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KLORAMFENIKOL'UN SIGIR POLIMORFNUKLEER LOKOSIT (PMNL)
FONKSIYONLARI UZERINDEKI ETKILERININ
IN VITRO VE iN ViVO ARASTIRILMASI*

Ahmet Levent Bag@'! Omer Demet?

Investigation of Effects Chloramphenicol on Bovine Polymorphonuclear Leucocytes
(PMNL) Functions In vitro and In vivo

Ozet: Bu galigmada kloramfenikoliin polimorfniikleer l6kosit (PMNL)'lerin fagositoz ve hiicre igi dldirme aktiviteleri
Gizerindeki etkisi aragtinldi. Calisma, in vitro ve in vivo kosullarda gergeklestirildi. in vivo agamada, 08-13 aylik 9 adet
Holstein-Fresian sigir kullanildi. in vitro bdlimde ise kloramfenikol uygulanmamig hayvanlardan alinan kan or-
neklerinden izole edilen nétrofillerin 10, 1000 ve 4000 pug/mi kloramfenikol ihtiva eden inkiibasyon ortamlarinda fa-
gositoz ve hicre i¢i dldirme aktiviteleri belirlendi. Buna gére; 10 ve 1000 pg/ml'de PMNL fonksiyonlarninda bir de-
gisiklik gortlmezken, 1000 pg/mi'de nétrofil bagina disen fagositik canl C. albicans sayisinda artma, 4000 pg/mi'de
ise fonksiyonlarda dnemli derecede azalma saptandi. In vivo galigmada, 10 mg/kg 12 saat ara ile giinde iki kez, bes
gun sure ile kloramfenikol uygulandi. Kan érnekleri, sabah uygulamasindan 2.5 saat sonra alinarak, plazma klo-
ramfenikol 6lgimi ve PMNL izolasyonu yapildi. PMNL fonksiyonlannda, ilk ginden itibaren énemli derecede azalma
kaydedildi.

Anahtar kelimeler: Kloramfenikol, Polimorinikleer Lékosit, Fagositoz, Hicre Igi Oldiirme Aktivitesi

Summary: In this study, effects of chloramphenicol on phagocytosis and intracellular killing activity of poly-
morphonuclear leucocytes (PMNLs) were investigated. This study was performed in vitro and in vivo conditions. Nine
Holstein-Fresians cows (8-13 months’ ages) were used. Chloramphenicol were tested at 4000, 1000 and 10 pg/ml of
incubation mixtures. Chloramphenicol had no effect on PMNL functions at 1000 and 10 pg/ml concentrations. Ho-
wever, chloramphenicol caused significant increase in intracellular number of live C. albicans on per PMNL at the in-
termediate dose. The activities of PMNLs were also depressed by chloramphenicol at the highest dose. In vivo stu-
dies, at 12 hours intervals, each cow were treated by intramuscularly administration with chloramphenicol at
recommended dose (10mg/kg bw) for 5 days. Blood samples were collected at 2.5hr after first injection. A significant
reduction in the percentage of phagocytosis and intracellular killing activity was observed beginning of the first day.
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Giris

Imman sistemi olumsuz etkileyen faktérlerden
baglicasi infeksiydz hastaliklarin sagaltiminda, yay-

gin uygulama alani bulan kemoterapdtiklerdir. An-
tibiyotiklerin hemen ¢ogunun immin sistem (ize-
rindeki olumsuz etkilerinden sb6z edilmektedir.
Ozellikle mikrofajlar (PMNL) ve makrofajlar, fa-
gositoz ve hicre i¢i bakteri éldirebiime kapasiteleri
ile antijen-nonspesifik savunma sisteminde ¢ok
onemli bir yer tutmaktadir. PMNL'ler daha ¢ok yan-
ginin baglangicinda etkinlik gostermektedirler, Mik-
roorganizmalarin etkisiz hale getiriimesinde rol oy-
nayan bu hicrelerin, antibakteriyel ilaglarin gogu
tarafindan baskilandigi, gesitli aragtirmalarla ortaya
konmustur (Goodhart, 1977; Ferrari ve ark., 1980;

1991; Paape ve ark.,1991),

Kloramfenikol, 1947'de Streptomyces ve-
nezuelae kultirlerinden elde edilmis amino asit ya-
pili bir maddedir. H. influenza, N. meningitis, Strep.
pneumonia gibi bakterilere karsi bakterisit etki gos-
terir. H. influenza'dan ileri gelen pediatrik en-
feksiyonlarin, anearob enfeksiyonlarin, meningitisin,
beyin apseleri ve riketsiyal enfeksiyonlarin ayrica
salmonellozisin sagaltiminda basariyla  kullanilir
(Huber, 1982; Sande ve Mandell, 1985; Kayaalp,
1989). Kloramfenikol(in ser6z bosluklara ve vicut
sivilarina 6nemli oranda gectigi bilinmektedir. Or-
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negin beyine plazma dizeyinin yaklagik 9 kati, se-
rebrospinal siviya ise yariya yakini ge¢mekiedir
(Feder, 1989; Kayaalp, 1989).

Kloramfenikoliin en iyi bilinen (¢ toksik 6zelligi
aplastik anemi, gri sendrom ve kemik iligi sup-
resyonudur. Oral kloramfenikol kullammu ile ilgili
fatal aplastik anemi insidensi 1/24.500-1/
40.800'dur. Aplastik anemi, ilacin lokal kullanimi
sonrasinda da olusabilir (Lubran, 1989). Gri send-
rom; abdominal siskinlik, deride solgunlasma-
siyanozis ve dolasim kollaps! ile karakterizedir. Geri
donusimld  kemik iligi supresyonu ise re-
tiktlositopeni, trombositopeni, kemik iligi myeloid/
eritroid oraninda ve hemoglobin oraninda artis ile
seyreder. Kemik iligi supresyonunun, mitokondriyal
tahribatin bir sonucu olabilecegi bildirilmistir (Yunis
ve ark., 1980a; 1980b; Yunis, 1981a). Zira tedavi
dozunda kullamlan kloramfenikoliin, insan ve tav-
san kemik iligi hocrelerinden izole edilen mi-
tokondrilerde protein sentezini tamamen dur-
durdugu ve mikroskobik lezyonlara sebeb oldugu
belilenmigtir (Feder, 1989). Bununla beraber klo-
ramfenikolln yapisal analogu olan tiamfenikolin de
mitokondrilerde protein sentezini engellemesi ancak
aplastik anemiye yol agmamasi, dikkatlerin klo-
ramfenikolun yapisinda bulunan p-nitro grubu Gze-
nnde yogunlagsmasina neden olmustur (Yunis,
1976; Yunis, 1981b).

Kloramfenikol, yakin zamana kadar Glkemizde
Veteriner hekimliginde yaygin kullanilan ilaglar ara-
sindaydi. Ozellikle aplastk anemi ve gra-
nulositopeni gibi yan etkileri g6z &6ninde bu-
lundurularak, drUnleri gida olarak tlketilen
hayvaniara uygulamasindan vazgegilmistir. Ancak
kloramfenikol ve tiamfenikol beseri hekimlikte halen
kullaniimaktadir.

Bu g¢aligma ile, kloramfenikolin hicresel sa-
vunmada onemli rol olan PMNL'lerin fagositoz ve
hicre i¢i dldirme aktiviteleri (zerindeki etkisinin in
vitro ve in vivo kosullarda belirlenmesi amac-
lanmusgtir.

Materyal ve Metot

Aragtirmada, S.U.Veteriner Fakultesi deneme
unitesinde bulunan 9 adet (8-13 aylik; yedi disi, iki
erkek) Holstein-Fresian irki sigir kullaniidi. Ozel bir
besleme programi uygulanmadi. In vitro galismada,
ayni hayvanlara ilag verilmeden énce alinan kan or-
neklerinden elde edilen PMNL'ler kullanildi. in vivo
asamada, 12 saat ara ile ginde iki kez 10 mg/kg
dozunda kloramfenikol (Leukomycin, Bayer) kas
ici yolla, bes gun sire ile uygulandi. Sabah en-
jeksiyonundan 2.5 saat sonra V.jugularisten va-
kumlu tdp ile 10 ml kan alindi. Alinan bu érnekler,
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plazma kloramfenikol duzeyinin belirlenmesi ve
PMNL izolasyonunda kullanildi. Ornekler, kul-
lanilincaya kadar 4°C’de saklandi. Kontrol amaciyla
ve in vitro galigmada kullanilacak olan kan ornekleri,
hayvanlara ilag uygulamasindan dnce alindi.

PMNL izolasyonu, Kabbur ve ark. (1991)nin
onerdikleri yontem esas alinarak yapildi. Kan or-
nekleri 2000 g'de 4 °C'de 15 dk. sure ile santrif(
edildi. Ust kisimda olusan plazma alinarak; klo-
ramfenikol dlzeyinin tespiti igin, - 25 °C'de saklandi.
Elde edilen hiicrelerin canliik kontrolleri Tripan ma-
visi boyama yontemi ile, sallik derecesi ise Giemsa
boyamas: ile belirlendi. Boylece, hlcre sis-
pansiyonlarinda % 94 canlilik saglanirken, bu hic-
relerin % 92'sinin PMNL oldugu belirlendi. Hemo-
sitometre ile sayim yapildiktan sonra sulandirilarak,
1 ml'lik inkiibasyon ortaminda 7.5x10% PMNL olacak
sekilde ayarland..

PMNL fonksiyonlarinin belirlenmesinde
S.U.Veteriner Fakditesi Mikrobiyoloji ABD'dan sag-
lanan C. albicans kaltlrG kullamidi. Kati besi ye-
rinde dretilen C. albicans, gunlik olarak ihtiyag ora-
ninda sivi besi yerlerine ekilip 37 °C'de 18 saat sure
ile inkibe edildikten sonra; PBSS igerisinde sis-
pansiyon olusturularak 200 g'de 5 dk santriflj edildi.
2x10"'mmol/L metilen mavisi ile yapilan testte (Ol-
kowski ve ark., 1990), canlihik oranlan % 99 olarak
bulundu. Hemositometre ile sayim yapilarak in-
k(ibasyon ortaminda, her notrofile iki adet C. al-
bicans  (1.5x107 hicre/ml) diigecek sekilde su-
landinidt.

Hacmi 2 ml olan inkiibasyon ortaminin icerigi;
7.5x108 PMNL/mI, 1.5x107 C. albicans /ml ve 200
ml inaktif serum seklinde olusturuldu. Serum kay-
nad: olarak bir sigir kullanildi, elde edilen serum 56
°C'de 30 dk. sure ile inaktive edildi. in vitro ca-
ligmada, inkibasyon tuplerine 4000, 1000 ve 10 ug/
ml diizeyinde kloramfenikol (Bayer) eklendi. Kontrol
tiplerine antibiyotik katiimadi. In vivo galismada, in-
kubasyon tupleri 37 °C'de 1 saat stre ile 4 rpm'de
hafifge calkalanarak, in vitro galigmada ise 37 °C'de
1 saat calkalamaksizin, 1 saat de galkalanarak su
banyosunda tutuldu.

PMNL'lerin fagositoz ve hicre igi 6ldurme ye-
tenekleri florokrom boyama yontemi ile belirlendi
(Bertalanffy ve Nagy, 1962; Linther ve Eberhart,
1990b). Buna gore, inklibasyondan sonra 500 ul in-
kibasyon igerigi Gzerine 125 ul Acridin orange ¢6-
zeltisi (14 mg Acridin orange, 100 ml Medium 199
icerisinde ¢6zdurdldl) ilave edilerek 60 sn. bek-
letildikten sonra floresans mikroskopta incelendi.
Floresans mikroskobunda vyapilan incelemelerde,
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polimorfik cekirdekleri yesil-san floresans veren
PMNL'ler ile yine yesil-san floresans veren C. al-
bicans'lar canli kabul edilirken, kirmizi floresans
verenler ise Ol olarak degerlendirildi (Linther ve
Eberhart, 1990a). Her numuneden haziranan iki-
ser preparattan rastgele segilen bdligelerdeki 200
notrofilin fagosite ettigi toplam C. albicans ile bun-
lanin canli ve O6li sayilan ayn ayn belirlendi.
PMNL'lerin fagositik aktiviteleri (FA), sayilan 200
notrofilden fagositoz yapanlarninin ylzdesi olarak
ifade edildi (Hogan ve ark., 1990) ve asagidaki for-
mul ile hesapland.

FA (%) = Fagositoz Yapan Notrofil Sayisi/
Sayilan Toplam Notrofil Sayisix 100

Hicre ici dldirme aktivitesi (OA) ise, sayilan
fagosite edilmis toplam C. albicans i¢indeki 610 C.
albicans'larin yuzdesi olarak ifade edildi (Hogan ve
ark., 1990) ve asagidaki formule gére hesaplandi.

OA (%) = Olu C. albicans Sayisi/Toplam Fa-
gosite Edilen C. albicans Sayisi x100

Plazma kloramfenikol ekstraksiyonunda Sand-
res ve ark. (1988)'nin onerdigi yontem esas alindt.
Buna gore, 1 ml plazma (zerine 5 ml etilasetat ek-
lenerek 15 dk galkalandi. Kanigim 5000 rpm'de 5
dk santrifuj edildikten sonra etil asetat fazi ugu-
ruldu. Kalinti, 2.4 ml su:hekzan:kloroform (1:1:1)
karigimi ile gozdirllerek yeniden santriflj edildi.
Ustte olusan fazdan (1 ml), 20 ul HPLC'ye en-
jekte edildi.

Kromatografi (HPLC) Sartlar: Likit kro-
matografi (LC-6A Shimadzu), kolon (C18 Shim-
pack CLC-ODS), UV-VIS spektrofotometrik de-
dekltor (Shimadzu), yazici (CR6A-Chromotopac,
Shimadzu), mobil faz: 0.005 M Amonyum hidrojen
fostat-asetonitril (78:22, v/v), dalga boyu :278 nm ,
akig hizi :1 ml/dk, yazici kagit hizi 5 mm/dk.

Ozellikler arasi farkhliklar,"esler arasi farkin
onem kontroli" metodu ile incelendi. Antibiyotik
duzeyi ile ele alinan diger 6zellikler arasindaki ilig-
kilerin belirlenmesi amaci ile korelasyon katsayilari
hesaplandi ve 6nem kontrolii yapildi (Kutsal ve
ark., 1990).

Bulgular

In vitro, 10 ve 1000 pg/ml kioramfenikol dii-
zeylerinde PMNL'lerin FA ve OA'sinde bir de-
gisiklik gorilmezken, sadece 1000 ug/ml'de, nét-
rofil bagina digen canli C. albicans sayisinin arttigi
tespit edildi (Tablo1). 4000 pug/mi'de ise,
PMNL'lerin her iki fonksiyonunda da énemli oran-
da azalma belirlendi. Degisik sayilarda C. albicans
intiva eden PMNL yuzdelerinde, 10 ve 1000 ng/
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ml'de degisiklik gérilmezken, 4000 ng/mi ‘de azal-
ma kaydedildi (Tablo 1).

in vivo, 10 mg/kg kloramfenikol'in kas i¢i uy-
gulamasindan sonra 1. gin kan drneginde or-
talama plazma kloramfenikol dizeyi 1.59 pug/mi, 5.
gunde ise 2.59 pg/ml olarak belirlendi (Tablo 2).
PMNL'lerin FA'leri ilk ginden itibaren énemli de-
recede azaldi. PMNL fagositoz yeteneginde mey-
dana gelen azalma 4. ve 5. gunlerde birbirine yakin
bulundu (Tablo 2). OA'de ise, ilk ginde olusan in-
hibisyon 2., 3., 4. ve 5. ginlerde benzer oranlarda
seyretti (Tablo 2).

Degisik sayilarda C. albicans ihtiva eden PMNL
yuzdeleri ve herbir PMNL'ye disen C. albicans sa-
yilan ilk giinden itibaren azaldi (Tablo 2).

Floresans mikroskopik incelemelerde notrofiller
tipik parcall gekirdekli géruntumleri ile, C. albicans
‘lar ise yuvarlak sekilli mikroorganizmalar halinde
kolayca tanindilar. PMNL'lerin canli olanlarnnin ge-
kirdekleri yesil-san, oIl olanlann ise kirmizi-
kahverengi floresans vermekteydi. Ayni mikroskop
sahasinda fagositoz yapmamis nétrofillere  rast-
landi§i gibi, bir ve daha fazla sayida C. albicans fa-
gosite etmis PMNL'lere de rastlandi.

Tartisma ve Sonug

In vitro asamada, 10 ve 1000 pg/mi du-
zeyindeki kloramfenikoliin PMNL'lerin FA ve
OA'leri Uizerinde bir etkisi goriilmezken, 1000 ug/
mi'de her bir PMNL tarafindan fagosite edilen ancak
canliligini koruyan mikroorganizma sayisinda énemli
bir artig (p<0.01), 4000 pg/ml'de ise FA ve OA'de
6nemli oranda dususler gorlldi. Kontrol grubunda
fagositoz % 95.50 iken, 4000 pug/mi‘'de bu oranin %
59.39 ve olugsan depresyonun ise (% 37.81) is-
tatistiksel olarak onemli (p<0.001) oldugu belirlendi.
OA'nin kontrol de % 99.05, 4000 pg/mi'de % 95.94,
ve sekillenen depresyonun (% 3.13) ise istatistiksel
olarak dnemli (p<0.05) oldugu belirlendi. Her bir
PMNL'ye dlisen mikroorganizma sayilar ve fagosite
edilen mikroorganizmalann o6ldarlimelerinde doz
gruplan arasinda 6nemli (p<0.001) farkhliklarin ol-
dugu géruldl (Tabo 1).

Paape ve ark. (1991) in vitro ¢alismalarinda,
4000 pg/mil kloramfenikolin meme bezinden izole
edilen PMNL'lerin fagositozunu % 16.6, 2000 ug/
ml'de % 18.6 deprese ettigini, 2000 ug/mi‘den daha
dustk kloramfenikol yogunluklarinda ise dep-
resyonun gorulmedigini bildirmektedirler. Ziv ve ark.
(1983) ayni kosullarda bu oranlari 4000 pg/mi'de %
38, 2000 ug/ml'de % 23 olarak tespit ederken, 10
ug/mi'de ise istatistiksel agidan degerlendiri-
lebilecek bir etkinlik saptayamamiglardir. Bretzlaff
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Tablo 1. In vitro degigik konsantrasyonlarda kloramfenikolin PMNL aktivitesi Gzerine etkisi®

Kloramfenikol PMNL Fonksiyonlar (%) Fagositoz yapan PMNL lerin igerdikleri Her bir PMNL ye digen C.albicans sayisi

{mg/ml) C.albicans sayilarina gbre % oranlari
Fagositoz Hicre lgi 1-2 34 5> Total Olo Canh
Oldirme  C.albicans C.aibicans  C.albicans
Kontrol 95.50+0.56a 99.05+0.85ab 62.39+2.50a 27.00+2.30a 2.28+0.67ab 1.97+0.08a 1.97+0.08a 0Oc
10 92.61+0.57a 99.65+0.23a 60.72+1.8B4a 28.28+1.40a 2.00£0.57b 1.91+0.13a 1.9130.13a 0.01+0c
1000 91.7240.60a 98.7940.29b 61.17+1.99a 26.33+1.63a 3.72+0.80a 1.88+0.13a 1.86+0.13a 0.02+0.01b
4000 59.39+2,56b 95.94%1.19¢  39.17+2.97b 13.61£1.91b 2.33+1.13ab 0.98+0.11b 0.92+0.10b 0.06+0.01b

“Aymi siitunda farkh harf tagiyan ortalamalar arasi farklhiliklar dnemlidir (P<0.005).

Tablo 2. in vivo, tedavi dozunda (10mg/kg) kas igi yolla uygulanan kloramfenikolin PMNL aktivitesi Gzerine etkisi®

Omekleme Plazma PMNL Fonksiyonlari (%) Fagositoz yapan PMNL lerin igerdikleri  Her bir PMNL ye disen C.albicans sayisi

zamani Kloramfenikol .albicans sayilan 0 ran
konsantrasyonu Fagositoz Hicre Igi 1-2 34 52 Total o]l Canli
{pg/mil) Oldarme C.albicans C.albicans C.albicans

Kontrol 0.00+0.00a 95.05+0.22a 98.62+0,43a 65.59+2.54a 26.28+1.62a 3.33+£1.12 1.9940.08a 1.97+0.08a 0.02+0.00a
1. Gdn 1.59+0.26b 63.68+3.44b 77.94+3.68b 47.07+259b 15.14+1.43b 1.54+0.21 1.24+0.08b 0.96+£0.09b 0.28+0.05b
2. Gon 2.42+0.21b 63.42+3.95bc 74.9544.18b 47.03+3.65bc 14.92+1.06b 1.47+0.24 1.29+0.06b 0.98+0.09b 0.30+0.06b
3. Gun 2.47+0.37b 58.19£563cd 78.36+2.73b 41.2545.03cd 15.0641.15b 1.53+0.29 1.1940.10bc 0.94+0.11bc 0.25+0.03b
4. Gan 2.53+0.28b 53.44+1.35d 74.1743.81b 38.44+1.04d 13.72+0.76b 1.67+0.18 1.13+0.03c 0.85+0.06¢ 0.31+0.04b
5. GOn 2.59+0.29b 53.69+1.81d 76.17+3.07b 37.99+1.42d 14.,10+1.42b 1.68+0.54 1.10+0.07¢ 0.79+0,10c 0.31+0.07b

“Ayni sOtunda farkli harf tagiyan ortalamalar arasi farkliiklar dnemilidir (P<0.005).

ve ark. (1987), in vitro ¢aligmalarinda 1000, 125 ve
5 ug/ml kloramfenikolin, kandan izole edilen
PMNL fagositozu (zerine bir etkinliginin ol-
madigini, Nickerson ve ark. (1985) ise 4000 ug/ml
kloramfenikolln, sGtten izole edilen PMNL'lerin fa-
gositozunda % 47 gibi yluksek dizeyde bir bas-
kilamanin oldugunu belirtmektedirler.

Kloramfenikolin PMNL hiicre igi éldurme ak-
tivitesi Uzerine etkilerini inceleyen galismalar ol-

Gerek tartigilan ¢aligmalarda (Ziv ve ark., 1983;
Nickerson ve ark., 1985; Bretzlaff ve ark., 1987,
Paape ve Miller, 1990), gerekse bu galismada 2000
ug/mi'den daha  diasik  kloramfenikol  yo-
gunluklarinda istatistiksel agidan énemli olarak de-
gerlendirilebilecek bir fagositoz depresyon orani
tespit edilmemistir.

Paape ve Miller (1990) kloramfenikoltn, 4000
ug/m'de PMNL OA’sini, Chemiluminesence dii-

dukga sinirlidir. Paape ve Miller (1990), 4000 pg/mi ze}rind‘e basm%d;.g'm b“dtlT ekted!rlgr. bi Cge-
Korsrilanikol dizavinds. £ L miluminesence, OA'nin gergeklesmesinde bir ba-
lkol duzeyinde PMNL OA'sinin kismen ' teskii edip; PMNLlerde sekillenen

inhibe edildigini bildirmektedirler. Yine ayni aras-
tirmacilar (Paape ve ark, 1990) in vivo c¢a-
igmalarinda  kloramfenikolin meme i¢i ve-
riimesinden sonra sitten elde edilen PMNL'lerin
OA'lerinde kontrole gére degisikligin gértimedigini
belintmektedirler.

Bu g¢aligmada, in vitro 4000 pg/mi'de tespit
edilen fagositoz depresyon orani (% 37.81) ile Ziv
ark. (1983)'nin 4000 pg/mi'de belirledikleri dep-
resyon orani (% 38) ile benzerlik gdsterirken,
Paape ve Miller (1990)'in 4000 pg/ml'de tespit et-
tikleri oran (% 16.6) ve Nickerson ve ark.
(1985)'nin 4000 pg/mi‘'de elde ettikleri oran (% 47)
arasinda farklilik gérilmektedir. Ote yandan Ziv ve
ark. (1983) 2000 pg/ml‘'de depresyon oranini % 23
olarak belirlerken, Paape ve Miller (1990) bu du-
zeyi % 18.6 olarak bildirmektedirler.
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solunumsal patlama sonucunda meydane gelen
stper oksik radikallerinin (Op-) 6lglimesi ile be-
lirenmektedir (Hogan ve ark. ve ark 1990; Paape
ve Miller, 1990; Paape ve ark., 1990), OA'nin be-
lirenmesinde, PMNL igerisindeki canl ve olu mik-
roorganizmalann degerlendiriimesi esasina da-
yanan Florokrom boyama yontemi kullanmiglardir.
Caligmamizda da, kloramfenikolin PMNL fonk-
siyonlan Gzerindeki etkinliginin belirlenmesinde s6z
konusu yontemden yararlanilmigtir,

Tablo 2'de gérildigu gibi in vivo ¢alismada, 1.
gun 1.59 pg/ml olan plazma kloramfenikol seviyesi
daha sonraki ginlerde tedrici olarak artarak 5. gun
2.59 ug/ml'ye ulasmistir. Ancak gunlere gore kon-
santrasyonlar arasinda istatistiksel bir fark go-
rilmemektedir (p>0.05). FA, kontrolde % 95.05
‘iken, 1. gin % 63.68, 5. gin ise % 53.69 tespit edil-
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migtir. FA'da kontrole gbre batin gunlerde is-
tatistiksel farklilik (p<0.001) goéraimektedir. OA'de
izlenen sayisal degigimler ise kontrole gore dnemli
(p<0.001), ancak gunler arasinda Onemsizdir
(p>0.05).

FA ve OA oranlan ile plazma kloramfenikol
konsantrasyonlan arasinda istatistiksel agidan
onemli bir iligki (r) saptanamamugtir.

Paape ve ark. (1990), laktasyondaki bir inegin
her bir meme lobuna 5 gr. kloramfenikolin ve-
riimesinden sonra alinan sUt 6érneklerinde, 2. sa-
atte 115.9 ug/ml, 26. saatte ise 414 pg/ml klo-
ramfenikol duzeyi tespit etmigler, ancak kontrole
gbre PMNL 'lerin FA ve OA'lerinde herhangi bir de-
gisiklik gozleyememiglerdir.

Tablo 2'de in vivo fagositoz yapan nétrofillerin
C. albicans sayisina gbre % oranlan de-
gerlendirildiginde, ilk gin % 63.68 dlzeyinde fa-
gositoz yapan hucrelerin % 47.07'sinin 1-2 C. al-
bicans, % 15.14'Unun 3-4 C. albicans, %
1.54'unun ise 5 2 C. albicans igerdikleri go-
rulmektedir. Sonraki ginlerde de 1-2 C. albicans'li
grupta istatistiksel agidan hem kontrole gore
hemde gunler arasinda 6nemli farklar (p<0.001)
gorulmektedir. Gunlere gore fagositoz oranlarn ile
1-2 C. albicans fagosite eden PMNL oranlan ara-
sinda bdtanOyle bir istatistiksel benzerlik so6z-
konusudur. Her bir PMNL'ye dusen C. albicans sa-
yilari incelendiginde, total C. albicans agisindan
kontrolde her bir PMNL'ye 1,99 C. albicans dig-
tagu, bunun 1.97'sinin 6lG, 0.02'sinin ise canh ol-
dugu gorlimektedir. Burada dikkati geken bir
nokta da hicre igi 6ld(irme aktivitesi oranlari ile her
bir PMNL'ye dusen canli C. albicans sayilan ara-
sinda ki istatiksiksel benzerliktir,

In vivo'da oldugu gibi in vitro calismada da,
dozlara gore fagositoz oranlari ile 1-2 ve 3-4 C. al-
bicans fagosite eden hlcre oranlari arasinda is-
tatistiksel iligki de benzerlik gorilmektedir. Her bir
PMNL'ye dasen C. albicans saylan in-
celendiginde, total C. albicans agisindan kontrolde
her bir PMNL'ye 1.97 C. albicans distidu ve
bunun tamaninin 8ldGgla goruimektedir. Burada
total C. albicans agisindan bakildiginda 10 ve
1000 ug/mi'de kontrole gore bir dedisiklik gb-
rulmezken, 4000 pug/mi‘'de bir PMNL'ye disen C.
albicans sayisinin 0.98 oldugu ve istatistiksel agi-
dan Onemli (p<0.001) bulundugu dikkati gek-
mektedir. Ol C. albicans sitununda da kontrole
gore, 4000 pg/mi'de fark goriimektedir.

In vitro ve in vivo galisma sonuglanna gére;
FA ve OA, Tablo 1 ve 2'de degerlendiriimeye ali-
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nan PMNL'lerin diger aktiviteleri arasinda onemli
farklarin oldugu gortuimektedir. Her ne kadar in vivo
¢alismada PMNL aktivitelerinde meydana gelen de-
Gisiklikler ile plazma kloramfenikol duzeyleri ara-
sinda bir lligki belirlenememis ise de, in vitro ¢a-
lismada belirlenen degisiklikler, 4000 upg/ml'de
ortaya ¢ikmstir. Bu diizey oldukga yiksek olup, bazi
arasgtirmalarda (Ziv ve ark., 1983; Nickerson ve ark.,
1985; Paape ve Miller, 1990) da teyid edilmektedir.
Oysa, in vivo analizlerde elde edilen en yiksek
plazma kloramfenikol yogunlugu 2.59 pg/mli'dir. Bu-
rada dikkate alinmasi gereken husus, in vivo ga-
lismada PMNL'lerin kloramfenikole sadece kan do-
lagiminda maruz kaldigidir.

In vitro galigmalarda (Nickerson ve ark., 1985;
Paape ve Miller, 1990) ylksek dlzeyde Kio-
ramfenikolin PMNL aktivitelerinde meydana ge-
tirmis oldugu depresyonun nedeni olarak,
PMNL'lerde sebep olduklan morfolojik degisiklikler
gosterilmektedir. Paape ve Miller (1990), 4000 pg/
ml kloramfenikolin, PMNL'lerin % 99'unda yu-
varlaklagma, % 94'Unde psddopod olugumunun en-
gellenmesi gibi morfolojik bozukluklar tespit et-
miglerdir. Yine ayni aragtincilar (Paape ve Miller,
1990), fagositozun gergeklesmesinde bir basamak
olan filamentlerdeki aktin monomerlerinin bir araya
gelmelerinin kloramienikol tarafindan on-
lenebilecegdini one surmektedirier.

Gerek in vitro gerekse in vivo kosullarda de-
neysel doz uygulamalar ile elde edilen kio-
ramfenikol yofunluklarninda, nétrofillerin morfolojik
bozulmalan nedeniyle fonksiyonlarinda gérilen ak-
sakliklarin, ilacin tedavi dozundaki uygulamalari ile
olusan kan dlzeylerinde olugmasi muhtemel go-
rinmemektedir. Bu ¢aligmada in vitro ile in vivo uy-
gulamalar arasinda PMNL fonksiyonlarinda izlenen
onemli farkin, kloramfenikolin metabolitlerinden
kaynaklandi§i kanisindayiz.

Kloramfenikolin barsak bakterileri tarafindan
olugturuldugu bilinen (Isildar ve ark,, 1988b; Ji-
menez ve ark.,1987) u¢ grup metaboliti vardir: Bun-
lar, aminokloramfenikol (N,H-CAP), p-

nitrobenzaldehit (PNBA) ve p-nitro-fenil-2-amino-3-
hidroksi-propan-HCL (NPAP), dehidro-kloramfenikol
(DH-CAP)'dur. Yunis (1984), p-nitro kékinin me-
meli dokusunda metabolik tranformasyona ug-
radigini ve insan taze karaciger dokusunun p-nitro
grubunu, rediksiyona ugratabilme yeteneginde ol-
dugu bildirmigtir,

Isildar ve ark. (1988b), kloramfenikol, DH-CAP,
NPAP ve NO-CAP'n myelotoksik ozellikleri in-
celemisler, DH-CAP ve NPAP'in kloramfenikolden
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daha toksik oldugunu, DH-CAP'in toksisitesinin ise
NO-CAP ile esdeger oldugunu bildirmiglerdir. Ay-
nca 1x10% M/l'den daha digik kon-
santrasyonlardaki DH-CAP'In granulosit-makrofaj
kolonilerinin (GM-CFU) gelisimini total olarak in-
hibe ettigini, insan kemik iligi hicrelerinde DNA
sentezini % 80 oraninda onledigini belitmislerdir.
Insan kemik iligi htcrelerinin 1x104 M/L'den daha
dusuk duzeyde NO-CAP veya DH-CAP ile 24 saat
inkUbe edilmesi sonucunda ise % 65-75 dizeyinde
610 hdcre tespit edildigi ve buna gére DH-CAP'In
kloramfenikolden 10-20 kat daha sitotoksik 6zel-
lige sahip oldugu ifade edilmistir. Bir diger ¢a-
ligmada (Jimenez ve ark.,1987) hemapoietik sis-
tem hicrelerinin gelismeleri Gzerinde belirleyici bir
unsur olan koloni stimule edici faktorlerin (GM-
CSF, G-CSF) yapiminin, hicrelerin canhiligini et-
kilenmeksizin DH-CAP tarafindan engellendigi be-
litilmektedir. Kloramfenikol ve NPAP'nin bu yénde
bir etkisi goérulmezken, kloramfenikolin insanda
GM-CFU (zerindeki inhibitér etkisinin, inkibasyon
ortamina eklenen rhGM-CSF ve rhG-CSF ta-
ralindan, tamamen, Waan, Yalsamidiig, DM ™
aracilk ettigi GM-CFU inhibisyonu dzennde or-
Yara exienen TSF in ise higbir etkisinin go-
ralmedigi bildirimektedir. Calismada ayrica DH-
CAP gibi bazi kloramfenikol metabolitierinin, bir ta-
raftan hemapoietik sistem hucrelerinin gelisimini
diger taraftan da CSF dretimini engelleyerek gift
yonli toksik etki yaptiklan ileri surGimektedir.

In vitro denemelerde NO-CAP'n ana bi-
lesiginden daha toksik oldugu g6rilmektedir
(Yunis ve ark.,1980a; Yunis, 1981b; Yunis ve
ark.,1987). Ancak bu maddenin toksik etkilerinin
olusabilmesi i¢in kemik iligi gibi hedef organlarda
birikmesi gerekir. Abou-Khalil ve ark. (1988), klo-
ramfenikol ve metabolitlerinin kan ve karaciger do-
kulari ile 37°C' de 30 dk. inkibe edilmesi so-
nucunda kloramfenikolin her iki dokuda da
dayanikllhgini  korudugunu belirtmiglerdir. Aras-
tirmada ayrica, barsak bakterileri tarafindan olus-
turulan metabolitlerden dehidrokloramfenikol (DH-
CAP)Un 5 dk.'ya kadar yapisini korudugu, in-
kubasyon sonunda ise kanda % 50, karaciger ho-
mojenatinda da % 70 oraninda mevcudiyetini sr-
durdagu bildirilmistir. Nitrofenilaminopropanedion
(NPAP)'un DH-CAP'tan daha hizli pargalandigi,
NO-CAP'In ise tamamen tahrip oldugu ifade edil-
mistir, Sonug olarak, NPAP ve DH-CAP'In kemik
iligi ve diger hicresel komponentlerle etkilesmeye
yetecek bir zaman dilimi stresince dolagimda ka-
labilecekleri vurgulanmistir. Isildar ve ark. (1988b)
diger bir ¢aligmada, DH-CAP'nin normal hicre
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DNA'sinda hasar olusturabilme etkinliginde ol-
dugunu; 1x10% M konsantrasyonda Raji huc-
relerinde, aktive edilmis insan lenfositlerinde ve
insan kemik iligi hicrelerinde DNA'nin ¢ift sarmal
yapisinin bozulmasina yol agtigini bildirmektedirler.

Bu gune kadar yapilan pek ¢ok galismada
(Yunis, 1976; Yunis ve ark.,1980a; Yunis, 1981b;
Yunis ve ark.,1987) NO-CAP'In genotoksik ve si-
totoksik etkilerinin varlig) ortaya konulmustur. Herne
kadar kloramfenikol insan karaciger dokusunda ae-
robik sartlarda redliksiyona ugrayabilirse de, NO-
CAP'In olusumundan hemen sonra karaciger ve
kanda, parcalanmasi nedeni ile kemik iliginde bi-
rikimi s6zkonusu degildir (Isildar ve ark.,1988a). Ay-
rica, kloramfenikolin aerobik sartlarda insan kemik
iliginde de nitrorediksiyona ugramadi§ bi-
linmektedir (Isildar ve ark.,1988b).

Diger taraftan DH-CAP'in p-nitro kokin(n insan
kemik iligi homojenatinda aerobik sartlarda hizla in-
dirgendigi, ayni olayin insandan elde edilen Raji
hucrelerinde ve tavsan kemik iligi hicrelerinde de
qrcpkicapiildily, wittimeldetin (eiden v
ark., 1988a; 19686). Buna gdre, OH-CAP tarafindan
degisik hiucre sistemlerinde olusturulan sitotoksik
6zelliklerin sekillenmesinde DH-CAP'In direkt toksik
etkisi kadar hedef hicre tarafindan gergeklestirilen
nitrorediksiyonun da 6nemli bir rol Gstlenebilecegi
ifade edilmektedir (Murray ve ark.,1982; Abou-
Khalil ve ark.,1988; Jimenez ve ark.,1987).

Paape ve Miller (1990) florfenikol, tiamfenikol
ve kloramfenikolin, meme bezinden izole edilen
notrofiller Ozerine etkilerinin kargilastinimali olarak
inceledikleri galigmalannda, kloramfenikolin fa-
gositoz ve hiicre i¢i dldurme aktiviteleri onledigini
ancak florfenikol ve tiamfenikoliin ayni yonde bir et-
kinliginin géraimedigini kaydetmektedirler. Yine klo-
ramfenikoliin vicutta metabolize oldugu ancak ti-
amfenikolin metabolize olmadi§i da (Gamez ve
ark.,1992) bilinmektedir,

Sonug olarak, vucut savunmasinda 6nemli role
sahip olan PMNL'ler kloramfenikol tarafindan onem-
li derecede etkilenerek fonksiyonlarini tam olarak
yerine getirememektedirier. Bu durum oOzellikle
vicut savunmasi tarafindan baski altinda tutulan bir
¢ok patojen mikroorganizmanin aktivite kazanmalari
ve anormal hdcre olugumuna ortam hazirlanmasi ile
sonuglanabilir. Bu nedenle antibakteriyel ilaglarn
immun sistem Gzerindeki etkilerinin bilinmesi ayri bir
6nem tasimaktadir.
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