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OZET

Calismamizda, siprofloksasin ve graniilosit koloni stimiile edici faktér (G-CSF)’un polimorf niiveli [8kosit-
lerin (PMNL) Pseudomonas aeruginosa’ya karsi bakterisidal aktivitesine etkisi arastirildi. Saglkli goniillilerden
elde edilen I8kositler farkli konsantrasyonlardaki G-CSF ve siprofloksasin ile 180 dakika boyunca inkiibe edil-
di. G-CSF’nin tek basina verilmesi bir miktar bakterisidal etki géstermekle birlikte, bu etki PMNL’lerin bakte-
risidal aktivitesinden anlamli bir fark gostermedi (p>0.05). inhibitor ve subinhibitér konsantrasyonlarda sip-
rofloksasin PMNLlerin bakterisidal aktivitesini arttirirken (p<0.05), aktivitedeki artis en fazla inhibitér kon-
santrasyonda siprofloksasin ve 6000 U/mL G-CSF kombinasyonunda gézlendi (p<0.01). G-CSF’nin antibiyo-
tiklerle kombine edilmesinin 6zellikle nGtropenik ya da nétrofil fonksiyonlari bozuk hastalarda tercih edilme-
si, gerekli antibiyotik dozunun azaltilmasi ve olasi toksik etkilerin 6nlenmesi agisindan 6nemli olabilir. Bu et-
kinligin belirlenmesinde genis katiimli klinik calismalarin yuritiilmesine ihtiyag vardir.
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SUMMARY
Effect of Ciprofloxacin and Granulocyte Colony Stimulating Factor in Bactericidal
Activity of Polymorphonuclear Leukocytes Against Pseudomonas aeruginosa

The in vitro effect of subinhibitory and inhibitory concentrations of ciprofloxacin and G-CSF on the bac-
tericidal activity of polymorphonuclear leukocytes (PMNL) against Pseudomonas aeruginosa was investigated.
PMNL obtained from healthy volunteers were incubated with different concentrations of G-CSF and ciprof-
loxacin for 180 min. Although G-CSF showed certain amount of bactericidal effect, this was statistically in-
significant when compared with bactericidal activity of PMNL: The minimum inhibitory concentration of cip-
rofloxacin as well as subinhibitory concentration enhanced the bactericidal activity of PMNL (p<0.05) and
the maximal enhancement of activity was observed in combination of inhibitory concentration of ciprof-
loxacin and 6000 units/ml of G-CSF (p<0.01). Clinical application of this combination could initially target in-
fections in high risk groups, particularly neutropenic patients or patients with impaired neutrophil functions
in whom one can expect to decrease antibiotic dosage and prevent likely toxic effects. Effect of such a com-
bination in patients can be evaluated by large scale clinical trials.

Key Words : Ciprofloxacin, G-CSF, Polymorphonuclear leukocytes

Flora 1998;3(1):26-30



Siprofloksasin ve Graniilosit Stimiile Edici Faktériin Polimorf Niiveli

Lokositlerin Pseudomonas aeruginosa’ya Karsi Bakterisidal Aktivitesine Etkisi

Eskitiirk A, Ergin U.

Polimorf niiveli 16kositler (PMNL)'in infeksiyon
etkeni bakteriye yonelmesi ve icine alarak 6ldiirme-
si (kemotaksi ve fagositoz) konagin en énemli savun-
ma mekanizmalarindan biridir. Bakteriyel infeksi-
yonlara yanitta graniilositlerin say1 ve fonksiyonel
aktivitelerindeki artis birlikte rol oynar. PMNL’lerin
bakterisidal aktiviteleri sistemik infeksiyonlarin anti-
biyotiklerle tedavisinde de énem tasimaktir, ciinkii
hastanin tedavi edilebilmesi in vitro etkili olan bir an-
tibiyotigin in vivo yeterli olacak diizeyde verilmesi ve
bakterinin fagositik hiicrelerce yok edilmesi ile miim-
kiin olabilmektedir.

Graniilosit koloni stimiile edici faktér (G-CSF)
notrofil sayi ve fonksiyonlarini arttirmak amaciyla
kullanilan bir hematopoetik biiyiime faktériidiir. Bu
faktériin nétrofil kemotaksisini ve fagositozunu art-
tirdigi, solunumsal patlamayi aktive ettigi, antikora
bagh hiicresel sitotoksisiteyi, kompleman reseptorle-
rinin ekspresyonunu  arttirdigi  belirlenmistir(ll. G-
CSF'nin bir diger etkisinin bakterisidal aktiviteyi art-
tirmak oldugu ve bagisikhigi uyarici bu faktériin veril-
mesiyle konagin antimikrobiyal tedaviye yanitim or-
taya cikarmak ya da arttirmanin hedeflenebilecegi
de disiiniilmektedir(ll. G-CSF ve antibiyotik kombi-
nasyonunun uygulanmast ile hem konak yamitini art-
tirict hem de patojeni ortadan kaldirict bir sinerjik et-
ki beklenebilir. Calismamizda bu tiir bir kombinasyo-
nun Pseudomonas aeruginosa’ya karsi etkisinin de-
gerlendirilmesi amaclanmustir.

MATERYAL ve METOD

Bakteri susunun hazirlanmasi: Tim deneyler-
de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 87253) susu
kullanildi. Miieller Hinton sivi besiyerinde bir gece
inkiibasyon sonrasi santrifiijle coktiirilen bakteri
phosphate buffered saline (PBS)-fosfat tamponlu
tuzlu su ile siispanse edildi. Bu siispansiyon inaktive
edilmis insan serumu ile 1/10 oraninda karistirildi
ve 37°C’de 20 dakika inkiibe edilerek opsonizasyon
saglandi. Inkiibasyon sonrasinda tekrar santrifiij edi-
lerek bakteri peleti PBS ile ¢coziildii ve bakteri yogun-
lugu 5x106 kob (koloni olusturan birim)/mL’ye ayar-
land:.

PMNL eldesi: Her ¢alisma giiniinde saghkl bir
donérden 20 mL vendz kan 1.5 mg/mL EDTA ice-
ren tiiplere alindi. 3000 rpm’de 30 dakika santriftjj
sonrasi eritrositler {izerinde bulunan PMNL den zen-
gin tabaka (buffy-coat) icerisinde 2.5 mL Ficoll-
Hypaque (Sigma) ve 2.5 mL Polymorphoprep
(Nycomed) bulunan tiipe konuldul2l. 3000 rpm’de
30 dakika santrifijj edildikten sonra tiipiin en tistiin-
de bulunan monosit tabakasi uzaklastirilarak ortada-

ki PMNL tabakasi ayri bir tiipe alindi. U¢ kez 3 mL
PBS ile 1650 rpm’de yikanan PMNL tabakasi 1 mL
Hank’s buffered salt solution (HBSS)- Hanks'in den-
geli tuz soltisyonu ile siispanse edildi ve Thoma la-
minda 5x106 hiicre/mL olacak sekilde ayarlandi.
Tripan mavisi boyama yontemiyle canhlik >%98
olarak tesbit edildi.

Antibiyotigin hazirlanisi: Minimal inhibitor
konsantrasyon (MIK) diizeyi NCCLS standartlarina
uygun olarak mikrodiliisyon yéntemiyle belirlendi,
bir gecelik inkiibasyon sonrasi gézle goriilebilir {ire-
meyi engelleyen en diisiik antibiyotik konsantrasyo-
nu MIK olarak tanimlandi3l.

Fagositoz deneyi: Hazirlanan PMNL ve bakteri
stispansiyonlarn asagida belirtildigi sekilde karistirila-
rak 37°C’de 180 dakika inkiibe edildi. Siprofloksa-
sin (Bayer) minimal inhibitér konsantrasyon (0.25
pg/mL: 1xMIK) ve subinhibitér konsantrasyonda
(1/4 MIK); G-CSF (Roche) 6000 {inite/mL konsant-
rasyonda kullanildi.

A serisi: (kontrol) HBSS+Bakteri siispansiyonu
B serisi: Bakteri stispansiyonu+HBSS+PMNL
C serisi: Bakteri siispansiyonu+HBSS+G-CSF

D serisi: Bakteri siispansiyonu+Siprofloksasin
(MIK)

E serisi: Bakteri siispansiyonu+Siprofloksasin
(MIK)+PMNL

F serisi: Bakteri stispansiyonu+Siprofloksasin
(MIK)+PMNL+G-CSF

H serisi: Bakteri siispansiyonu+Siprofloksasin
(1/4 MIK)

[ serisi: Bakteri siispansivonu+Siprofloksasin
(1/4 MIK)+ PMNL

J serisi: Bakteri siispansiyonu+Siprofloksasin
(1/4 MIK)+PMNL+G-CSF

Sifinnc dakika, 60, 120 ve 180. dakikalarda her
bir karisimdan 10 pL alinarak 5 mL distile suyla ka-
ristirildi ve vortekslendi. Bu soliisyondan 10 pL ve
100 pL ahnarak Mieller-Hinton agar plaklarina
ekim yapildi, 37°C’de bir gecelik inkiibasyon sonra-
st olusan koloniler sayildi. Deneyler bes kez tekrarla-
narak guruplar arasi farkhliklarin belirlenmesinde
one way analysis of variance-ANOVA testi kullarul-
d1, p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Sekil 1 ve 2’de PMNL'lerin P. aeruginosa’ya
karst bakterisidal etkisi ve G-CSF ve siprofloksasinin
tek baslarina ya da kombine verildiklerinde bu etki-
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Sekil 1. P. aeruginosa’'nin minimal inhibitoér konsantrasyonda siprofloksasin ve G-CSF ile etkilesimi
(Sekil 1, e ile d arasindaki fark: p<0.05, e ile f arasindaki fark: p<0.01)
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Sekil 2. P. aeruginosa’nin subinhibitor konsantrasyonda siprofloksasin ve G-CSF ile etkilesimi
(Sekil 2, hile g arasindaki fark: p<0.05, h ile i arasindaki fark: p<0.05)

ye katkilan goriilmektedir. G-CSF'nin tek basina ve-
rilmesi bir miktar bakterisidal etki g&stermis ancak
bu etki PMNL'lerin bakterisidal aktivitesinden an-
laml bir fark gdstermemistir (p>0.05). Siprofloksa-
sin inhibitér ve subinhitér konsantrasyonda PMNL’
lerin bakterisidal aktivitesini anlamli bir sekilde arttir-
mustir (p<0.01). Calismamizin en carpici sonucu ise
G-CSF'nin siprofloksasin ile kombine edildiginde si-
nerjistik etki gostererek PMNL’lerin bakterisidal ak-
tivitelerinde artmaya yol achiginin belirlenmesidir. Bu
etki inhibitér ve subinhibitér konsantrasyonlarda ve
test edilen tiim zamanlarda gézlenmektedir.

TARTISMA

Sistemik infeksiyonlarin tedavisinde sadece bak-
terinin verilen antibiyotige duyarh olmasi ve serum-
da veterli doza ulasmast degil, bakterinin fagositik
hiicrelerce uzaklastirlmasi da énem kazanmaktadir.
Ideal bir antimikrobiyal ajanin hiicre disindaki mikro-
organizmalara kars: etki gsterirken, fagositik hiicre-
lere girerek hiicre i¢ci mikroorganizmalar da inaktive
edebilmesi beklenmektedir.

Hematopoetik hiicreler iizerine etki ederek he-
matopoezisi etkileyen spesifik faktérlerin varhg yak-
lasik 30 yildir bilinmektedir ve bu faktérlerin izole
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edilmesi, saflastirlmasi ve klonlanmasiyla interlékin-
ler ve koloni stimiile edici faktérler gibi tedavi edici
maddelerin kullanima girmesi miimkiin olmustur. G-
CSF 1986 yilindan beri kanser hastalarinda nétro-
peni tedavisinde kullanilmakta ve bu hastalarda nét-
rofil sayisim arttirarak infeksiyon sikligim ve hastane-
de kalma siiresini azalth@ savunulmaktadirdl. G-
CSF nétrofil dnciilerinin spesifik reseptorlere bagla-
narak cogalmasim ve farkhlasmasini saglamakta, ay-
n1 zamanda olgun nétrofillere de baglanarak kemo-
taksisi arttirmakta ve kemoatraktanlara cevap olarak
siiperoksid yapimini arttirmaktadir!4l,

G-CSF'nin infeksiyon hastaliklarinda kullanimi
son villarda giindemde olan konulardan biridir.
1980’lerin sonlarina dogru cesitli deneysel infeksi-
yon modelleri olusturularak bu konuya acikhk getiril-
meye baslanmustir. Cairo ve arkadaslar yeni dogmus
fareleri B grubu streptokoklarla infekte edip olustur-
duklar1 neonatal sepsis modelinde, yasama oranini
tedavi verilmeyen grupta %4, yalmiz G-CSF alan
grupta %9, yalniz antibiyotik verilenlerde %28 ola-
rak saptamigken, bu oran antibiyotik+G-CSF kombi-
nasyonunda %92’ve ulasmistirl®!. Silver ve arkadas-
lannin farelerde P. aeruginosa ile olusturduklar ya-
nik infeksiyonu modelinde tekli tedavi ile kombinas-
yon tedavisi karsilastirilmis ve en yiiksek yasama
oranm gentamisin+G-CSF kombinasyonu verilen fa-
relerde saptanmistrl®l. Tavsanlarda P. aerugino-
sa’'yla olusturulan aortik endokardit modelinde G-
CSF siprofloksasin ile kombine edildiginde bakteri-
den 72 saat sonra verilen G-CSF’nin antibakteriyel
etkinligi olmams ve yiiksek dozda uygulandigi za-
man bile siprofloksasinin etkisini arttirici bir etki goz-
lenmemistir. Aksine 30 dakika icinde verilen G-CSF
bakteriyal vejetasyonlardaki bakteri sayisini azaltmis
ancak G-CSF'nin profilaktik verilisi siprofloksasinin
antibakteriyel etkinligini arttirmarmustir7l. Domuzlara
damar yoluyla P. aeruginosa verilerek olusturulan
sepsis modelinde ise bakteriyel infiizyondan 30 da-
kika énce G-CSF uygulanmasi daha hafif bir tablo
olusturdugu gibi mortaliteyi engellemis ve yazarlar
sepsis tedavisine G-CSF'nin eklenebilecegini savun-
muslardirl8l.

Bu umut verici deneysel calisma sonuclari klinis-
yenleri G-CSF+antibiyotik kombinasyonunun etkin-
ligini arastirmaya yénlendirmistir. G-CSF'nin nétro-
penik hastalardaki infeksiyon say1 ve sikhigini azaltti-
g1 bilinmektedir. Kronik nétropenisi olan hastalarda
gerceklestirilen cok merkezli bir calismada G-CSF’
nin kemik iligindeki olgun nétrofil sayisini arttirdigt,
infeksiyon say1 ve siiresinde %50’lik, antibiyotik kul-

lanim siiresinde %70’lik bir azalmaya neden oldugu
g6sterilmistir®. Maher ve arkadaslan febril nétrope-
nik hastalarda standart piperasilin veya tobramisin
tedavisinden 12 saat énce bir gruba G-CSF (filgast-
rim, Roche) bir gruba plasebo vererek iki grubu ki-
vasladiklarinda filgastrim alan grupta febril nétrope-
ninin, hastanede kalma stiresinin ve antibiyotik veril-
me siiresinin daha kisa siirdiigiinii saptamistir(10],
Mitchell ve arkadaslari ise cocuk hastalarda yaptikla-
n benzer bir calismada antibiyotik tedavisinden 24
saat 6nce uyguladiklar1 G-CSF ile aym sonuclan el-
de etmislerdir(11l.

Calismamizda siprofloksasin ve G-CSF’nin tek
basina ve kombine olarak verildiginde PMNL lerin P,
aeruginosa’ya karsi bakterisidal aktivitesine etkisi
arastinlmstir. Siprofloksasinin subinhibitér konsant-
rasyonda dahi PMNL’lerin bakterisidal aktivitesine
katkida bulundugu ve G-CSF’nin bu aktiviteyi anlam-
Ii olarak arttirdigi gozlenmistir. G-CSF ve PMNL
kombinasyonunun gram negatif bakterilere karsi et-
kisini arastiran az sayidaki cahismada G-CSF'nin of-
loksasin ve seftazidimin E. coli'ye karsi bakterisidal
aktivitesini arttirdigi gosterilmistir(12-131. Bu durumda
G-CSF'nin terapétik etkisinin nétrofil sayisinda arti-
sin yani sira antimikrobiyal madde ile fagositik hiic-
reler arasidaki iliskinin etkilenmesi seklinde de aciga
cikabilecegi dustintilebilir. G-CSF’nin antibiyotiklerle
kombine edilmesinin &zellikle nétropenik ya da not-
rofil fonksiyonlarn bozuk hastalarda tercih edilmesi,
gerekli antibiyotik dozunun azaltilmasi ve olasi toksik
etkilerin 6nlenmesi a¢isindan 6nemli olabilir. Bu et-
kinligin belirlenmesinde genis katihmli Klinik calisma-
lann yiiriitiilmesine ihtiya¢ vardir.
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