpleriyle karşılaştırılmıştır(23).

İstatistiksel analiz: Kontrol ve telitromisin içeren PNL'lerin
fagositoz, hücre içi öldürme aktivitesi ve adezyon fonksiyonu
üzerine olan etkilerinin karşılaştırılmasında ANOVA testi
kullanılmış, p <0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir.

BULGULAR

Telitromisinin antibiyotik bulunmayan kontrol tüplerine
göre PNL'lerin fagositoz, hücre içi öldürme aktivitesi ve
adezyon fonksiyonu üzerine yaptığı etkiler tabloda ve şekilde
gösterilmiştir.

Tablo: PNL'lerin fagositozu, hücre içi öldürme özellikleri ve adezyon üzerine
olan etkileri.

Telitromisin, antibiyotiğin bulunmadığı kontrol tüpüne
göre PNL'lerin fagositik aktivitesini (p=0.007) ve kandidasidal
aktivitesini (p=0.000) anlamlı olarak arttırmıştır. Mikroorganiz-
maların epitel hücresine adezyon fonksiyonunda telitromisin
kontrol PNL'e göre bir azalmaya neden olsa da bu azalma
istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p=0.319).
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Şekil: Kontrol PNL ve telitromisin içeren PNL'lerin etkileri (%).

TARTIŞMA

Makrolidlerin en önemli özelliklerinden biri konak
hücrelerine girebilme ve konsantre olabilmeleridir. Bu
özellikleri sayesinde hücre içi patojenler tarafından oluşturulan
infeksiyonların tedavisinde kullanılmaktadırlar(8,10). Bu
özelliklerinin dışında makrolidler fagositik hücreler başta
olmak üzere hücre fonksiyonlarını değiştirebilmekte(9,11),
nötrofilleri aktive ederek akut solunum yolu etkeni mikroor-
ganizmalara etkili olmaktadırlar(16). Telitromisin, makrolid-
linkozamid ailesinden yeni bir sınıf olan ketolidlerin ilki,
semisentetik, eritromisin-A türevi bir antibakteriyaldir. Toplum
kaynaklı pnömoni etkenlerinin, özellikle S.aureus'un neden
olduğu akut sinüzitlerin  ve tonsillit-farenjitlerin tedavisinde
kullanılmaktadır. Makrolid ailesinden olduğu için akut solunum
yolu etkeni mikroorganizmalara nötrofilleri aktive ederek de
etkili olmaktadır(1).
 PNL'lerin fagositik aktivitesini artırıcı etki özellikle
immün sistemi baskılanmış, opsonizasyon ve fagositik aktivitesi
bozuk hastalardaki bakteriyel infeksiyonlara karşı  konak
savunması için faydalıdır. Çeşitli antimikrobiyal ajanların
immünomodülatör etkileri olduğu gösterilmiştir(21).

Nötrofiller ve antimikrobiyal ajanlar birlikte infeksiyonlara
karşı sinerjistik etki gösterebilmektedirler(19). Mikroorganiz-
maların kısa sürede yok edilmelerinde,  antimikrobiyal ajanların
fagositler içerisine girebilmeleri önemlidir. Hücre dışı
mikroorganizmaları öldürmeye yeten konsantrasyondaki beta-
laktam antibiyotiklerden nötrofillerin içindeki  stafilokoklar
etkilenmezken, rifampin gibi nötrofillerin içine girebilen

antibiyotiklerden etkilendikleri  gösterilmiştir(13). Telitromisinin
hücre içi bakterilerde eritromisin, azitromisin ve klaritromisine
göre daha etkili olduğu gösterilmiştir(2,4). Pek çok makrolidin
PNL'in  fagositozunu ve bakteriyel fonksiyonu in-vitro olarak
arttırdığı çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir(5,12). Bunun yanısıra
telitromisin, Mycobacterium avium ile yapılan in-vitro
deneylerde aktivitesi zayıf olmasına karşın, farelerde oluşturulan
M.avium infeksiyonlarının tedavisinde önemli bir aktivite
göstermiştir(3). Bu sonuç tedavisi güç olan diğer Mycobacterium
türlerinin de telitromisin aktivitesi açısından değerlendirilmesi
gerektiğini düşündürmektedir.

Bu çalışmada semisentetik eritromisin-A derivesi olan
telitromisinin terapötik konsantrasyonlarda sağlıklı insan PNL
üzerine olan etkisi araştırılmıştır. Çalışma sonucunda
telitromisinin PNL'ler tarafından C.albicans blastosporlarının
fagositozunda ve hücre içi ölüm fonksiyonunda anlamlı
düzeyde bir artış oluşturduğu belirlenmiş ve telitromisinin
PNL fonksiyonlarından fagositoz ve hücre içi öldürme aktivitesi
üzerine immünomodülatör etki gösterdiği tespit edilmiştir.

Kadir ve ark.(7) klaritromisinin saf toz şekli ve klinikte
kullanılan tablet formu arasında  PNL'lerin  fagositoz aktiviteleri
ve kandidasidal kapasiteleri yönünden fark olup olmadığını
araştırmışlardır. Sonuçta her iki ilaç formu ile fagositoz
değerlerinde değişme olmazken, tablet formu ile yapılan
deneylerde kandidasidal  kapasitede azalma olmuştur.
Çalışmamızda telitromisinin tablet formu kullanılmış, ancak
klaritromisinde olduğu gibi kandidasidal kapasitesinde bir
azalma görülmemiştir. İleriki çalışmalarda saf toz ile de
çalışılarak ikisi arasında fark olup olmadığı araştırılabilir,
ancak uygulamada kullanılan telitromisin tablet formunun
hem fagositoz hem de hücre içi ölüm fonksiyonunu arttırması
önemlidir.

Çalışmamızda, telitromisinin mikroorganizmaların epitel
hücrelerine adezyon fonksiyonu üzerine istatistiksel olarak
anlamlı olmasa da  azaltıcı bir etki oluşturduğunun gözlenmesi,
bu antimikrobiyal ajanın  mikroorganizmaların epitele tutunup,
infeksiyon oluşturmasını engelleyerek de terapötik etki
gösterebileceğini düşündürmüştür. İnfeksiyon gelişiminde ilk
basamak olan adezyon mekanizması üzerine en etkili
antimikrobiyal ajanın belirlenmesi infeksiyonların erken
dönemlerde önlenmesi açısından da önem taşımaktadır.
Vazifeh ve ark.(22) telitromisinin insan PNL'lerinin bakterisidal
aktivitesini düzenlediğini bildirmişlerdir.

Sonuç olarak çalışmamızda, telitromisinin terapötik
konsantrasyonlarda PNL fonksiyonlarını in-vitro olarak stimüle
ettiği görüldüğü için,  özellikle immün sistemi baskılanmış,
opsonizasyon ve fagositik aktivitesi bozuk hastalardaki
infeksiyonların tedavisinde etkili olabileceği düşünülmüştür.
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ÖZET

Polimorf nüveli lökositler (PNL), infeksiyonlara karşı konak savunmasında önemli rol oynamaktadırlar. Bakteriyel
ve fungal infeksiyonlu hastaların tedavisinde kullanılan antibiyotikler için PNL'lerin fagositoz ve hücre içi öldürme aktivitesini
arttırması istenen bir özelliktir. Bu çalışmada ketolid grubu yeni bir antibiyotik olan telitromisin (HMR 3647)'in sağlıklı
kişilerin PNL'leri üzerine etkisi araştırılmıştır. PNL'lerin fagositozunu ve hücre içi öldürme aktivitesini ölçmek için Candida
albicans ATCC 10231 suşu kullanılmıştır. Fagositik aktivite tayininde 100 PNL içinde maya hücrelerini fagosite etmiş olan
PNL'ler sayılmış, kandidasidal aktivite tayininde ise 100 PNL içinde fagosite olan maya hücrelerinden PNL'ler tarafından
öldürülen maya hücreleri sayılarak % cinsinden ifade edilmiştir. Telitromisinin kontrole göre fagositoz ve hücre içi ölüm
oranını arttırdığı gözlenmiştir. Sonuç olarak, telitromisinin terapötik konsantrasyonlarda sağlıklı kişilerde PNL fonksiyonlarını
in-vitro olarak stimüle ettiği, bu nedenle özellikle immün sistemi baskılanmış kişilerde infeksiyonların tedavisinde etkili
olabileceği düşünülmüştür.

Anahtar sözcükler: fagositoz, polimorf nüveli lökositler (PNL), telitromisin (HMR 3647)

SUMMARY

Investigation of  in vitro Efficacy of Telithromycin on Human
Polymorphonuclear Leucocyte Functions

Polymorphonuclear leucocytes (PMNLs) have a significant role on host defense against infections.  It is desired  that
antibiotics could also increase the phagocytosis and intracellular killing activity of PMNLs in the therapy of bacterial and
fungal infections in patients. In the present study, the effects of telithromycin (HMR 3647), one of the new ketolides, on the
healthy human PMNLs were investigated. The C.albicans ATCC 10231 strain was used to investigate the phagocytosis and
intracellular killing activity of PMNLs. The phagocyte activity index was calculated as the percentage of ingested yeast
cells per 100 PMNLs, while the candidacidal index was calculated as the percentage of dead C.albicans (stained blue)
ingested by 100 PMNLs. It was observed that telithromycin enhanced intracellular killing of bacteria and phagocytosis
according to control cells that contain no antimicrobial agent. As a result, it was thought that telithromycin stimulate in
vitro the healthy human PMNL functions at therapeutic concentrations. So, it was considered that telithromycin may have
additional efficacy in the therapy of particularly immunsupressed patients.

Keywords: phagocytosis, polymorphonuclear leucocytes (PMNLs), telithromycin (HMR 3647)
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GİRİŞ

Polimorf nüveli lökositler (PNL), infeksiyonlara karşı
konak savunmasında önemli rol oynamaktadırlar. Fagositoz
ve hücre içi öldürme aktiviteleri PNL'lerin başlıca fonksiyon-
larıdır. İnfeksiyon hastalıklarının tedavisinde kullanılan bazı
antibakteriyel ajanlar konağın immün cevabını değiştirebilirler.
PNL ve antimikrobiyal ajanlar infeksiyonlarla mücadele etmek
için sinerjistik etkileşim gösterirler. Kullanılan antimikrobiyal
ajanların PNL'lerin fagositoz ve hücre içi öldürme aktivitesini
arttırması istenilen immünomodülatör aktivitelerdir(6).

Telitromisin (HMR 3647), özellikle dirençli patojenlerin
neden olduğu ve toplum kaynaklı solunum yolu infeksiyon-
larının tedavisi için geliştirilen semisentetik eritromisin-A
derivesi olan ketolid grubundan bir antibiyotiktir. 50S ribozomal
subünitesini etkileyerek mikroorganizmada protein sentezini
inhibe eder(1).

Telitromisin, eritromisine dirençli pnömokok ve atipik
hücre içi organizmaları da kapsayan Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilerin büyük bir kısmına karşı kuvvetli aktiviteye
sahiptir(14).

Bu çalışmada telitromisinin terapötik konsantrasyonda
sağlıklı kişilerin PNL fonksiyonları (fagositoz, hücre içi
öldürme) ve mikroorganizmaların epitel hücresine adezyonu
üzerine olan etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Antibakteriyel ajan: Telitromisinin 400 mg'lık tablet
formu, steril şartlar altında dışta bulunan renkli kabuk kısmı
soyulduktan sonra ezilerek kullanılmıştır. Stok solüsyonu %
1 HCl - steril distile su içinde hazırlanmış ve buradan terapötik
konsantrasyonu olan 0.1 µg/ml  ayarlanmıştır(12).

Minimum inhibe edici konsantrasyon (MİK) saptanması:
Telitromisinin Staphylococcus aureus ATCC 29213 suşu için
MİK değeri mikrodilüsyon yöntemi ile 0.312 µg/ml olarak
bulunmuştur(15).

PNL'lerin elde edilmesi: PNL'ler sağlıklı gönüllülerden
alınan heparinli kan örneklerinde Ficoll-Hypaque  gradient
santrifüj yöntemini takiben dekstran sedimantasyonu ile izole
edilmiştir. PNL'lerde tripan mavisi ile canlılık % 98 olarak
bulunmuştur. PNL'ler Hank's Buffered Salt Solution  (HBSS)
içinde sulandırılarak hücre yoğunluğu 1x107 hücre/ml olacak
şekilde süspansiyon haline getirilmiştir(17,18).

Fagositoz ve kandidasidal aktivite: PNL'lerin
fagositozunu ve hücre içi öldürme aktivitesini ölçmek için
C.albicans ATCC 10231 suşu kullanılmıştır. Maya canlılığı
metilen mavisi boyama yöntemi ile >% 99 bulunmuştur. İlacın
terapötik konsantrasyonu sağlıklı gönüllülerden elde edilen

PNL'ler ile 37ºC'de çalkalayıcı etüvde 30 dk inkübe edilmiştir.
C.albicans süspansiyonu ayrı bir tüp içinde taze insan serumu
(4:1) ile 37ºC'de 30 dk opsonize edilmiştir. İnkübasyondan
sonra ilaç ve PNL karışımı üzerine opsonize maya hücreleri
konulmuş ve 37ºC'de 30 dk bekletilmiştir. Karışımın son hücre
yoğunluğu 5x106 maya/ml ve 5x106 PNL/ml olmuştur.
İnkübasyonun 25. dakikasında her tüpe ölü mayaların
boyanması için (1:2) metilen mavisi (% 0.01) eklenmiştir.
Fagositik aktivite tayininde 100 PNL içinde maya hücrelerini
fagosite etmiş olan PNL'ler sayılmış, kandidasidal aktivite
tayininde ise 100 PNL içinde fagosite olan maya hücrelerinden
PNL'ler tarafından öldürülen (mavi boyanmış) maya hücreleri
sayılarak % cinsinden ifade edilmiştir(20).

Adezyon deneyi: Sağlıklı kişiden alınan yanak mukozası
epitel hücreleri 3 kez PBS ile yıkanarak 106 hücre/ml olacak
şekilde ayarlanmıştır. Epitel hücreleri daha sonra telitromisinin
1/2,  1/4, 1/8, 1/16 MİK değerleri ile inkübe edilen bakteri
süspansiyonu ile 1/1 oranında karıştırılarak tüplere konulmuş,
37ºC'de 30 dk süre ile su banyosunda inkübe edilmiştir. Daha
sonra tüpler santrifüje edildikten sonra süpernatan atılmış,
pelet az miktarda PBS ile süspanse edilerek lam üzerinde
kurutulmuştur. Fikse edildikten  sonra, Gram ile  boyanarak,
mikroskopta 50 farklı epitel hücresine bağlanmış bakteriler
sayılarak antibiyotik içermeyen epitel hücresi + bakteri bulunan
kontrol tüpleriyle karşılaştırılmıştır(23).

İstatistiksel analiz: Kontrol ve telitromisin içeren PNL'lerin
fagositoz, hücre içi öldürme aktivitesi ve adezyon fonksiyonu
üzerine olan etkilerinin karşılaştırılmasında ANOVA testi
kullanılmış, p <0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir.

BULGULAR

Telitromisinin antibiyotik bulunmayan kontrol tüplerine
göre PNL'lerin fagositoz, hücre içi öldürme aktivitesi ve
adezyon fonksiyonu üzerine yaptığı etkiler tabloda ve şekilde
gösterilmiştir.

Tablo: PNL'lerin fagositozu, hücre içi öldürme özellikleri ve adezyon üzerine
olan etkileri.

Telitromisin, antibiyotiğin bulunmadığı kontrol tüpüne
göre PNL'lerin fagositik aktivitesini (p=0.007) ve kandidasidal
aktivitesini (p=0.000) anlamlı olarak arttırmıştır. Mikroorganiz-
maların epitel hücresine adezyon fonksiyonunda telitromisin
kontrol PNL'e göre bir azalmaya neden olsa da bu azalma
istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p=0.319).
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Şekil: Kontrol PNL ve telitromisin içeren PNL'lerin etkileri (%).

TARTIŞMA

Makrolidlerin en önemli özelliklerinden biri konak
hücrelerine girebilme ve konsantre olabilmeleridir. Bu
özellikleri sayesinde hücre içi patojenler tarafından oluşturulan
infeksiyonların tedavisinde kullanılmaktadırlar(8,10). Bu
özelliklerinin dışında makrolidler fagositik hücreler başta
olmak üzere hücre fonksiyonlarını değiştirebilmekte(9,11),
nötrofilleri aktive ederek akut solunum yolu etkeni mikroor-
ganizmalara etkili olmaktadırlar(16). Telitromisin, makrolid-
linkozamid ailesinden yeni bir sınıf olan ketolidlerin ilki,
semisentetik, eritromisin-A türevi bir antibakteriyaldir. Toplum
kaynaklı pnömoni etkenlerinin, özellikle S.aureus'un neden
olduğu akut sinüzitlerin  ve tonsillit-farenjitlerin tedavisinde
kullanılmaktadır. Makrolid ailesinden olduğu için akut solunum
yolu etkeni mikroorganizmalara nötrofilleri aktive ederek de
etkili olmaktadır(1).
 PNL'lerin fagositik aktivitesini artırıcı etki özellikle
immün sistemi baskılanmış, opsonizasyon ve fagositik aktivitesi
bozuk hastalardaki bakteriyel infeksiyonlara karşı  konak
savunması için faydalıdır. Çeşitli antimikrobiyal ajanların
immünomodülatör etkileri olduğu gösterilmiştir(21).

Nötrofiller ve antimikrobiyal ajanlar birlikte infeksiyonlara
karşı sinerjistik etki gösterebilmektedirler(19). Mikroorganiz-
maların kısa sürede yok edilmelerinde,  antimikrobiyal ajanların
fagositler içerisine girebilmeleri önemlidir. Hücre dışı
mikroorganizmaları öldürmeye yeten konsantrasyondaki beta-
laktam antibiyotiklerden nötrofillerin içindeki  stafilokoklar
etkilenmezken, rifampin gibi nötrofillerin içine girebilen

antibiyotiklerden etkilendikleri  gösterilmiştir(13). Telitromisinin
hücre içi bakterilerde eritromisin, azitromisin ve klaritromisine
göre daha etkili olduğu gösterilmiştir(2,4). Pek çok makrolidin
PNL'in  fagositozunu ve bakteriyel fonksiyonu in-vitro olarak
arttırdığı çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir(5,12). Bunun yanısıra
telitromisin, Mycobacterium avium ile yapılan in-vitro
deneylerde aktivitesi zayıf olmasına karşın, farelerde oluşturulan
M.avium infeksiyonlarının tedavisinde önemli bir aktivite
göstermiştir(3). Bu sonuç tedavisi güç olan diğer Mycobacterium
türlerinin de telitromisin aktivitesi açısından değerlendirilmesi
gerektiğini düşündürmektedir.

Bu çalışmada semisentetik eritromisin-A derivesi olan
telitromisinin terapötik konsantrasyonlarda sağlıklı insan PNL
üzerine olan etkisi araştırılmıştır. Çalışma sonucunda
telitromisinin PNL'ler tarafından C.albicans blastosporlarının
fagositozunda ve hücre içi ölüm fonksiyonunda anlamlı
düzeyde bir artış oluşturduğu belirlenmiş ve telitromisinin
PNL fonksiyonlarından fagositoz ve hücre içi öldürme aktivitesi
üzerine immünomodülatör etki gösterdiği tespit edilmiştir.

Kadir ve ark.(7) klaritromisinin saf toz şekli ve klinikte
kullanılan tablet formu arasında  PNL'lerin  fagositoz aktiviteleri
ve kandidasidal kapasiteleri yönünden fark olup olmadığını
araştırmışlardır. Sonuçta her iki ilaç formu ile fagositoz
değerlerinde değişme olmazken, tablet formu ile yapılan
deneylerde kandidasidal  kapasitede azalma olmuştur.
Çalışmamızda telitromisinin tablet formu kullanılmış, ancak
klaritromisinde olduğu gibi kandidasidal kapasitesinde bir
azalma görülmemiştir. İleriki çalışmalarda saf toz ile de
çalışılarak ikisi arasında fark olup olmadığı araştırılabilir,
ancak uygulamada kullanılan telitromisin tablet formunun
hem fagositoz hem de hücre içi ölüm fonksiyonunu arttırması
önemlidir.

Çalışmamızda, telitromisinin mikroorganizmaların epitel
hücrelerine adezyon fonksiyonu üzerine istatistiksel olarak
anlamlı olmasa da  azaltıcı bir etki oluşturduğunun gözlenmesi,
bu antimikrobiyal ajanın  mikroorganizmaların epitele tutunup,
infeksiyon oluşturmasını engelleyerek de terapötik etki
gösterebileceğini düşündürmüştür. İnfeksiyon gelişiminde ilk
basamak olan adezyon mekanizması üzerine en etkili
antimikrobiyal ajanın belirlenmesi infeksiyonların erken
dönemlerde önlenmesi açısından da önem taşımaktadır.
Vazifeh ve ark.(22) telitromisinin insan PNL'lerinin bakterisidal
aktivitesini düzenlediğini bildirmişlerdir.

Sonuç olarak çalışmamızda, telitromisinin terapötik
konsantrasyonlarda PNL fonksiyonlarını in-vitro olarak stimüle
ettiği görüldüğü için,  özellikle immün sistemi baskılanmış,
opsonizasyon ve fagositik aktivitesi bozuk hastalardaki
infeksiyonların tedavisinde etkili olabileceği düşünülmüştür.
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Fagositoz Kandidasidal aktivite Adezyon
(%) (Hücre içi ölüm) (%) (%)

Kontrol 41 13 38
Telitromisin 62 24 32

S Özkan ve arkTelitromisinin insan polimorf nüveli lökosit fonksiyonları üzerine etkisinin in-vitro araştırılması
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ÖZET

Polimorf nüveli lökositler (PNL), infeksiyonlara karşı konak savunmasında önemli rol oynamaktadırlar. Bakteriyel
ve fungal infeksiyonlu hastaların tedavisinde kullanılan antibiyotikler için PNL'lerin fagositoz ve hücre içi öldürme aktivitesini
arttırması istenen bir özelliktir. Bu çalışmada ketolid grubu yeni bir antibiyotik olan telitromisin (HMR 3647)'in sağlıklı
kişilerin PNL'leri üzerine etkisi araştırılmıştır. PNL'lerin fagositozunu ve hücre içi öldürme aktivitesini ölçmek için Candida
albicans ATCC 10231 suşu kullanılmıştır. Fagositik aktivite tayininde 100 PNL içinde maya hücrelerini fagosite etmiş olan
PNL'ler sayılmış, kandidasidal aktivite tayininde ise 100 PNL içinde fagosite olan maya hücrelerinden PNL'ler tarafından
öldürülen maya hücreleri sayılarak % cinsinden ifade edilmiştir. Telitromisinin kontrole göre fagositoz ve hücre içi ölüm
oranını arttırdığı gözlenmiştir. Sonuç olarak, telitromisinin terapötik konsantrasyonlarda sağlıklı kişilerde PNL fonksiyonlarını
in-vitro olarak stimüle ettiği, bu nedenle özellikle immün sistemi baskılanmış kişilerde infeksiyonların tedavisinde etkili
olabileceği düşünülmüştür.

Anahtar sözcükler: fagositoz, polimorf nüveli lökositler (PNL), telitromisin (HMR 3647)

SUMMARY

Investigation of  in vitro Efficacy of Telithromycin on Human
Polymorphonuclear Leucocyte Functions

Polymorphonuclear leucocytes (PMNLs) have a significant role on host defense against infections.  It is desired  that
antibiotics could also increase the phagocytosis and intracellular killing activity of PMNLs in the therapy of bacterial and
fungal infections in patients. In the present study, the effects of telithromycin (HMR 3647), one of the new ketolides, on the
healthy human PMNLs were investigated. The C.albicans ATCC 10231 strain was used to investigate the phagocytosis and
intracellular killing activity of PMNLs. The phagocyte activity index was calculated as the percentage of ingested yeast
cells per 100 PMNLs, while the candidacidal index was calculated as the percentage of dead C.albicans (stained blue)
ingested by 100 PMNLs. It was observed that telithromycin enhanced intracellular killing of bacteria and phagocytosis
according to control cells that contain no antimicrobial agent. As a result, it was thought that telithromycin stimulate in
vitro the healthy human PMNL functions at therapeutic concentrations. So, it was considered that telithromycin may have
additional efficacy in the therapy of particularly immunsupressed patients.

Keywords: phagocytosis, polymorphonuclear leucocytes (PMNLs), telithromycin (HMR 3647)
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GİRİŞ

Polimorf nüveli lökositler (PNL), infeksiyonlara karşı
konak savunmasında önemli rol oynamaktadırlar. Fagositoz
ve hücre içi öldürme aktiviteleri PNL'lerin başlıca fonksiyon-
larıdır. İnfeksiyon hastalıklarının tedavisinde kullanılan bazı
antibakteriyel ajanlar konağın immün cevabını değiştirebilirler.
PNL ve antimikrobiyal ajanlar infeksiyonlarla mücadele etmek
için sinerjistik etkileşim gösterirler. Kullanılan antimikrobiyal
ajanların PNL'lerin fagositoz ve hücre içi öldürme aktivitesini
arttır ması istenile n immünomodülatör  aktivite lerdir(6).

Telitromisin (HMR 3647), özellikle dirençli patojenlerin
neden olduğu ve toplum kaynaklı solunum yolu infeksiyon-
larının tedavisi için geliştirilen semisentetik eritromisin-A
derivesi olan ketolid grubundan bir antibiyotiktir. 50S ribozomal
subünitesini etkileyerek mikroorganizmada protein sentezini
inhibe eder(1).

Telitromisin, eritromisine dirençli pnömokok ve atipik
hücre içi organizmaları da kapsayan Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilerin büyük bir kısmına karşı kuvvetli aktiviteye
sahiptir(14).

Bu çalışmada telitromisinin terapötik konsantrasyonda
sağlıklı kişilerin PNL fonksiyonları (fagosi toz, hücre içi
öldürme) ve mikroorganizmaların epitel hücresine adezyonu
üzerine olan etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Antibakteriyel ajan: Telitromisinin 400 mg'lık tablet
formu, steril şartlar altında dışta bulunan renkli kabuk kısmı
soyulduktan sonra ezilerek kullanılmıştır. Stok solüsyonu %
1 HCl - steril distile su içinde hazırlanmış ve buradan terapötik
konsantrasyonu olan 0.1 µg/ml  ayarlanmıştır(12).

Minimum inhibe edici konsantrasyon (MİK) saptanması:
Telitromisinin Staphylococcus aureus ATCC 29213 suşu için
MİK değeri mikrodilüsyon yöntemi ile 0.312 µg/ml olarak
bulunmuştur(15).

PNL'lerin elde edilmesi: PNL'ler sağlıklı gönüllülerden
alınan heparinli kan örneklerinde Ficoll-Hypaque  gradient
santrifüj yöntemini takiben dekstran sedimantasyonu ile izole
edilmiştir. PNL'lerde tripan mavisi ile canlılık % 98 olarak
bulunmuştur. PNL'ler Hank's Buffered Salt Solution  (HBSS)
içinde sulandırılarak hücre yoğunluğu 1x107 hücre/ml olacak
şekilde süspansiyon haline getirilmiştir(17,18).

Fagositoz ve kandidasidal aktivite: PNL'lerin
fagositozunu ve hücre içi öldürme aktivitesini ölçmek için
C.albicans ATCC 10231 suşu kullanılmıştır. Maya canlılığı
metilen mavisi boyama yöntemi ile >% 99 bulunmuştur. İlacın
terapötik konsantrasyonu sağlıklı gönüllülerden elde edilen

PNL'ler ile 37ºC'de çalkalayıcı etüvde 30 dk inkübe edilmiştir.
C.albicans süspansiyonu ayrı bir tüp içinde taze insan serumu
(4:1) ile 37ºC'de 30 dk opsonize edilmiştir. İnkübasyondan
sonra ilaç ve PNL karışımı üzerine opsonize maya hücreleri
konulmuş ve 37ºC'de 30 dk bekletilmiştir. Karışımın son hücre
yoğunluğu 5x106 maya/ml ve 5x106 PNL/ml olmuştur.
İnkübasyonun 25.  dakikasında  her tüpe  ölü  mayaların
boyanması için (1:2) metilen mavisi (% 0.01) eklenmiştir.
Fagositik aktivite tayininde 100 PNL içinde maya hücrelerini
fagosite etmiş olan PNL'ler sayılmış, kandidasidal aktivite
tayininde ise 100 PNL içinde fagosite olan maya hücrelerinden
PNL'ler tarafından öldürülen (mavi boyanmış) maya hücreleri
sayılarak % cinsinden ifade edilmiştir(20).

Adezyon deneyi: Sağlıklı kişiden alınan yanak mukozası
epitel hücreleri 3 kez PBS ile yıkanarak 106 hücre/ml olacak
şekilde ayarlanmıştır. Epitel hücreleri daha sonra telitromisinin
1/2,  1/4, 1/8, 1/16 MİK değerleri ile inkübe edilen bakteri
süspansiyonu ile 1/1 oranında karıştırılarak tüplere konulmuş,
37ºC'de 30 dk süre ile su banyosunda inkübe edilmiştir. Daha
sonra tüpler santrifüje edildikten sonra süpernatan atılmış,
pelet az miktarda PBS ile süspanse edilerek lam üzerinde
kurutulmuştur. Fikse edildikten  sonra, Gram ile  boyanarak,
mikroskopta 50 farklı epitel hücresine bağlanmış bakteriler
sayılarak antibiyotik içermeyen epitel hücresi + bakteri bulunan
kontrol tüpleriyle karşılaştırılmıştır(23).

İstatistiksel analiz: Kontrol ve telitromisin içeren PNL'lerin
fagositoz, hücre içi öldürme aktivitesi ve adezyon fonksiyonu
üzerine olan etkilerinin karşılaştırılmasında ANOVA testi
kullanılmış, p <0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir.

BULGULAR

Telitromisinin antibiyotik bulunmayan kontrol tüplerine
göre PNL'lerin fagosi toz, hücre içi öldürme aktivitesi ve
adezyon fonksiyonu üzerine yaptığı etkiler tabloda ve şekilde
gösterilmiştir.

Tablo: PNL'lerin fagositozu, hücre içi öldürme özellikleri ve adezyon üzerine
olan etkileri.

Telitromisin, antibiyotiğin bulunmadığı kontrol tüpüne
göre PNL'lerin fagositik aktivitesini (p=0.007) ve kandidasidal
aktivitesini (p=0.000) anlamlı olarak arttırmıştır. Mikroorganiz-
maların epitel hücresine adezyon fonksiyonunda telitromisin
kontrol PNL'e göre bir azalmaya neden olsa da bu azalma
is tatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır  (p=0.319).
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Şekil: Kontrol PNL ve telitromisin içeren PNL'lerin etkileri (%).

TARTIŞMA

Makrolidlerin en önemli özelliklerinden biri konak
hücrelerine girebilme ve konsantre olabilmeleridir. Bu
özellikleri sayesinde hücre içi patojenler tarafından oluşturulan
infeksiyonların tedavisinde kullanılmaktadırlar(8,10). Bu
özelliklerinin dışında makrolidler fagositik hücreler başta
olmak üzere hücre fonksiyonlarını değiştirebilmekte(9,11),
nötrofilleri aktive ederek akut solunum yolu etkeni mikroor-
ganizmalara etkili olmaktadırlar(16). Telitromisin, makrolid-
linkozamid ailesinden yeni bir sınıf olan ketolidlerin ilki,
semisentetik, eritromisin-A türevi bir antibakteriyaldir. Toplum
kaynaklı pnömoni etkenlerinin, özellikle S.aureus'un neden
olduğu akut sinüzitlerin  ve tonsillit-farenjitlerin tedavisinde
kullanılmaktadır. Makrolid ailesinden olduğu için akut solunum
yolu etkeni mikroorganizmalara nötrofilleri aktive ederek de
etkili olmaktadır(1).
 PNL'lerin fagositik aktivitesini artırıcı etki özellikle
immün sistemi baskılanmış, opsonizasyon ve fagositik aktivitesi
bozuk hastalardaki bakteriyel infeksiyonlara karşı  konak
savunması için faydalıdır. Çeşitli antimikrobiyal ajanların
immünomodülatör etkileri olduğu gösterilmiştir(21).

Nötrofiller ve antimikrobiyal ajanlar birlikte infeksiyonlara
karşı sinerjistik etki gösterebilmektedirler(19). Mikroorganiz-
maların kısa sürede yok edilmelerinde,  antimikrobiyal ajanların
fagositler içerisine girebilmeleri önemlidir. Hücre dışı
mikroorganizmaları öldürmeye yeten konsantrasyondaki beta-
laktam antibiyotiklerden nötrofillerin içindeki  stafilokoklar
etkilenmezken, rifampin gibi nötrofillerin içine girebilen

antibiyotiklerden etkilendikleri  gösterilmiştir(13). Telitromisinin
hücre içi bakterilerde eritromisin, azitromisin ve klaritromisine
göre daha etkili olduğu gösterilmiştir(2,4). Pek çok makrolidin
PNL'in  fagositozunu ve bakteriyel fonksiyonu in-vitro olarak
arttırdığı çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir(5,12). Bunun yanısıra
telitromisin, Mycobacterium avium ile yapılan in-vitro
deneylerde aktivitesi zayıf olmasına karşın, farelerde oluşturulan
M.avium infeksiyonlarının tedavisinde önemli bir aktivite
göstermiştir(3). Bu sonuç tedavisi güç olan diğer Mycobacterium
türlerinin de telitromisin aktivitesi açısından değerlendirilmesi
gerektiğini düşündürmektedir.

Bu çalışmada semisentetik eritromisin-A derivesi olan
telitromisinin terapötik konsantrasyonlarda sağlıklı insan PNL
üzerine olan etkisi araştırılmıştır. Çalışma sonucunda
telitromisinin PNL'ler tarafından C.albicans blastosporlarının
fagositozunda ve hücre içi ölüm fonksiyonunda anlamlı
düzeyde bir artış oluşturduğu belirlenmiş ve telitromisinin
PNL fonksiyonlarından fagositoz ve hücre içi öldürme aktivitesi
üzerine immünomodülatör etki gösterdiği tespit edilmiştir.

Kadir ve ark.(7) klaritromisinin saf toz şekli ve klinikte
kullanılan tablet formu arasında  PNL'lerin  fagositoz aktiviteleri
ve kandidasidal kapasiteleri yönünden fark olup olmadığını
araştırmışlardır. Sonuçta her iki ilaç formu ile fagositoz
değerlerinde değişme olmazken, tablet formu ile yapılan
deneylerde kandidasidal  kapasitede azalma olmuştur.
Çalışmamızda telitromisinin tablet formu kullanılmış, ancak
klaritromisinde olduğu gibi kandidasidal kapasitesinde bir
azalma görülmemiştir. İleriki çalışmalarda saf toz ile de
çalışılarak ikisi arasında fark olup olmadığı araştırılabilir,
ancak uygulamada kullanılan telitromisin tablet formunun
hem fagositoz hem de hücre içi ölüm fonksiyonunu arttırması
önemlidir.

Çalışmamızda, telitromisinin mikroorganizmaların epitel
hücrelerine adezyon fonksiyonu üzerine istatistiksel olarak
anlamlı olmasa da  azaltıcı bir etki oluşturduğunun gözlenmesi,
bu antimikrobiyal ajanın  mikroorganizmaların epitele tutunup,
infeksiyon oluşturmasını engelleyerek de terapötik etki
gösterebileceğini düşündürmüştür. İnfeksiyon gelişiminde ilk
basamak olan adezyon mekanizması üzerine en etkili
antimikrobiyal ajanın belirlenmesi infeksiyonların erken
dönemlerde önlenmesi açısından da önem taşımaktadır.
Vazifeh ve ark.(22) telitromisinin insan PNL'lerinin bakterisidal
aktivitesini düzenlediğini bildirmişlerdir.

Sonuç olarak çalışmamızda, telitromisinin terapötik
konsantrasyonlarda PNL fonksiyonlarını in-vitro olarak stimüle
ettiği görüldüğü için,  özellikle immün sistemi baskılanmış,
opsonizasyon ve fagositik aktivitesi bozuk hastalardaki
infeksiyonların tedavisinde etkili olabileceği düşünülmüştür.
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ÖZET

Polimorf nüveli lökositler (PNL), infeksiyonlara karşı konak savunmasında önemli rol oynamaktadırlar. Bakteriyel
ve fungal infeksiyonlu hastaların tedavisinde kullanılan antibiyotikler için PNL'lerin fagositoz ve hücre içi öldürme aktivitesini
arttırması istenen bir özelliktir. Bu çalışmada ketolid grubu yeni bir antibiyotik olan telitromisin (HMR 3647)'in sağlıklı
kişilerin PNL'leri üzerine etkisi araştırılmıştır. PNL'lerin fagositozunu ve hücre içi öldürme aktivitesini ölçmek için Candida
albicans ATCC 10231 suşu kullanılmıştır. Fagositik aktivite tayininde 100 PNL içinde maya hücrelerini fagosite etmiş olan
PNL'ler sayılmış, kandidasidal aktivite tayininde ise 100 PNL içinde fagosite olan maya hücrelerinden PNL'ler tarafından
öldürülen maya hücreleri sayılarak % cinsinden ifade edilmiştir. Telitromisinin kontrole göre fagositoz ve hücre içi ölüm
oranını arttırdığı gözlenmiştir. Sonuç olarak, telitromisinin terapötik konsantrasyonlarda sağlıklı kişilerde PNL fonksiyonlarını
in-vitro olarak stimüle ettiği, bu nedenle özellikle immün sistemi baskılanmış kişilerde infeksiyonların tedavisinde etkili
olabileceği düşünülmüştür.

Anahtar sözcükler: fagositoz, polimorf nüveli lökositler (PNL), telitromisin (HMR 3647)

SUMMARY

Investigation of  in vitro Efficacy of Telithromycin on Human
Polymorphonuclear Leucocyte Functions

Polymorphonuclear leucocytes (PMNLs) have a significant role on host defense against infections.  It is desired  that
antibiotics could also increase the phagocytosis and intracellular killing activity of PMNLs in the therapy of bacterial and
fungal infections in patients. In the present study, the effects of telithromycin (HMR 3647), one of the new ketolides, on the
healthy human PMNLs were investigated. The C.albicans ATCC 10231 strain was used to investigate the phagocytosis and
intracellular killing activity of PMNLs. The phagocyte activity index was calculated as the percentage of ingested yeast
cells per 100 PMNLs, while the candidacidal index was calculated as the percentage of dead C.albicans (stained blue)
ingested by 100 PMNLs. It was observed that telithromycin enhanced intracellular killing of bacteria and phagocytosis
according to control cells that contain no antimicrobial agent. As a result, it was thought that telithromycin stimulate in
vitro the healthy human PMNL functions at therapeutic concentrations. So, it was considered that telithromycin may have
additional efficacy in the therapy of particularly immunsupressed patients.

Keywords: phagocytosis, polymorphonuclear leucocytes (PMNLs), telithromycin (HMR 3647)
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GİRİŞ

Polimorf nüveli lökositler (PNL), infeksiyonlara karşı
konak savunmasında önemli rol oynamaktadırlar. Fagositoz
ve hücre içi öldürme aktiviteleri PNL'lerin başlıca fonksiyon-
larıdır. İnfeksiyon hastalıklarının tedavisinde kullanılan bazı
antibakteriyel ajanlar konağın immün cevabını değiştirebilirler.
PNL ve antimikrobiyal ajanlar infeksiyonlarla mücadele etmek
için sinerjistik etkileşim gösterirler. Kullanılan antimikrobiyal
ajanların PNL'lerin fagositoz ve hücre içi öldürme aktivitesini
arttır ması istenile n immünomodülatör  aktivite lerdir(6).

Telitromisin (HMR 3647), özellikle dirençli patojenlerin
neden olduğu ve toplum kaynaklı solunum yolu infeksiyon-
larının tedavisi için geliştirilen semisentetik eritromisin-A
derivesi olan ketolid grubundan bir antibiyotiktir. 50S ribozomal
subünitesini etkileyerek mikroorganizmada protein sentezini
inhibe eder(1).

Telitromisin, eritromisine dirençli pnömokok ve atipik
hücre içi organizmaları da kapsayan Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilerin büyük bir kısmına karşı kuvvetli aktiviteye
sahiptir(14).

Bu çalışmada telitromisinin terapötik konsantrasyonda
sağlıklı kişilerin PNL fonksiyonları (fagosi toz, hücre içi
öldürme) ve mikroorganizmaların epitel hücresine adezyonu
üzerine olan etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Antibakteriyel ajan: Telitromisinin 400 mg'lık tablet
formu, steril şartlar altında dışta bulunan renkli kabuk kısmı
soyulduktan sonra ezilerek kullanılmıştır. Stok solüsyonu %
1 HCl - steril distile su içinde hazırlanmış ve buradan terapötik
konsantrasyonu olan 0.1 µg/ml  ayarlanmıştır(12).

Minimum inhibe edici konsantrasyon (MİK) saptanması:
Telitromisinin Staphylococcus aureus ATCC 29213 suşu için
MİK değeri mikrodilüsyon yöntemi ile 0.312 µg/ml olarak
bulunmuştur(15).

PNL'lerin elde edilmesi: PNL'ler sağlıklı gönüllülerden
alınan heparinli kan örneklerinde Ficoll-Hypaque  gradient
santrifüj yöntemini takiben dekstran sedimantasyonu ile izole
edilmiştir. PNL'lerde tripan mavisi ile canlılık % 98 olarak
bulunmuştur. PNL'ler Hank's Buffered Salt Solution  (HBSS)
içinde sulandırılarak hücre yoğunluğu 1x107 hücre/ml olacak
şekilde süspansiyon haline getirilmiştir(17,18).

Fagositoz ve kandidasidal aktivite: PNL'lerin
fagositozunu ve hücre içi öldürme aktivitesini ölçmek için
C.albicans ATCC 10231 suşu kullanılmıştır. Maya canlılığı
metilen mavisi boyama yöntemi ile >% 99 bulunmuştur. İlacın
terapötik konsantrasyonu sağlıklı gönüllülerden elde edilen

PNL'ler ile 37ºC'de çalkalayıcı etüvde 30 dk inkübe edilmiştir.
C.albicans süspansiyonu ayrı bir tüp içinde taze insan serumu
(4:1) ile 37ºC'de 30 dk opsonize edilmiştir. İnkübasyondan
sonra ilaç ve PNL karışımı üzerine opsonize maya hücreleri
konulmuş ve 37ºC'de 30 dk bekletilmiştir. Karışımın son hücre
yoğunluğu 5x106 maya/ml ve 5x106 PNL/ml olmuştur.
İnkübasyonun 25.  dakikasında  her tüpe  ölü  mayaların
boyanması için (1:2) metilen mavisi (% 0.01) eklenmiştir.
Fagositik aktivite tayininde 100 PNL içinde maya hücrelerini
fagosite etmiş olan PNL'ler sayılmış, kandidasidal aktivite
tayininde ise 100 PNL içinde fagosite olan maya hücrelerinden
PNL'ler tarafından öldürülen (mavi boyanmış) maya hücreleri
sayılarak % cinsinden ifade edilmiştir(20).

Adezyon deneyi: Sağlıklı kişiden alınan yanak mukozası
epitel hücreleri 3 kez PBS ile yıkanarak 106 hücre/ml olacak
şekilde ayarlanmıştır. Epitel hücreleri daha sonra telitromisinin
1/2,  1/4, 1/8, 1/16 MİK değerleri ile inkübe edilen bakteri
süspansiyonu ile 1/1 oranında karıştırılarak tüplere konulmuş,
37ºC'de 30 dk süre ile su banyosunda inkübe edilmiştir. Daha
sonra tüpler santrifüje edildikten sonra süpernatan atılmış,
pelet az miktarda PBS ile süspanse edilerek lam üzerinde
kurutulmuştur. Fikse edildikten  sonra, Gram ile  boyanarak,
mikroskopta 50 farklı epitel hücresine bağlanmış bakteriler
sayılarak antibiyotik içermeyen epitel hücresi + bakteri bulunan
kontrol tüpleriyle karşılaştırılmıştır(23).

İstatistiksel analiz: Kontrol ve telitromisin içeren PNL'lerin
fagositoz, hücre içi öldürme aktivitesi ve adezyon fonksiyonu
üzerine olan etkilerinin karşılaştırılmasında ANOVA testi
kullanılmış, p <0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir.

BULGULAR

Telitromisinin antibiyotik bulunmayan kontrol tüplerine
göre PNL'lerin fagosi toz, hücre içi öldürme aktivitesi ve
adezyon fonksiyonu üzerine yaptığı etkiler tabloda ve şekilde
gösterilmiştir.

Tablo: PNL'lerin fagositozu, hücre içi öldürme özellikleri ve adezyon üzerine
olan etkileri.

Telitromisin, antibiyotiğin bulunmadığı kontrol tüpüne
göre PNL'lerin fagositik aktivitesini (p=0.007) ve kandidasidal
aktivitesini (p=0.000) anlamlı olarak arttırmıştır. Mikroorganiz-
maların epitel hücresine adezyon fonksiyonunda telitromisin
kontrol PNL'e göre bir azalmaya neden olsa da bu azalma
is tatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır  (p=0.319).
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Şekil: Kontrol PNL ve telitromisin içeren PNL'lerin etkileri (%).

TARTIŞMA

Makrolidl erin en önemli özelliklerinden biri  konak
hücrelerine  gire bilm e ve kons antre  olabilm eleridir . Bu
özellikleri sayesinde hücre içi patojenler tarafından oluşturulan
infeksiyon ların tedavisinde kullanılma ktadırlar (8,10) . Bu
özelliklerinin dışında makrolidler fagositik hücreler başta
olmak üzere hücre fonksiyonlarını değiştirebilmekte(9,11),
nötrofilleri aktive ederek akut solunum yolu etkeni mikroor-
ganizmalara etkili olmaktadırlar(16). Telitromisin, makrolid-
linkozamid ailesinden yeni bir sınıf olan ketolidlerin ilki,
semisentetik, eritromisin-A türevi bir antibakteriyaldir. Toplum
kaynaklı pnömoni etkenlerinin, özellikle S.aureus'un neden
olduğu akut sinüzitlerin  ve tonsillit-farenjitlerin tedavisinde
kullanılmaktadır. Makrolid ailesinden olduğu için akut solunum
yolu etkeni mikroorganizmalara nötrofilleri aktive ederek de
etkili olmaktadır(1).
 PNL'lerin fagositik aktivitesini artırıcı etki özellikle
immün sistemi baskılanmış, opsonizasyon ve fagositik aktivitesi
bozuk hastalardaki bakteriyel infeksiyonlara karşı  konak
savunması için faydalıdır. Çeşitli antimikrobiyal ajanların
immünomodülatör etkileri olduğu gösterilmiştir(21).

Nötrofiller ve antimikrobiyal ajanlar birlikte infeksiyonlara
karşı sinerjistik etki gösterebilmektedirler(19). Mikroorganiz-
maların kısa sürede yok edilmelerinde,  antimikrobiyal ajanların
fagositle r içeris ine girebilm eleri önemlidir . Hücre dış ı
mikroorganizmaları öldürmeye yeten konsantrasyondaki beta-
laktam antibiyotiklerden nötrofillerin içindeki  stafilokoklar
etkilenmezken, rifampin gibi nötrofillerin içine girebilen

antibiyotiklerden etkilendikleri  gösterilmiştir(13). Telitromisinin
hücre içi bakterilerde eritromisin, azitromisin ve klaritromisine
göre daha etkili olduğu gösterilmiştir(2,4). Pek çok makrolidin
PNL'in  fagositozunu ve bakteriyel fonksiyonu in-vitro olarak
arttırdığı çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir(5,12). Bunun yanısıra
telitromisin,  Mycobac terium avium  ile  yapılan  in-vitro
deneylerde aktivitesi zayıf olmasına karşın, farelerde oluşturulan
M.avium infeksiyonlarının tedavisinde önemli bir aktivite
göstermiştir(3). Bu sonuç tedavisi güç olan diğer Mycobacterium
türlerinin de telitromisin aktivitesi açısından değerlendirilmesi
gerektiğini düşündürmektedir.

Bu çalışmada semisentetik eritromisin-A derivesi olan
telitromisinin terapötik konsantrasyonlarda sağlıklı insan PNL
üzerine olan etki si araştır ılmıştır. Çalışma sonucunda
telitromisinin PNL'ler tarafından C.albicans blastosporlarının
fagosit ozunda ve hücre içi ölüm fonksiyonu nda anlamlı
düzeyde bir artış oluşturduğu belirlenmiş ve telitromisinin
PNL fonksiyonlarından fagositoz ve hücre içi öldürme aktivitesi
üzerine immünomodülatör etki gösterdiği tespit edilmiştir.

Kadir ve ark.(7) klaritromisinin saf toz şekli ve klinikte
kullanılan tablet formu arasında  PNL'lerin  fagositoz aktiviteleri
ve kandidasidal kapasiteleri yönünden fark olup olmadığını
araştırmışl ardır. Sonuçta her iki ilaç formu ile fagosit oz
değerl erinde değişme olmazken, tablet formu ile yapılan
deneylerde kandidasidal  kapasitede azalma olmuştur.
Çalışmamızda telitromisinin tablet formu kullanılmış, ancak
klaritromisinde olduğu gibi kandidasidal kapasitesinde bir
azalma görülmemiştir. İleriki çalışmalarda saf toz ile de
çalışılarak ikisi arasında fark olup olmadığı araştırılabilir,
ancak uygulamada kullanılan telitromisin tablet formunun
hem fagositoz hem de hücre içi ölüm fonksiyonunu arttırması
önemlidir.

Çalışmamızda, telitromisinin mikroorganizmaların epitel
hücrelerine adezyon fonksiyonu üzerine istatistiksel olarak
anlamlı olmasa da  azaltıcı bir etki oluşturduğunun gözlenmesi,
bu antimikrobiyal ajanın  mikroorganizmaların epitele tutunup,
infeks iyon oluşturma sını engelle yerek de terapötik etki
gösterebileceğini düşündürmüştür. İnfeksiyon gelişiminde ilk
basamak olan adezyon mekanizması üzerine en etkili
antimikrobiyal ajanın belirlenmesi infeksiy onların erken
dönemlerde  önlenm esi açısından da önem taşımaktadır.
Vazifeh ve ark.(22) telitromisinin insan PNL'lerinin bakterisidal
aktivitesini düzenlediğini bildirmişlerdir.

Sonuç olarak çalışmamızda, telitromisi nin terapötik
konsantrasyonlarda PNL fonksiyonlarını in-vitro olarak stimüle
ettiği görüldüğü için,  özellikle immün sistemi baskılanmış,
opsoniz asyon ve fagositi k aktivites i bozuk hastala rdaki
infeksiyonların tedavisinde etkili olabileceği düşünülmüştür.
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