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OZET

Gram-negatif bakteri enfeksiyonlannin patogenezine agiklik getirmek ve Gram-
negatif bakterilerin yol agti@n enfeksiyonlarda antibiyotik segimini etkileyecek Snemli bir
etken olmaya aday olan endotoksin salinimimi incelemek igin, standart E.coli susu
(ATCC 25922) kullaniiarak bakteri duvarina etkili p-laktam antibiyotiklerden ampisilin,
sulbaktam-ampisilin ile dglncti kugak bir sefalosporin olan seftazidimin, endotoksin
salimmina etkilerinin in-vitro ve in-vivo olarak incelenmesi amagland:. Ampisilin igin MIC
degeri 2pg/ml, sulbaktam-ampisilin igin MIC dederi 2ug/ml ve seftazidim igin de 0.125
pg/mi olarak bulundu. Gahgilan her antibiyotik icin 50XMIC diizeyindeki serbest ve total
endotoksin salimm incelendi. Her antibiyotik grubu igin afiriklan 20-25 gram arasinda
degigen 6-10 haftalik, outbred, digi 16 adet Swiss Albinc fare olmak Uzere 6n caligmalar
ve esas denevler igin toplam 162 fare kullaniidi. Plazma ve besiyerindeki endotoksin
dizeyleri kromojenik LAL deneyi ile gergeklestirildi. Endotoksin dizeyi ile birlikte
kullanitan antibiyotiklerin in-vitro ve in-vivo canh sayimlara etkisi incelendi ve in-vitro
koguilarda en ¢ok sulbaktam-ampisilinin, daha sonfa ampisilinin, en digldk oranda da
seftazidimin bakteri sayisini diistirme yetenedine sahip oldudu gézlendi. Bu bulgulann
istatistiksel analizi sonucunda kullanilan 3 antibiyotik arasindaki farkin anlamh oldugu
saptand (F=75.58, p=0.00). Caligilan 3 antibiyotikle kargilagtinian E.coli killtUrierinde 0,
1, 2 ve 4. saatlerde goriien serbest endotoksin miktarlarina gre antibiyotikler arasinda
istatistiksel agidan fark olmadit saptandi (F=1.218, p=0.41). Total endotoksin
calismalan sonuglanna gtire antibiyotikler arasinda istatistiksel olarak fark olmadidi
gorildii{F=4.28, p=0.76). in-vivo kogullarda en ¢ok &ldirme yetenedine sahip
antibiyotidin ampisilin olduju ve onu sirasiyla sulbaktam-ampisilin ve seftazidimin
izledigi goriid ve bu fark istatistikse! olarak anlamh bulundu(F=240.9, p=0.00). Serbest
endotoksin miktan agisindan istatistilksel olarak fark gdr(imezken total endotoksin
miktan agisindan olugan fark istatistiksel olarak aniamh bulundu{F=115.21, p=0.02).
Ampisilin, in-vitro olarak canh sayimlan azaltirken total endoioksin miktarinda bir artig
gérdlddl ve bu artigin istatistikse! olarak anlamh oldugu saptandi{r=-1, p=0.00). Diger
antibiyotikler igin bdyle bir iligki saptanmadi.in-vivo olarak da sulbaktam-ampisilinie
tedavi edilen farelerde serbest endotoksin miktar ile canii sayimlar arasinda ayni ydnde
anlamh bir iligki ¢ikti{r,=1.00, p=0.00). Ayrica in-vivo ve in-vitro gartlarda olugan serbest
ve total endotoksin miktar agisindan bir farkliik gériimedi.

Anahtar Kelimeler: Ampisilin, Sulbaktam-ampisilin, Seftazidim, Serbest endotoksin,
Total endctoksin.



ABSTRACT

it was aimed to clarify the pathogenesis of Gram-negative bacterial infections
due to endotoxin release by different B-lactam antibiotics. Standart E.coli ATCC 25822
strain was used to study the endotoxin release by ampicillin, sulbactam-ampicillin and a
third generation cephalosporin, ceftazidime which act through inhibition of cell wall
synthesis. MICs for ampicillin, sulbactam-ampicillin and ceftazidime were 2 pg/mi, 2
ug/ml and 0.125 pg/ml, respectively. Free and total endotoxin release were studied at
50XMIC for each antibiotic. For each group of antibiotics, 6-10 week old, outbred,
weighing 20-25 gr, female Swiss Albino mice were used constituting a total of 162 mice
for the whole study. in-vitro and in-vivo endotoxin levels were s_tudied by chromogenic
LAL assay. Besides endotoxin release, effect of different antibiotics on the level of viable
counts were evaluated. It was observed that sulbactam-ampicillin was the most potent
antibiotic with its effect on on viable counts followed by ampicillin and ceftazidime under
in-vitro conditions. It was found that the difference between 3 antibictics used was
statistically significant(F=75.58, p=0.00). The difference in free an total endotoxin
release in cultures treated by 3 different antibiotics in 0, 1, 2 and 4 hours was not found
statistically significant(F=1.218, p=0.41, F=4.28, p=0.76). Under in-vivo conditions,
ampicillin was found to be the most potent antibiotic to decrease the viable counts
followed by sulbactam-ampicillin and ceftazidime. The difference was found statistically
significant(F=240.9, p=0.00). While a statisticalty unsignificant free endotoxin release
was found, a statistically significant total endotoxin release was observed(F=115.21,
p=0.02). Ampicillin was found to reduce the viable counts while a significant increase
was seen on the level of total endotoxin in-vitro(r,=-1, p=0.00). No such correlation was
observed for the other antibiotics studied. In mice treated with sulbactam-ampicillin, a
significant correlation between endotoxin release and viable counts(r,=1.00, p=0.00).
Besides, no difference was observed in free and total endotoxin levels between in-vitro
and in-vivo conditions.

Key words: Ampicillin, Sulbactam-ampicillin, Ceftazidime, Free endotoxin, Total
endotoxin.
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GiRriS

Gram-negatif bakteriyel enfeksiyonlar sistemik iltihabi cevabin en
dnemli nedenleri arasindadir. Bu enfeksiyoniar klinik olarak hipotansiyon,
tagikardi, takipne, yaygin damar i¢i koagUlasyon ve milltipl sistem organ
bozukluklan ile karakterizedir. Gram-negatif bakteri duvarinin bir bilegeni
olan endotoksinin salinimi sonucu yukanda sayilan klinik olgulann
meydana geldigi bildirilmektedir(1). Endotoksin salimminin, antibiyotigin
etki mekanizmasina ve hiicre duvarinin bitunligdnin devammina bagl
oldugu dustinlimektedir. Hucre duvarini etkileyen antibiyotiklerden
bakterisid olanlann, ribozomu etkileyen veya bakteriyostatik olanlara gore
endotoksinle beraber daha fazla hiicre igeriginin agia ¢ikmasinda roll
oldugu rapor edilmigtir. Bu nedenle, gram-negatif bakteri septisemilerinin
tedavisi igin uygun antibiyotik segiminde antibiyotigin etki mekanizmasinin
yanisira, endotoksik soka neden olup olmayacaginin da gézdniine
alinmasinin gerekli oldugu éne siridimektedir(2).

Jackson ve Kropp tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligmada beta-
laktam antibiyotikler olan imipenem ve seftazidimin, Pseudomonas
aeruginosa susglarindan lipopolisakkarit (LPS) salimmini inddkledigi ve
seftazidimle karsilagan kiitirlerde ise 10-40 kat daha fazla serbest
endotoksin salimmi oldugu saptanmistir(3). Bucklin ve ¢aligma grubu da

yayimlanan c¢aligmatarinda farkh antibiyotiklerin kullammi  sonucu.

HrA

endotoksin salimmini  incelemigler ve antibiyotik tedavisi sonucu
endotoksin  salinimintn  gram-negatif  bakterilerin  olugturduklar
enfeksivoniarin patogenezinde rol alabilecegini dne siirmuslerdir(1). Arditi
ve grubu da 1989 yilinda yayimlanan caligmalarinda, Haemophilus
influenzae menenjiti olan c¢ocuklarda serebrospinal sividaki endotoksin
seviyesine bakmiglar ve gram-negatif bakteri lizisinden sonra serbest LPS
ile diger bakteri bilesenlerinin, gram-negatif bakteri menenijitinin
patogenezine ve serebrospinal sivi tahribatina yardimeci olabilecegini ve
saflastininug H.influenzae endotoksininin doza bagh olarak siddetli



meningeal iltihaba ve kan-beyin bariyerinin bozulmasina neden oldugunu
rapor etmiglerdir(4).

Guniimize degin yapilan galigmalara bakildiginda gram-negatif
bakteri septisemisine neden olan mikroofganizmaiardan basta
Escherichia coli olmak Qzere enterobakteriler, H. influenzae ile
Pseudomonas aeruginosanin ve antibiyotiklerden de endotoksin
salinimina etkisi incelenmek (izere penisilin, moksalaktam, sefotaksim,
aminoglikozidierden kanamisin ile gentamisin, cesitli  kinolonlar ve
kloramfenikoliin ¢aligildii gdrilimiigtir(5-8). Ek olarak, son zamanlarda
sepsislerin tedavisinde sefuroksim, aztreonam, imipenem gibi beta-laktam
antibiyotiklerin yalniz bagina veya tobramisin gibi aminoglikozidlerle
kombine olarak kullaniidiyi ancak bunlarin endotoksin salinimini nas!
etkiledigi bilinmeden tatbik edildigi bildirilmistir(8).

Yukardaki bulgulardan yola ¢ikarak gram-negatif bakteri
enfeksiyonlannin  patogenezine agikhk getirmek ve gram-negatif
bakterilerin yol agtigi enfeksiyonlarda antibiyotik segimini etkileyecek
snemli bir etken olmaya aday olan endotoksin salimimini incelemek igin,
caligmamizda standart E.coli susu kullanilarak bakteri duvarina etkili -
laktam antibiyotiklerden ampisilin, sulbaktam-ampisilin ile Gglncd kugak
bir sefalosporin olan seftazidimin, endotoksin salinimina etkilerinin in-vitro
ve in-vivo olarak incelenmesi amagianmigtir.



KONU ILE iLGILI YAYINLAR VE GALISMALAR

Gram-negatif bakteri hlcresinin dig membrani prokaryotik
hiicrelere 6zel bir yapi olup, 700 daltondan blyuk molekiillerin hlicreye
gecisini duzenleyen bir elek fonksiyonu gérmektedir. Tipik ¢ift tabakali
lipid olan bu membran diger tam biyolojik membraniardan  lipid
kompozisyonu ve igerdigi proteinterin sayisi ile ayrilr. l¢ lipid tabakast,
normalde bakteri membranlarinda bulunan fosfolipidleri igerir, Dig tabaka
ise lipopolisakkarit (LPS) adi verilen ve hem hidrofobik hem de hidrofilik
uclan igerdigi igin amfipatik olarak isimlendirilen bir molekiliden olusur.
Toksik olmasi ve diger biyolojik ozellikleri nedeniyle bu moleklle
endotoksin adi verilmigtir. Sentez agamasi digindaki LPS molekilleri, dig
membramin dig tabakasinda bulunurlar ve asla dig membranin ic
tabakasina transfer olmazlar. Bu nedenle asimetrik bir yapiya sahip olan
bu membranin i¢ tabakasinda fosfolipidler ve dig tabakasinda da
fosfolipidlerin yerini alan LPS bulunur(10).

2.1. Endotoksinin Yapisi ve Gdrevleri

Gram-negatif bakteri hiicre duvarimin bir bilegeni olan LPS'nin
yapisi ige aynlir. Birinci bdlimG olugturan lipid A'nin uzun zincirli yag
asitlerinin baghi oldugu fosforillenmis glukozamin disakkarit Gnitelerden
olugan kompleks bir lipid oldugu gbruidr. Ikinci bsluminG merkezi bir kor
polisakkariti olusturur. Uglincd  bolimdndn ise genellikle dogrusal
trisakkaritler veya dallanmis tetra veya pentasakkaritler iceren tekrarlayan
anitelerden olustugu gorGlar.  Onddrt karbonlu bir yad asidi olan B-
Hydroxymyristic asit lipid A'da daima mevcut olup lipid A'nin bir 6zelligidir.
Diger yag asitieri ise fosfatlar Ustlindeki degigen gruplarla beraber bakteri
tarlerine gére farkliliklar gésterirler. Merkezi kor polisakkaridi, LPS iceren
tim Gram-negatif tlrlerde benzerlik gosterir, ancak her bakteri turl
tekrarlayan tek bir {inite icermektedir(10).
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Negatif yukli LPS molektilleri divalan katyonlaria kovalan oimayan
capraz baglarla baglidir. Bu dzellik, membrani stabilize ederken hidrofobik
molekiillere  kargi da bariyer olusmasini saglar. Divalan katyonlarin
selasyon yapan ajanlarla uzaklagtinimast veya polimiksinler veya
aminoglikozidler gibi polikatyonik antibiyotiklerle yer degigtimmeleri
sonucu, dis membran biyik hidrofobik molekdllere kargi gegirgen hale
gelir(10).

Hayvaniar icin ileri derecede toksik olan endotoksinler hilcre
ylizeyine sikica badlidir ve sadece hicreler lizise ugradifi zaman serbest
hale gegmektedir. Bu molekiil, lipid A ve polisakkarit kisimlarina ayrildigt
zaman toksisitesinin tamaminin lipid A kismi ile ilgili oldugu gérdimutstar.
Diger taraftan, polisakkarit kismi ise bakteri hilcresinin O-Antijeni olarak
adiandirilan baslica yizey antijenini olusturur. Antijenik dzelligi, hidrofilik
polisakkaritierden bir tabaka olusturarak bakteri hucresini ¢evreleyen
terminal tekrarlayan iiniteler tarafindan saglanir. Bu tabakanin gok sayida
farkh antijenik tip olugturma &zelligi vardir. Ornedin sadece Salmonelia’nin
1000'in Uzerinde antijenik sugu vardir(10,11).

Lipopolisakkarit sitoplazmik membranda sentezlenip son geklini
aldigi dig membrana hidrofobik badlarla baglanir ve burada birgok dig
membran proteininin fonksiyon gérmesi igin LPSnin varhi§ gereklidir. Tim
gram-negatif bakterilerin dig membraninda, degigen sayiiarda tekrarlayan
oligosakkarit Uniteleri iceren LPS bulunmaz. Neisseria meningitis,
N.gonorrhoea, Haemophilus influenzae, H.ducreyi gibi mukozal
ylzeylerde kolonize olan bakterilerin dig membran glikolipidleri daha kisa,
dallara ayrilmig glikanlar igerir. Daha kiglk olan bu glikolipidler, O-
Antijeni olmayan ve E.coli gibi enterik bakterilerin partikid koloni
mutantlart tarafindan sentezlenen R tipteki kolonilerin LPS yapilanyla
benzerlik goéstermektedir. Yapilari memeli hlcre membranlarindaki
glikosfingolipidiere benzer ve bunlar lipooligosakkarit (LOS) olarak
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isimlendirilir. Bu molekiiller tek bir sug igerisinde bile antijenik ve yapisal
farklilik gosterir. Onemli bir virlilans faktdri olan LOS'un diger bir zelligi
de tzerinde konak yapilarini taklit eden epitoplarin bulunmasidtr. Sayiian
bu Szeliikleri mikroorganizmalarin konagin immin cevabindan kagmasina
yardimci olmaktadir(11).

Lipopolisakkarit molekuiinin toksik &zelligini yansitan lipid A
kisminin  membrana bagh oldugu sirece dldUrOch  olmadig
bildiriimigtir(12). O yan zincirinin kendisi toksik olmamasina ragmen,
serbest LPS molekildniin sivi ortamdaki hidrofilik &zelligini cogaltarak
lipid A'min Sldarici etkisini artirdidi rapor edilmisgtir. Bagh LPS C yan
zincirinin ise, bazi antibiyotiklerin bakterilerin periplazmik mesafelerine
penefrasyonlarini inhibe ederek virlilansi artirdigi ve aymi zamanda
membrana bagll LPS'ye kompleman bagilanmasini inhibe ederek
bakteriyel lizisi azaltid gosterilmigtir(13).

Bakteriler kanda genelde digilk sayida bulunduklanndan ve
deneysel galigmalarda bakterilerin dolagimdan, retikiloendotelyal sistem
tarafindan hizla temizlendikleri gosterildiginden; ates, yaygin damar igi
koagllasyon, kompleman aktivasyonu, hipotansiyon ve $ok gibi
semptomlarin bakteriler tarafindan etrafa yayllan veya bakterinin lizisi
sonucu ortaya ¢ikan endotoksinden olusabilecegi diigiinGimustir(6,14).
Escherichia coli, Proteus vuigaris, Salmonella typhimurium, Neisseria
tarleri ile Pseudomonas aeruginosa gibi gram-negatif bakterilerin dreme
esnasinda dig membran fragmanlarini salgiladikiarl ve bu kiigUk membran
fragmantarinin bakteriler tarafindan ulagilamayan doku alanlarina penetre
olabildigi bildirilmigtir(15). Bu fragmanlarin, enfeksiyon sirasinda salinan
endotoksine, saflagtiriimig LPS'den daha gok benzedikleri gosteriimigtir.
Dig membran fragmanlarini etrafa yayabilen bakterilerin LPS igeriklerinin,
membraniar tam olan bakterilerin LPS igeriklerine nazaran, daha az
fosfolipid ve protein igerdikieri bildirilmigtir(16).



Gram-negatif bakteri dig membraninin baghca yapitagi olan
bakteriyel endotoksik LPS, sepsis sendromunun patogenezinde rol
oynayan baglica etkendir. Saflagtinimig LPS'nin deney hayvanlan veya
génilltlere verilmesi sonucu séptik soklu hastalarda goriilen 6n iltihabi
(proinflammatory) ve  patolojik cevaplarnn meydana  geldigi
gozlenmistir(17). In-vitro ve in-vivo galigmalar LPS'nin mononukleer
fagositlerie etkilesimi sonucu; Tumor Necrosis Factor (TNF), Interidkin 1
ve 6 (IL-1 ve IL-68), Interferon Gamma (Ifn-3), prostoglandin, 1dkotrien ve
Platelet Activating Factor (PAF) gibi gesitfi biyolojik aktif sitokinler ile,
iitihabi mediatérleri indikledigi ve salimimini sagladif) gosterilmisgtir(18).

2.2. p-Laktam Antibiyotikler

Bakteri hiicre duvarinin sentezi; transpeptidazlar,
karboksipeptidaziar ve endopeptidaziar gibi spesifik enzimler tarafindan
katalize edilir. Bu dazenleyici proteinlere penisilin baglayan proteinler
denir(PBP). Glnkii bunlara fB-laktam antibiyotikler bagtanr. Ureme
agamasinda olan bakteriler bu antibiyotiklerle karsilastiklan zaman,
antibiyotikler hiicre membranindaki PBP’lere baglanarak hucre
duvarindaki peptidoglikan tabakanin sentezini inhibe eder ve hicre
duvarini parcalayan otolitik enzimler ortama salinarak bakteri hiicresinin
alimi meydana gelir. Bu nedenlerle B-laktam antibiyotikier genellikle
bakterisid ajan olarak iglev gorirler. Beta-laktam antibiyotikler baglica 5
ana grupta toplarirtar. Bunlar; 1.Penisilinler, 2.Sefalosporinter,
3.Karbapenemler, 4. Monobaktamiar ve 5.p-laktamaz inhibitérieridir(19).

Penisilinler, giicl0 bakterisid etkileri yaninda toksisiteleri nisbeten
az olan ve sik kullanlan dogal veya yan sentetik antibiyotikierdir. lik
bulunan ve kisa araliklarla tibbi kullaniliga sunuimasi nedeniyle, halen en



hizh geligme gosteren antibiyotik grubunu olugtururlar. Sefalosporinier
penisilinlerle ayni etki mekanizmasina sahip olmalarinin yanisira daha
genis bir antibakteriyel spektruma sahiptirler. Ayrica buniar birgok f-
laktamaza direngli olup penisilinlere gére daha gelismis farmakokinetik
dzellikleri vardir. Diger PB-laktam antibiyotikierin biyokimyasal yapilari
penisilin ve sefalosporinlerden farkii olmasina ragmen antibakteriyel
aktiviteleri benzerlik gésterir. Karbapenemlerin aerobik ve anaerobik
Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karst aktivitesi gok ylksektir.
Monobaktamtar ise dar spektrumiu antibiyotikler olup Gram-negatif
gomaklara karg! etkilidirler. Beta-laktamaz inhibitorlerinin kendileri inaktif
olmalarina ragmen, bazi penisilinierle kombine olarak f-laktamaz Greten
bakterilerin neden olduklarn enfeksiyonlan tedavide etkindirler. Bu
gruptaki antibiyotikler, bakteriyel p-laktamaziara, dénlsimi olmayan bir
sekilde bagtanarak onlan inaktive ederfer. Kombine olduklart antibiyotikle
bakteriye girdikien sonra bakteri hicre duvarn sentezini inhibe
ederler(19,20).

2.3. Serbest Endotoksin

Endotoksin teriminin, her gram-negatif bakteri hlcresinde bulunan
ve aktivitesi hticrenin lizisine bagh bir yapiy: tarifledigi, ancak bu tarifin
cesitli nedenlerle yetersiz kaldidi bildirilmigtir. Limulus amebocyte lysate
(LAL) deneyi ile digillen endotoksin duzeyinin, logaritmik Greme fazindaki
bakteri yogunlugu ile paralellik gosterdigi ve hiicreye bagli olmayan
endotoksinin kendiliginden ve hiicre lizisine bagl olmaksizin gergeklestigi
one siriilmistir(21). Gram-negatif bakterilerin lizis olmaksizin
endotoksin salgilamasinin, ¢evre kosullarinin ve protein sentezi
inhibisyonu yolu ile etki gdsteren antibiyotiklerin etkisi gibi gesitli
faktoriere bagl oldugu rapor edilmigtir(22). Antibiyotigin etkisini takiben



LPS salimminin, p-laktam antibiyotikler gibi direkt olarak hdcre duvarini
etkileyen antibiyotiklerle sinirlt  olmadi§i  belirtilmigtir(2). Ornegin
kloramfenikol gibi protein sentezi inhibitérlerinin LPS salinimini artirdigi
ve bunun da muhtemelen kloramfenikolin LPS aretimini kontrol eden
mekanizmalar Uzerindeki etkisi sonucu gergeklestigi bildiriimigtir(22).
Endotoksin bakteri hiicre duvarinda endojen bulundujundan, hassas
teknikler kullanarak yapilan galigmalar neticesinde bunun, hiicre duvarina
sabitlenmedigi ve hiicreden fosfolipid igeren membran kompleksleri,
protein ve LPS sgeklinde salindidi sonucuna varimigtir. Bakteri
hiicresindeki endotoksinin lizis olmaksizin salimmi, ortamda niikleik asit
ve diger hicre i¢i markerlann saptanamamasi ile izah edilmektedir(21).
Endotoksin  serbestiegmesinin  gesitli gram-negatif  bakterilerden
gerceklestigi in-vitro ve in-vivo olarak gésterilmistir(15,21,23). Neisseria
meningitidis farkli suglarinin hiicre ylizeyinde, membran parcalarn ve
veziktller gosterilmigtir. Bunun, bazi suglarin kendiliklerinden endotoksin
salgiiayabildiklerini gdstermesine ek olabileceyi ifade edilmigtir(24).

2.4. Antibiyotik Kuillanimt Sonucu Endotoksin Salinimi
2.4.1. in-Vitro Gahgmalar

Andersen ve Solberg, 1980 yilinda yayimlanan galigmalanyla
Neisseria meningitidisin endotoksin salgilayan iki ve salgilamayan bir
susunu incelemislerdir. Benzilpenisilin ve kloramfenikolin Minimal
inhibitér konsantrasyon (MIC) ve 100XMIC duzeylerindeki etkisini,
kimyasal, proteinsiz bir ortamda aragtirmiglardir.  Meningokoklar
tizerindeki en hizl etkiyi benzilpenisilinin en yliksek dozu sadlarmig, ancak
20 saat sonra kullanilan her iki penisilin konsantrasyonunun antibakteriyel
etkisinin ayni oldugu goriilmigtir. Kioramfenikolin antibakteriyel etkisinin
ise ¢ok daha yavas olduju gdzlenmigtir. En ylksek doz penisilin
kullanildiinda, antibakteriyellerin kullanimindan 2 saat sonra ortamda



endotoksin salgilayan suslardaki fiitre edilebilir endotoksin miktarinda
artig oldugu ve ayni dénemde ani bir hiicre &limindn gergeklestigi
saptanmigtir. Antibakteriyeller ile muamele edildikten 20 saat sonra,
dusiik ve yiiksek dozda penisilin ile kargilagtiriimis endotoksin salgilayan
suglarda kontrollere ve kioramfenikolle kargitagtinimig kiltirlere gore filtre
edilebilir endotoksin igeriginde bir azaima gdsterilmigtir. Antibakteriyeller
ile muamelenin, kiltirdeki total endotoksin miktan Gzerindeki etkisinin
antibakteriyeller ile muamele edilmemis kontrollere gére minimal oldugu
veya hic olmadigi rapor edilmigti. Sonug olarak, meningokoklartn
kioramfenikol ile kargilastinimalanindan 20 saat sonra gorllen yiksek
endotoksin saliniminin, penisilin gibi peptidoglikan olugumunu bozmadigs
ve endotoksini absorbe etmedigi igin, ortama sirekli endotoksin saltnimi
sonucunda olugtudu bildirilmigtir(22).

Connell ve Cohen, siprofloksasinin, bir E.coli sugunun
bakteriyolizisine ve kiiltir ortamina ani bir endotoksin saknimina neden
oldugunu saptadiklan galigmadan yola gikarak, E.coli H68 lizerinde diger
kinolonlarin etkilerini incelemiglerdir. Endotoksini kromojenik LAL (CLAL)
testi ile olgerek kinolon antibiyotiklerden enoksasin, ofloksasin,
perfloksasin, norfioksasin ve siprofioksasini caligmiglar ve kiitirierin
kinolonlarla kargilagtirimalar sonunda endotoksin saliniminin kontrollere
gore onemli oranda ylksek oldujunu ve bunun kinolon sinifi
antibiyotiklerin ortak bir ozelligi olabilecegini belirtmiglerdir(25,26).
Dofferhoff ve grubu da 1991 yilinda yayimlanan aragtirmalannda,
E.coli'nin 25922 susuna kargt farkh gruplardaki antibiyotikleri tek tek veya
kombine kullanarak 4 saatlik bir zaman siirecinde in-vitro ve in-vivo total
ve serbest endotoksin salmmini ¢alismiglar ve antibiyotiklerin canlt
bakteri sayisi ile morfolojisine etkisini incelemiglerdir(8).

Mattsby-Baltzer ve grubu 1991 yiinda yayimlanan makalelerinde
gram-negatif bakteri LPS'sinin endotoksin aktivitelerini CLAL testi ile
aragtirmiglardir. Oniki farkli E.coli ve Salmonella typhimurium susu



kullanilan bu galigmada, farkl:i hicre yiizeyi yapilar gosteren bakteri
hilcreleri kargilagtirildiginda, en yOksek limulus aktivitesinin E.coli'nin R
suglaninda ve S. typhimurium’un mutantlarinda bulundugu saptanmigtir. K
antijeni igeren E.coli suglarinin igermeyenlerden farkli olmadigi
bulunmugtur. Beta-hydroxymyristic asidin dlgimU sayesinde Dbakteri
hiicrelerine bagh LPS, kiltir ortamina dékiimils LPS ve saflagtinimig
LPS miktarlarinin, CLAL aktivitelerine bakarak kargilagtiriimalarnnin
mimkiin oldugu gdsteriimistic. Sonugta, cesitli durumlarda endotoksin
miktarini  saptamada uygun standartlarnin &nemi ve E.coli ile S.
typhimurium bakterilerinin, bulundugu ortama Greme esnasinda dnemli
miktarlarda endotoksin biraktig) vurgulanmig, ayrica LPS'nin bu geklinin
hiicreye bagll veya saflagtininug LPS'den daha CLAL aktif oldugu rapor
edilmigtir(8).

Jackson ve Kropp, 1992 ytihinda yayimlanan gahigmalarinda, PBP-2
icin spesifik imipenem ile, PBP-3 igin spesifik seftazidimin,
Pseudomonas aeruginosa'nin diiz ve pirttkli  LPS mutant izolatlarina
kargi gobreceli olarak in-vitro LPS saltnimimi incelemiglerdir. E.coli’'nin
bilinen dozlarda fareler igin 8ldiriictl etkisinin in-vitro deney sonuglariyla
paralellik gosterdigi saptanmigtir. Seftazidimin MIC alti dizeydeki
miktarlarinin nemli oranda bakteriyel lizis olmaksizin filamentasyona ve
LPS salinimina neden olduju gozlenmigtir. Salinan endotoksin
miktarlarinin, saftazidimin sadece inhibitdr konsantrasyonlardaki miktarina
denk gelmedigini (6r. 1, 2 ve 50 MIC degerlerinde) ancak imipenemin 100
MIC  degerlerinde de serbestlesen LPS dizeylerini énemli oranda
agtigini bildirmiglerdir. imipenemin MIC alti duzeylerde goreceli olarak
disik miktarlarda serbest LPS serbestlestirdigini, ancak 2 saat sonunda
saftazidime gore koloni sayimlanm yaklagik 2 log oranindan fazla
dustrdigtnt gbzlemiglerdir. Sonugta, seftazidim tarafindan indiiklenen
filamentasyon neticesinde, fitamentéz olmayan ve hizl lizise ugratan
imipeneme gore, daha fazla miktartarda biyoreaktif LPS'nin serbestiestigt
rapor edilmistir(3).
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Evans ve Pollack, 1993 yihnda Journal of Infectious Disease
dergisinde yayimianan galigmalarinda, farkhi siniflardan 6 antibiyotigin,
E.coli Uzerindeki LPS serbestlestirme etkisini incelemiglerdir(27).
Antibiyotik konsantrasyonlannin 0.0625-512ug/ml arasinda degistigi bu
caligmada LPS serbestiegmesinin, bakterilerin gogunun veya gojuna
yakin bir miktarimin 8ldugi bir konsantrasyonda ve kultanilan antibiyotik
konsantrasyonunun  bir islevi olarak gergeklestigi  belirtilmigtir.
Bakterilerden LPS serbestiegmesinin mekanizmasi agia kavustugu
takdirde, LPS veya diger toksik maddelerin digan gikmasi engellenerek
dlduriimesini saglayacak yeni antibiyotiklerin geligtirilmesinin mimkan
olabilecedi 6ne surilmektedir(27). Diger bir galigmada, Bucklin ve grubu,
E.coli'nin logaritmik faza getiriimis kdlturlerinin hicre duvarina etkili
antibiyotiklerle karsilagtinimasi sonunda, LPS'nin imminolojik olarak
reaktif lipid A epitoplarinin gittikge artan bir derecede ag¢iga ciktigr ve
¢bzinlr LPS'nin kilitur sipernatanlarina serbestlestigini rapor etmiglerdir.
Caligmada hiicre duvarina etkili 2 antibiyotik olan seftazidimle imipenemin
goreceli olarak LPS serbestlegmesine etkilerinin kalitatif olmayip, kantitatif
oldugu belirtilmigti. Bu antibiyotiklerden seftazidimin Snemli derecede
LPS serbestlesmesine neden oldugu bildirilmigtir. Farelerde bakteriyemi
olusturuimas: sonucu uygulanan bu antibiyotigin yUksek derecede
koruyuculuk sagladigy gdzlenmigtir. Bu ydnde yapilan tim calismalann
gram-negatif mikroorganizmalarin  antibiyotiklerle kargtlagtiriimalar
sonucu endotoksin serbestlestiriimesinin, bu organizmalarin yol agtdi
enfeksiyonlarin patogenezinin aydinlatiimasina  yardimel olacag {mit
edilmektedir(1).
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2.4.2. in-Vivo ve Klinik Galigmalar
Hayvan Galigmalan

Gram-negatif bakieriyel sepsisin tedavisi sirasinda bakteri
hiicrelerinden endotoksin saliniminin kinetigini incelemek igin Shenep ve
Mogan tarafindan gergeklestirilen bir g¢aligmada E.coli sepsisi
olugturuimug ve antibiyotik veya plasebo ile tedavi goren tavsanlardan
alinan seri kan orneklerinde canh bakteri sayimi, serbest ve total
endotoksin miktari incelenmigtir(7). Plasebo ile tedavi edilen
hayvanlardaki serbest endotoksin miktarimin, bakteriyemi dizeyiyle
orantill olarak ylikseldigi fakat antibiyotik ile tedavi géren hayvanlarda
azalan bakteriyemi dlzeyine kargin, serbest endotoksinin plazma
duzeylerinin  10-2000 kat arhg gosterdigi gdzlenmigtir. Antibiyotik
tedavisini takiben plazmada gorilen serbest endotoksinin, kismen
dolagimdaki bakterilerin yikimindan kismen de kan digindaki dokularda
bakterilerin pargalanmasindan meydana geldigi dne sOrlimustir. Sonug
olarak, in-vivo antibiyotik kulianimini takiben bakteri hilcrelerinden nemili
miktarlarda endotoksin sahndii gosteriimigtir. Bu sonugla paralel olarak,
dolagimdaki serbest endotoksinin konak dokularinda hlcreye baglhi
endotoksine gbre daha fazla etkiye sahip oldugu bildirilmigtir. Ayni
afastmnacﬂar E.coli tarafindan deneysel sepsis olugturulan bir bagka in-
vivo galigmada cesitli antibiyotik siniflannin, endotoksin salinim hizina
etkilerini incelemiglerdir(8). Antibiyotik olarak kloramfenikol, gentamisin
ve moksalaktam kullandiklari galigmada tavganiardan seri kan drnekleri
almiglar ve canli bakteri sayimlarini, serbest ve total endotoksin
miktarlanini kargtlagtirmiglardir. Kioramfenikol ile tedavi géren tavsanlarda
serbest endotoksin geometrik ortalama duzeylerinin, bakteriyeminin
geometrik ortalamalar ile orantili olduju ve adi gegen antibiyotidin
kullantmi sonucu endotoksin salimmt olmadid bildirilmigtir. Buna kargin,
gentamisin veya moksalaktam kullammi sonucu serbest endotoksin
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dizeyinde ani bir yiikselig gorulirken bakteriyemi dizeyinde azalma
saptanmistir. Bakteri Sldtirme oranlarinin benzerlik gbstermesine ragmen,
moksalaktamia tedavi goéren tavsanlarda serbest endotoksin ortalama
duzeylerinin gentamisinie tedavi géren tavsaniardaki endotoksin
duzeylerine gére 20 kat daha fazla oldufu gésterilmigtir. Sonug olarak,
tedavi sirastnda gézlenen endotoksin sahniminin antibiyotik sinifina bagl
oldugu ve 8len bakterilerin sayisiyla orantili olmadig bildiriimigtir(3).

Klinik Cahsmalar

Gram-negatif bakteriyel sepsisi olan bazi hastalarda in-vitro, etken
organizmaya kargi &nemli derecede etkin olan antibiyotikier
kullanilmasina ragmen, klinik durumlannin kétilye gitmesinin nedenleri
arasinda, antibiyotik tarafindan bakteri hcrelerinin lizise ugramasi
sonucu endotoksin ve diger bakteriyel toksinlerin konak hiicrelerine
verdigi zarar olabilecegi dUstndimistar. Bu hipotezi dogrulayan
caligmalara bakildijinda, deneysel yolla enfekte edilen hayvanlardaki
endotoksinin etkili antibiyotik tedavisi _sonunda plazma seviyelerinin
sadece ayni diizeyde kalmayip artis gosterdigi rapor edilmigtir. Ancak
klinik caligmalarin yetersiz oldugu goérigiinden yola gikarak, Shenep ve
calisma grubu 1988 yilinda gram-negatif sepsisli hastalarda yaptiklart
kiinik ¢aligmada, ilk doz antibiyotik verilmeden hemen once plazma
endotoksin diizeyini ve bakteriyemiyi digmusler ve bakteri hicre lizisini
incelemek igin hiicreye badll ve serbest endotoksin duizeylerini ayn ayri
aragtirmigtardir(S).

Arditi ve grubu tarafindan gergekiestirilen bir caligmada,
Haemophilus influenzae menejiti olan 22 gocugun BOS'daki total, serbest,
bagl endotoksin ve bakteriyel yogunluk &lghimusgtar. Ayn zamanda, 8
hastanin BOS'daki endotoksin dlizeyine seftriaksonun etkisi, baglangig
dozundan 2-6 saat sonra Slgllerek incelenmis ve baglangigtaki BOS
bakteriye! yoguniuk ile BOS endotoksin dizeyleri arasinda bir korelasyon
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saptanmistir. Seftriaksonun BOS'da 8nemli oranda serbest endotoksin
artigini indikledigi ve bu artigin BOS'da 6l bakteri sayisiyla pozitif bir
iligki gosterdigi belirtilmisgtir. Serbest endotoksin miktanndaki bu artigin,
BOS'daki laktat, LDH ve glukoz dlzeyindeki artigla iligkili oldugu
gosteriimigtir. Bu bulgulann giinda aragtirmacilar, yiksek derecede
bakterisidal antibiyotiklerin; baglangigta gram-negatif organizmalardan
BOS'a serbest endotoksin salinmasina yol actij ve bunun da konaktaki
artan iltihabi cevabi gelistirebilecedi sonucuna varmiglardir(4),

2.5. Endotoksin Saptamada Kullanilan Yontemier

Endotoksin tayini icin 20'den fazla test olduju, ancak bunlarin
arasinda yiksek duyarliikta endotoksin miktarimi saptayabilmesi, biyolojik
aktif komponent olan lipid A ile reaksiyona girebiimesi ve iglemin géreceli
olarak kolaylig nedeniyle LAL deneyinin en ¢ok tercih edilen metod
oldugu Hurley tarafindan ileri sGrtiimastiin(28).

2.5.1. LAL Deneyi

Deniz suyundaki vibrio turleri endotoksininin, horseshoe crab
(Limulus polyphemus) igin patolojik olduju ve Olimcil damar ici
koagllasyona yol agtiinin belirlenmesinden sonra, bu koagulasyonun,
yengecin kan hicrelerinin pthtilagan bir proteininin enzimatik gevrimine
neden olan endotoksin tarafindan baglatiimig reaksiyonun sonucu oldugu
bildirilmistir. Bu biyolojik ajanin, teghise y6nelik bir potansiyeli oldugu
anlasildiktan sonra ozellikleri agida kavusturuimustur. En  Gnemii
dzelliginin endotoksinin, varligina karg1 amebocyte lysatinin ileri derecede
duyarhiligi olduju one siriimls ve LAL deneyinin G¢ ayn sekilde
yapilabilecedi gésterilmistir. Bunlann jel pihtilagimasi LAL deneyi,
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koagulojen LAL deneyi ve kromojenik LAL deneyi oldugu
bildirilmigtir(28,29). '

LAL Deneyinin Ozgiilliigii

LAL Deneyinin Ozgiilliga ile ilgili olarak birbiriyle geligen raporiar
oldugu ve baziarinda mantariann hiicre duvar ‘t‘]rijnleriyle, gram-pozitif
bakterilerle ve polintkleotidlerle reaksiyona girdigi iler siiriimugtar. Ancak
LAL deneyinin ileri derecedeki &zgolligundn zihinleri kangtirdiim ve
érnedin Candida albicans’in bir bdlimuniin LAL deneyi ile pozitif sonuglar
verme nedeninin, mikrobiyal Greme ortaminin sonradan endotoksinie
kontaminasyonu sonucu, bahsedilen pozitifligi olusturdugu rapor
edilmigtir. Genel olarak sadece LAL'in, LPS'nin mililitrede pikogram
duzeyi kadar duslk duzeylerde oldugunda dahi pozitif sonug verebilecegi
belirtilmigtir. Diger mikrobiyal Griinlerie reaksiyona girmesi s6z konusu
olunca, 8rnedin gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarlanndan elde edilmis
peptidoglikan veya (1-3) p-D-glukanlarin reaksiyona girebilmeleri igin,
endotoksin saptanmasinda gerekli konsantrasyonun 1000-400.000 katt
oimasi gerektigine isaret edilmigtir. Ayni gekilde, peptidoglikanin %
0.00025 endotoksin ile kontaminasyonu sonucu pozitif LAL sonucunun
cikabilecedi, ancak bu ihtimalin ortadan kaldinimasinin zor oldugu
bildirilmigtir(28).

2.6. Anti-Endotoksin Tedavi Yéntemleri

Endotoksinin sepsis tedavisinde dnemli bir hedef oldugu ve
cahgmalarin  bu  konuda  yoJunlaghd:  bildirilmigtin.  Sepsisin
mekanizmasinda, endotoksin en kuvvetli ve en genig spekirumiu uyaran
olup sepsisin hem baglatimasinda hem de olugsumunda yer aldig
belirtilmigtir.
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Sepsis ve gram-negatif bakteriyemi hastalarinda antibiyotik
tedavisine ek olarak endotoksine kargi monoklional antikorlarin
kultamminin etkili olabilecegi ileri siriimis ancak korumada etkili olan
mekanizmanin endotoksin aktivitesini nétralize edici etkisinden mi yoksa
kismi antibakteriyel etkidenmi oldugu anlagilamamigtir. Hayvan
caligmalarindaki anti-endotoksin imminoterapi koruyucu etkisinin segilen
organizmaya, doza, zaman ve antikor verilim hizina ve ek olarak da
antibiyotik tedavisine bagh oldugu belirtilmigtir.

Insanlarda yapilan tedaviye yénelik gahgmalardan saghikh sonug
alinabilmesi igin  ylizlerce hastanin dahil edildi§i ¢aligmalar
planianmasinin gereklilijine igaret edilmis ve bunun nedeninin gram-
negatif bakteri sepsisinin ve verilecek tedavinin karmagikhig oldugu
bildirilmigtir(28).
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GEREGC VE YONTEM
3.1. Bakteriler:

Deneylerde standart E.coli sugu (ATCC 25822) kullanildi. Stoktan
alimp kanh agara ekildi ve 37°C'de 1 gece slreyle inkilbe edildi.
Inkitbasyon sonunda 5mi Mueller Hinton buyyon (MHB) iceren steril cam
tuplere tek koloni inoktle edildikten sonra 4-6 saat streyle 37°C'de inkibe
edilerek logaritmik ireme fazina getirildi. Ayni zamanda E.coli sugunun
dogrulanmas! igin IMVIC testi ve ek olarak API 20E testi yapildi ve
kuttanilan standart sugun E.coli oldugu bir kez daha dogrulandi.

Logaritmik (reme fazina getirilen buyondaki bakteriler 0.5
McFarland’a ve bundan 100 kez dilie edilerek konsantrasyonu 10°
CFU/ml'ye ayarlandi. Her seferinde daha saglkh 0.5 McFariand bulanikhk
tipt hazirlayabilmek igin spektrofotometrede 530 nm dalga boyundaki
optik dansitesi 0.08 olarak belirlendi. Daha sonra tlim deneylerde, 0.5
McFarland'a ayarlamak igin logaritmik Ureme fazina getirilen E.coli'nin
miktari baglangigta kalibre edilen spektrofotometrede belirlenen optik
dansiteye ayarlandi ve her deneyde uygun miktarda MHB le
sulandirilarak 5X10° CFU/ml'ye dugaralda.

3.2. Antibiyotikler:

Caligiimas: planianan hilcre duvarina etkili antibiyotiklerden;
ampisilin, sulbaktam-ampisilin ve seftazidimin E.coli igin MIC (Minimum
inhibitsr Konsantrasyon) deJerieri Agar Dilisyon ve Tip Dilisyon
(Makro) ybntemleri ile saptandi. Ampisilin icin MIC degeri 2ug/mt,
sulbaktam-ampisilin igin MIC degeri 2ug/mi ve seftazidim jgin de 0.125
pg/ml olarak bulundu. Her deney kontrolld olarak ve en az 2'ger kez
tekrartands ve literatlr bilgilerine uyguniugu saptandi(30).
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3.3. in-Vitro Endotoksin Gahgmasi

Cahgilan her antibiyotik igin 50XMIC dizeyindeki serbest ve total
endotoksin salintminin incelenmesi amagclandi(9). Ampisilin ve sulbaktam-
ampisilinin MIC degerieri ayni giktigi igin her ikisinin de SOMIC degerleri
100ug/ml olacak gekilde ayarlandi. lkiser adet endotoksin icermeyen steril
cam tape 3.5 ml MHB, 10° CFU/ml'ye ayarfanmig 3.5 mi bakteri ile 3.5 m
istenen konsantrasyonun 2 misli antibiyotik konarak bakteri sayisi 5X10°
CFU/ml'ye ve antibiyotik de 50MIC'e ayariandi. Kontral tlplerine ise
antibiyotik yerine 3.5 ml MHB eklendi. Her deney dublike galigildi. Daha
sonra her ttpten 1'er ml alindi ve 0.45 um’lik filtreden gegirilerek serbest
endotoksin miktarim saptamak igin steril ependorf tiiplere konarak -
70°C'de donduruldu. Total endotoksin miktanini saptamak igin, alinan
1T'er mllik drnekler filtre ediimeden tliplere kondu ve -70°C’de sakland..
Bakteri sayimi igin tiplerden ahnan 50pl'lik rnekler seri sutandirimiar
yaptidiktan sonra kanli agar igeren petri kutularina dublike olarak 50ul'lik
ekimler vapildh ve bir gecelik inkiibasyondan sonra canh sayimiar
gergeklestirildi. Ayni iglemler 1., 2. ve 4. saatlerde tekrartandi. Seftazidim
igin MIC degeri 6.25 pg/ml olarak ayarlandi ve yukanda anlatilan islemler
aynen tekrarlandi. Literatiirdeki bilgiler 1gi§inda toplanan tim Srnekler
endotoksin tayinine kadar -70°C’de saklandi.

3.4. in-Vivo Endotoksin Salimm Galigmasi

Farelerde E.coli bakteriyemisi olup olmadig test edildi ve yapilan
én galigmalar sonucu farelerde bakteriyemi olugmasi igin 0.5 ml serum
fizyolojik iginde 10° CFU/mi E.coli'nin intraperitoneal yolla verilmesinin
gerekli oldugu saptandi. Farelere saptanan miktarda bakteri verildikten
sonra 3 gln sdreyle izlendi ve bakteriyemi nedeniyle dlim olmadig
gbrildd. Farelerdeki bakteri diizeyinin, in-vitro caligmada baglangigta
verilen 5X10° CFU/m! duizeyine inmesi igin gerekii siirenin 2 saat oldugu
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saptand:. Bu nedenle farelere antibiyotik veriimeden 2 saat dnce 0.5 mi
serum fizyolojik iginde 10® CFU/ml E.coli verildi. Yapilan bioassayler
sonucuna gore, farelerin plazmasinda antibiyotiklerin 50MIC dlzeye
uiagabilmeleri igin 18600 pg/ml ampisilin, 9600 pg/mi sulbaktam-ampisilin
ve 1800 pg/m! seftazidimin verilmesi gerektigi saptandt. Her antibiyotik
grubu igin fareler 4°li gruplara ayrnildi ve her birine saptanan miktarlarda
antibiyotik 0.2 ml serum fizyolojik iginde intraperitoneal yolla enjekte edildi
ve 3 gin sureyle izlendi. Ug gun sonunda farelerin dimedikleri
goriidiikten sonra deneylere gegildi. Her deneyde ampisilin grubu igin 16,
sulbaktam-ampisilin grubu igin 16, seftazidim grubu igin 16 ve kontrot
grubu igin de 16 adet olmak Uzere toplam 64 adet fare kullanitdi. Deneyler
2 kez yapildi ve agiriklan 20-25 gram arasinda degigen, 6-10 haftalik,
outbred, disi Swiss Albino fareler segildi (31,32).  On galigmalar ve
esas deneyler igin toplam 162 fare kullaniimis oldu.

Her antibiyotik igin 16 fareye 10® CFU/ml E.coli 0.5 ml serum
fizyolojik hacim iginde verildi ve ardindan 0. saat igin 4 farenin kalbinden
0.6-1’er ml kan alinarak 50 Unite prezervatifsiz heparin igeren apirojenik
tiiplere konuldu ve hemen buz Ustiine yerlestirildi(33). Kalan 12 fare 1., 2.
ve 4. saatler igin kullanildi. Taplerden alinan 50’ser pl'lik drneklerden seri
sulandinmiar hazirlanarak kanli agar igeren petri kutularina 50°ser pflik
ekimler yapildi ve 37°C'de bir gecelik inkiibasyondan sonra canli sayimiar
gergeklestirildi.

3.5. Serbest ve Bagli Endotoksinin Aynimasi

Her kan 8rnedinden alman 1'er ml'lik alikotiar 1000g'de 10 dakika
siireyle santrifuj edilerek elde edilen plazma 0.45pm’lik fitreden gegirildi
ve serbest endotoksin ayrildi. Filtre edilmig plazma 1:3 oraninda
apirojenik su ile dillie edilip 100°C'de 10 dakika sireyle tutulduktan sonra
plazmadaki LAL inhibitri inaktive edildi(7). Diger 1ml'lik alikot ise buz
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ustinde tutularak eritrositlerin gdkmesi saglandi ve kalan plazma toptand.
Trombositten zengin bu plazma hem serbest hem de total endotoksin
icermekteydi. Plazma 1:3 oraninda apirojenik su ile sulandinldiktan sonra
75°C'de 5 dakika slreyle tutuldu her iki érmek de kullanilana kadar -
70°C'de sakland..

3.6. Kromojenik LAL Deneyi

Plazma ve besiyerindeki endotoksin dizeyleri kromojenik LAL
deneyi ile ve Uretici firmanin (Sigma) tarifine uygun olarak gerceklestirildi.
Kitin igerdigi sulandinm sivisi ile dilisyonlar hazirland. Once, 20000 Gnite
standart endotoksin (E.coli0.55:B5 lipopolysaccharide) igeren gigeye
tarifine uygun olarak 5ml endotoksinsiz su eklenerek vorteksiendi. 4000
EU/ml standart endotoksin elde edildikten sonra kullanilana kadar
buzdolabinda bekletildi ve ayni gtin kullanild.

Ondért tane tip alinarak standart endotoksinin aprojenik su ile 400;
40; 4; 2; 1; 0.75; 0.50; 0.25; 0.15; 0.10; 0.08; 0.05; 0.02; 0.01EU/mI
sulandinimlarn hazirlandi. Her bir tipten 90ul alinarak baska tiplere
aktariidi. Sonra (izerlerine normal fare plazmasi (10ul) eklendi. Hazirianan
bu kangimin her birinden U tabanh, steril mikrotitrasyon plaklarina 50'ser
! aktarildi.

Dondurularak saklanmig olan ornekler eritildikten sonra 50'ser pl
ayni mikrotitrasyon plaklarina kondu ve 37° C'de 5 dakika inkiibe edildi.
Sonra hepsine 50ul E-toxate sollisyonu eklendi. 37° C'de 16 dakika
bekletildi. Inkibasyondan sonra her bir gukura 1:1 oraninda tris bufferia
karigtinlarak hazirlanan kromojenik substrat (N-Acetyl-lle-Glu-Ala-Arg-p-
nitroanilide, Sigma Catalogue # A0180) soliisyonundan 100%er p eklendi.
37° C'de 8-10 dakika bekletilerek standart endotoksin sulandinmiarindaki
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kademsli sarl renk olusumu gerceklestikten sonra 40pl %501k asetik asit
ite reaksiyon durduruldu(34).

Daha sonra 405nm dalga boyundaki spektrofotometrede renk
absorbanst olclildld. Once standart endotoksin sulandinmlarindan elde
edilen standart egri cikarildi. Eldeki &rnekler sonra bu edriye gére
hesaplandi(Sekil 3.1). Standartlann altindaki ve Gstlindeki degerler igin
formal kullamilarak endatoksin degerleri hesaplandi. Spektrofotometrenin
saptadii  standart egrinin giziminde cihazin verdigi degderler temel
alinarak (A = 0.344, B = 0.151) asagidaki formillden hesaplamalar
yaptide.

y = Ax + B (y: optik dansite, x: endotoksin konsantrasyonu)

STANDART EGRI

—
moom

ABSORBANS
& -

4

o : : + . - F ¢
145 278 800 755 1000 2000 4000 6000 8000

KONSANTRASYOMEL/m )

Sekil 3.1. Endotoksin diizeyinin hesaplanmasinda kullanilan standart kalibrasyon

3.7. istatistik Ydntemi

Endotoksin konsantrasyonlarn ve canti sayimiaria ilgili bulgular Cift
Y&nii Varyans Analizi ve Mann U Whitney testi ile analiz edildi. Sonuglar,
bulunan ortalama degerler ile bunlann standart hatalan olarak ifade
edildi(35).
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BULGULAR

4.1. in-Vitro Caligma

4.1.1. Bakteri Canli Sayim Sonuglan: Ampisilin, suibaktam-
ampisilin ve seftazidimle karsilagtinimig E.coli ATCC 25922 standart
susunun 0., 1., 2. ve 4. saatierdeki canh sayimlari dnemli derecede
diisusler gtsterdi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Standart E.coli’nin in-vitro gartiarda 50MIC diizeyinde ampisilin, sulbaktam-
ampisilin ve seftazidimle kargilagmasi sonucu 4 saat iginde olusan bakteri

dizeyleri (CFU/mi).
Ampisilin SAM* Seftazidim Kontrol
0. Saat 2.3X10° 3.8X10° 2.7X10° 3.9X10°
1. Saat 1.6X10° 1.1X10° 2.0X10° 2.9X108
2. Saat 0.2x10° 1.2X10? 6.0x10° 1.6X107
4. Saat 1.0X10° 0.8X10° 2.9X10° 2.3X10°

SAM:Sulbaktam-ampisilin

MIC testinde kullanilan bakteri sayisinin 3.9X10° CFU/mt oldugu
bulundu. Bakterilerin 100°C'de 10 dakika isitilmalar sonucunda tim
bakterilerin  6lduglu  saptandi. Birinci saat sonunda ampisilinle |
kargilastirilan bakteri sayisinda yaklagik 144 kat ve sulbaktam-ampisilinle .
kargilagtirilan bakteri sayisinda yaklagtk 345 kat dislg saptanirken
seftazidimle kargilagtinlan kitttrlerde bu diglsln yaklagik 1.5 kat oldugu
gdziendi. Birinci saatteki en dramatik disligin sulbaktam-ampisilinie
kargilagtirian kilturlerde gergeklestigi gorilda. lkinci saatte ampisifinle
kargilagtinlan bakteri sayisinda birinci saate gbre yaklagik 8 Kkat,
sulbaktam-ampisilinde 9 kat ve seftazidimde yaklaglk 33 kat disds
gérild(. Dért saatlik stre sonunda ampisilinie kargiagtinlan kilttrlerde
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sifinnct saate gore 230 kat , sulbaktam-ampisilinle kargitagtinianlarda
bakteri sayisinda 4750 kat digus goraldd. Seftazidimle kargilagtinian
bakteri sayisinda ise sadece 93 kat dlgls gbzlendi. Sonug olarak,
ortalamalar incelendiginde en ¢ok sulbaktam-ampisilinin, daha sonra
ampisilinin, en distk oranda da seftazidimin bakteri sayisin diglrme
yetenegine sahip oldugu gdézlendi. Bu bulgulann istatistiksel analizi
sonucunda kullanilan 3 antibiyotik arasindaki farkin anlamh oldugu
saptandi (F=75.58, p=0.00). Antibiyatiklerin 0,1,2 ve 4. saat dilimlerindeki
dasusleri arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli oidugu (F=31.3,
p=0.00) ve zamanlar arasindaki degisimin de istatistiksel olarak anlamh
bulundugu saptandi (Sekil 4.1). Bu sekilde E, Exponential’in kisaltdmigi
olup 10 {izeri anlamina geimektedir. Qrnegin, 1,00E+02=1X10%=100"dr.

iN-VITRO CANLI SAYIMLAR

1,00E+10 1
100E+08 +
1 00E+08
1,0CE+04 T
100E+02 +
100E+Q0

CANLI SAYIMLAR
{CFU/mi)

o % 2 3 4 5
ZAMAN(SAAT)

Sekil 4.1.Standart E.coil’nin in-vitro sartlarda S50MIC dizeyinde ampisilin,
sutbaktam-ampisilin ve seftazidim ile kargilagmasi sonucu 4 saat iginde olusan
bakteri cani  sayimlarinin kargitagtirmatt grafigi (CFU/mt).

Kontrol kiiltirierinde ise 1. saat sonunda yaklagik 8 kat artig
saptanirken bu artigin 2. saatte 1. saate gore yaklagik 6 kat ve 4. saatte Q.
saate gbre 6000 kat arttg gorldugd saptandi. Kontrol kiltiirlerindeki
artisin baglangica gdre en fazla 4. saatte gerceklestigi izlendi. Kontrol
killtiideri ite farkii antibiyotiklerin canii saytmiari arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p=0.05).
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41.2. Endotoksin Miktar Calhigmas: Sonuclar: Caligilan 3
antibiyotikie kargilagtinlan E.coli ATCC 25922 kiltirlerinde 0, 1, 2 ve 4.
saatlerde gorilen serbest endotoksin miktarlarina gore antibiyofikler
arasinda istatistiksel agidan fark olmadigi saptandi (F=1.218, p=0.41,
Cizelge 4.2).

In-vitro serbest endotoksin miktarmin en ¢ok seftazidim ile
kargilagtinlan kiltirlerde gercekiestigit ve onu siraslyla sulbaktam-
ampisilin ve ampisilinin izledigi goralda,

Antibiyotiklerin gesitli zaman dilimleri arasinda serbest endotoksin
miktart agisindan izledikleri yol incefendiginde zamanlar arasindaki
istatistiksel agidan fark olmadigt (F=0.727, p=0.56) ve gesitli zaman
dilimlerinde gérilen degisimin paralelik gosterdigi saptandi (F=0.557,
p=0.76, Sekil 4.2).

iN-VITRO SERBEST ENDOTOKSIN DUZEYLERI

B 6000
]
S 5000
§§ 3000 —m— SAM
2 1000 NTROL
n
@ 0 + t t f —
0 1 2 3 4 5

ZAMAN{SAAT)

Sekit 4.2. Ug farkii antibiyotikte karsilagan E.coli killtirlerinin 4 saatlik stre iginde
gorilen serbest endotoksin miktariannin kargslagtirmal grafigi.
Not: AMP:Ampisilin, SAM:Sulbaktam-ampisilin, SEF: Seftazidim.

Total endotoksin ¢aligmalan sonuglarna gore antibiyotikier
arasinda istatistiksel olarak fark olmadigt (F=4.28, p=0.76) ancak izlenen
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zaman dilimleri arasindaki farkin istatistiksel agidan dnemii sayilabilecegi
_saptandi, (F=1.17,.p=0.40, . Sekil 4.3 ve Cizelge 4.2).

Gizelge 4.2. Standart E.coli'nin in-vitro sartlarda 50MIC dizeyinde ampisitin, sulbaktam-
ampisitin ve seftazidimle 4 saatlik kittird sonucu alusan serbest (S) ve total (T)
endotoksin (OrtalamazStandart sapma) ile serbest endotoksinin total endotoksin
igindeki yilzdesi (EU/mY). 0. Saatte ampisiin(T otal)=6010£960, SAM

atal}=4711+787, Seftazidim (Total)=4856+988, Kontrol (Total =3107+423.
0.Saat(S) 1.Saat(S) 2 Saat{S} 4.Saat(S) 4.8aat{T)  4.Saat(S)

_%
AMP 4244+309 3483+ 1540 4061+98 44704599 5114+1339 &7
SAM 3960+ 318 3086% 418 50374430  3955+1307 5158236 76
SEF 4075+ 1762 4989126 523379 4514+1069 51981496 86
Kontrol 4145+ 120 2250+550 3000 . 3200 6200 50
IN-VIiTRO TOTAL ENDOTOKSIN p(ZEYLERI
= 7000
2 8000
o - 5000 —&— AMP
§ E 4000 —— SAM
& & 3000 & CEF
3 2000 —>— KONTROL
5 1000
= 0 t t t }
) 1 2 3 4 5
ZAMAN(SAAT)

Seki! 4.3. Farkl antibiyotiklerte kargitagtiritan E.coli ATCC 25922'nin 4 saatlik  slre
iginde g6zlenen total endotoksin miktannin kargiastimait grafigi.

Total endotoksin acgiga ¢ikarma ozelliklerine gore, en yiiksek
oramin ampisilin tarafindan olusturuldugu ve onu sirastyla seftazidim ve
sulbaktam-ampisilinin izledigi gézlendi. Kontrol grubu digerlerindén daha
fazla sayida bakteri icerdiginden en ylksek oranda total endotoksin
icerdigi gorildtl.
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4.2. in-vivo Galigma

4.2.1. Canli Sayim Sonuglar: in-vivo galigmada farelere verilen
bakteri miktarinin in-vitro kosullarla benzerlik géstermesi igin yapilan pilot
caligmalar sonucu, deneyin baglamasindan 2 saat énce 10® CFU/m, log
faza getirilmig E.coli ATCC 25922'den 0.2 ml verildi. Farkh antibiyotiklerle
kargilagtinlmig farelerde 0, 1, 2 ve 4. saatlerde gorillen canli sayim
sonuglarina gére her 3 antibiyotikie kargilagan bakteri diizeylerindeki fark
istatistiksel agidan énemli bulundu (F=240.9, p=0.00, Cizelge 4.3). Canli
sayimian en gok &ldiirme yetenegine sahip antibiyotidin ampisilin oldugu
ve onu sirastyla sulbaktam-ampisilin ve seftazidimin izledigi goérildd.

Gizelge 4.3. Standart E.coli susu ile bakteriyemi olugturulan farelerde, kullaniian p-
laktam antibiyotiklerin plazmada SOMIC diizeyine ulagmasi neticesinde gtirilen
bakteri canh sayim sonuglan{CFU/ml).

AMP SAM SEF Kontrol
-2. Saat 2.3X10° 6.6X10° 2.9x10° 1.9X10°
0. Saat 9.1X10° 1.2x10° 4.7X10° 1.8X10°
1. Saat 3.1X10° 0.7X10? 1.1X10° 2.8X10*
2. Saat 2.2X10° 1.5X10? 1.2X10° 2.4X10°
4. Saat 3.0X10° 2.5X10? 2.0x10° 9.6X10°

AMP: Ampisilin, SAM: Sulbaktam-ampisilin, SEF: Seftazidim

Ampisilinle karsilagan bakterilerin 0. saatte 2 saat dncesine gtre
25.000 kat diigis gosterdigi, sulbaktam ampisilinle kargilasan bakterilerin
550.000 kat dugtis gosterdikleri ve seftazidimle kargilagan bakterilerin ise
62.000 kat dusis gdsterdikleri saptandi. Ddrdincd saat sonunda
ampisilinle kargilagan bakterilerdeki diigtis 77.000 kat, sulbaktam
ampisilin igin 2.640.000 kat ve seftazidim icin de 145.000 kat dasils
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_gozlendi. Sonug olarak, en, yiksek disisiin  sulbaktam-gmpisilinie
kargilagtinian bakterilerde meydana geldigi gortldi. Bu bulgulann
incelenen zaman dilimleri arasindaki farkliikian istatistiksel olarak anlamls
bulundu (F=865, p=0.00). Ayrica, antibiyotiklerin gesiti zaman
araliklarindaki etkileri sonucu olusan degigimlerdeki farkithk da anlamii
bulundu (F=183, p=0.00, Sekil 4.4).

iN-vivO CANLI SAYIMLAR

1,00B+10
g 1,00E+08 ¥
= ? —— AMP
§ s 1,00E‘|’06 T ._,_.,..._SAM
= 3 1,00E+04 + e GEF
E - 1008502 | —3¢— KONTROL
s ;

1,00E+00 } t t } | ' —

-2 -1 1] 1 2 3 4 )

ZAMAN(SAAT)

Sekil 4.4. Standart E.coli'nin in-vivo gartlarda 50MIC diizeyinde ampisilin,
sulbaktam- ampisitin ve seftazidim ile kargilagmast sonucu 4 saat iginde
otugan bakteri canli sayimlanmn kargilagtirmah grafigi (CFU/mi).

4.2.2. Endotoksin Miktar Cahgmast Sonuglan: E.coli ATCC
25922 ile bakteriyemi olusturulmus farelerin plazmasinda 50MIC
diizeyinde antibiyotiklerle kargitagtiriian bakterilerin 0, 1, 2 ve 4.
saatlerdeki serbest endotoksin salinime agisindan antibiyotikier arasinda
istatistiksel olarak herhangi bir farklilik saptanmadi (F=2.23, p=0.26,

Cizelge 4.4, Sekil 4.5).
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iN-VIVO SERBEST ENDOTOKSIN DUZEYLERI
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o Q4 } } + t {

0 1 2 3 4 5

ZAMAN(SAAT)

Sekil 4.5. Standart E.coli susu ile bakteriyemi olusturulan farelerde, kullanilan p-laktam
antibiyotiklerin plazmada 50MIC dizeyine ulagmasi neticesinde gbrtilen serbest
endotoksin dizeylerinin kargtlagtirmals grafigi.

Gizelge 4.4. Standart E.coli sugu ile bakieriyemi olugturutan farelerde kullanilan p-
laktam antibiyotiklerin plazmada SOMIC diizeyine ulagmalan sonucu olugan
serbest {S) ve total (T) endotoksin (OrtalamatStandart sapma) ile serbest
endotoksinin total endotoksin igindeki yiizdesi {(EU/ml). 0. Saatte ampisilin
(Total)=6248.5:214.3, SAM (Total)=5415.51630, Seftazidim (Total)=6064.883.8,
Kontrol(Totai)=73131500.

0.Saat{S) 1.Saat(S) 2.Saat(S) 4.Saat(S) 4.Saat{T) 4.Saat(S)

%
AMP 4260.5+ 26 4604+ 490 4093+721 5045£ 105 5912+770 85
SAM A113£968 36574520 4225£281 5353.5:34 5614142 95
SEF 5536+ 641 4762t 655 40161568 4672:53.7 56301448 82

Kontrol 4813+ 356 3865:423 3325+ 110 2000+300 3600:£500 80

AMP: Ampisilin, SAM: Sulbaktam-ampisilin, SEF: Seftazidim

En yiiksek oranda serbest endotoksin olugturma yetenegine sahip
antibiyotigin seftazidim oldugu ve onu sirasiyla ampisilin ve sulbaktam-
ampisilinin takip ettigi goriildd. Antibiyotikierin zaman iginde iziedikleri yol
izlendiginde, zamanlar arasindaki farkin %91 guvenilirlikle dnemli oldugu
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gorildd (F=2.96, p=0.09). Zaman icindeki degdigimlerin ise paralel
oldukian saptand: (F=2.36, p=0.12).

Total _endotoksin _sahnimi_incelendiginde _antibjiyotikler _arasindaki
farkin dnemii oldugu (F=15.21, p=0.02) ve en yiksek total endotoksin
miktari olusturma yetenegine seftazidimin sahip bulundugu saptandi. Onu
sirastyla ampisilin ve sulbaktam- ampisilinin takip ettigi gorildld. Ancak
zaman iginde goriilen degisim incelendiginde zamanlar arasindaki farkin
dnemsiz oldugu ve degisimin de paralellik gdsterdigi izlendi (F=2.223,
p=0.14, Sekil 4.6).

iN-ViVO TOTAL ENDOTOKSIN DUZEYLERI

—— AMP
—m— SAM
i CEF
—%— KONTROL

TOTAL ENDOTOKSIN
{EU/mMY)

ZAMAN(SAAT)

Sekil 4.6. Standart E.coli sugu ile bakteriyemi olusturulan farelerde, kuilartan 8- laktam
antibiyotiklerin plazmada 50MIC dilzeyine ulagmas! neticesinde gbrilen total
endotoksin diizeylerinin kargilagtirmalt grafigi.

4.3. in-Vitro ve In-Vivo Canh Sayimlann Kargilagtinimast

In-vitro ve in-vivo canh sayimlar karsilastinidiinda, ampisilinie
tedavi edilen farelerdeki canli sayimiarin in-vitro deneylere gbre daha
yikksek olduju saptandi (U=63, p=0.017). Yani ampisilinin in-vivo
sartlarda in-vitro gartlara gére Sldirme kapasitesinin daha disik oldugu
gozlendi. Sulbaktam-ampisilin ile seftazidim incelendiginde in-vitro ve in-
vivo deneyler sonucunda saptanan canh sayimlar arasinda istatistiksel
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acidan fark olmadi§ saptandi (U=138, p=0728, U=78.5, p=0713)." Kontrol
koltarlerinde ise in-vitro canlt sayimlann in-vivo kiltiriere gére daha
yOksek olduklan gézlendi (U=223, p=0.015).

4.4. Canhh Saymmiar ile Endotoksin Miktan Korelasyonunun
incelenmesi

4.4.1. in-Vitro Korelasyon

Yapilan Spearman Korelasyon Katsayisi testierine gére, in-vitro
gartlarda ampisilinin serbest endotoksin olugturma yetenegdi ile canl
saytm sonuglarindaki degigimin aym ybnde ancak istatistiksel olarak
anlamsiz oldugu gérolda (r;=0.50, p=0.67). Total endotoksin olugturma
yetenedi ile canli sayim sonuglarindaki degigimin ters ydnde ve
istatistiksel agidan anlamh oldugu saptand: {rs=-1, p=0.00). Yani ampisilin
canli sayimlan digtliriirken total endotoksin olugumunda artis g&rilda.
Sulbaktam-ampisilinin serbest ve total endotoksin olusturma yetenegi ile
canl sayimlar arasinda ayni ydnde ancak aniamh olmayan bir iligki gikti
(Sirasiyla rs=0.50, p=0.67, r:=0.50, p=0.67). Seftazidimle kargilagtirilan
kiltirlerde serbest ve total endotoksin olusturma yetenegdi ile canh
sayimlar arasinda ters yénde ancak anlamii olmayan bir iligki gtkti (rs=-
0.50, p=0.67, r;=0.50,p=0.67).

4.4.2. In-Vivo Korelasyon

Standart E.coli ile bakteriyemi olugturuimug farelerin S0MIC
dizeyinde ampisilinle kargilagtiriimasi sonucunda adi gecen antibiyotidin
serbest endotoksin olugturma yetenegi ile canli sayimlar arasinda ters bir
iligki olup istatistiksel olarak anlamh degildir (rs=-.038, p=0.76). Total
endotoksin olugturma yetenedi ile canii sayimiar arasinda aym ydnde
ancak Snemii olmayan bir iligki ortaya gikmistir (r==0.84, p=0.36).
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Ayni sekilde bakteriyemi olusturulmug farelerin SOMIC dizeyinde
sulbaktam-ampisilinle kargilagtirimalari sonucunda serbest endotoksin
olugturma yetenegi ile canli sayimlar arasinda ayni ydnde ve istatistiksel
agidan dnemli bir iligki oldugu saptanmigtr (rs=1.00, p=0.00). Yani canli
sayimlardaki artiga paralel olarak serbest endotoksin miktannda da artig
gériiimektedir. Ayru farelerde canli sayimlar ile total endotoksin miktan
arasinda ayni yonde ancak 6nemli olmayan bir iligki vardir (r==0.5,
p=0.67).

Seftazidimle kargilagtirilan bakteriyemik farelerde canlt sayimlar ile
serbest ve total endotoksin miktar agisindan aymt yénde ancak dnemli
olmayan bir iligki saptanmigtir (rs=0.50, p=0.67, r=0.50,p=0.67).

45. inVitro ve inVivo Endotoksin Miktarlarnnin
Kargilagtinimasi

Yapilan Mann U Whitney testlerinin sonuglarina gore in-vivo ve in-
vitro sartlarda ampisilinle kargilagtiran kdltdrierde serbest ve total
endotoksin miktari agisindan fark olmadigi saptanmigtir (U=17, p=0.115,
U=40, p=0.4).

Sulbaktam-ampisilinle kargilagtiritan kuitﬁrlerde in-vitro ve in-vivo
sartlarda serbest ve total endotoksin miktari agisindan fark olmadif
gbralmigtir (U=38, p=0.83, U=28, p=0.67).

Ayni sekilde aym sartlarda seftazidimle kargilagtiniian kiiltirlerde

de endotoksin miktari agisindan fark olmadidi belienmistir (U=38,
p=0.52, U=25, p=0.46).
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TARTISMA

Gram-negatif enfeksiyonlarin tedavisi bakteriyemi ve endotoksemi
gibi iki dlimetl durumun eliminasyonunu igermektedir. Bu noktada
antibiyotik tedavisi ile bakteriyeminin tedavisini takiben artan
endotoksin salintmi neticesinde endotokseminin ortaya gikmasi gibi
terapttik bir ikilemie kars: karsiya kalinmaktadir. Yapilan in-vitro ve
hayvan galigmalari sonunda gram-negatif enfeksiyonlarin antibakteriyel
tedavisinin endotoksin (LPS) salinimini indikledigi bildirilmigtir(4,7-
9,25,27).

Antimikrobiyal tedavinin bu yan etkisi Uzerinde giin gegtikge daha
Snemle durulmaktadir. Son yillardaki tartigmanin konusunu gesitli
antibiyotiklerin farkli miktarlarda endotoksin salinimi olugturmug ve
sonug olarak antimikrobiyal ajanlarin etki mekanizmalannin LPS
salinm miktarint  etkileyebilecegi konusunda fikir  birlifine
vanimistir(3,8). Yapilan in-vitro galigmalarda gram-negatif bakterilerden
farkli antimikrobiyal ajanlarin etkisiyle degisik miktarlarda LPS salinimi
gosterilmistir(9,36). YapHan bir galigmada , tavganlarda olusturulan
deneysel gram-negatif bakteriyel sepsisin tedavisinde LPS saliniminin
kullanulan antibiyotik sinifina gére farkliik gésterdidi ancak bunun
bakteri 5lumi ile direkt bir iligki gdstermedigi ortaya konmusgtur(8). in-
vitro deneylerin sonuglarina dayanarak, kinolon antibiyotiklerin, bu
ajanlann kullamimini takiben erken dénemde ve devamli bir endotoksin
saltnimina neden oldukian ve bu salimmin hizii ve belirgin bir
bakterisid etkiyle paralellik gdsterdigi rapor edilmigtir. Bu bulgulara
kargin, gentamisinin in-vitro sartlarda kullamimi sonucunda dnemli
oranda bir endotoksin salinimina neden olmadig saptanmigtir(26,37).
Ancak, in-vitro deneylerin sonuglarinin hastalardaki LPS salinimiyla
ilgili soruniara tatmin edici cevaplar vermesi mimkiin degildir glnki in-
vivo sartlarda antibiyotik kullanimi sonucu meydana gelen LPS
salimminin hizi ve miktan ile ilgili olarak yeterli bilgi birikimi henz
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y:oktu‘r. Ayrica, anfimikrobiyal ajanlarin farakokitietikieri ve endotoksin
saliim ile kierans mekanizmasinin fizyolojik etkilegiminin, in-vivo
deneyler tarafindan henz agikhga kavugturulmadigi bildirilmigtir(38).

Bu c¢ahgmada, farkh p-laktam antibiyotikierin deneysel yolla
olusturulmug gram-negatif enfeksiyonun erken doéneminde bakteri
sidtrme ve etki mekanizmalarindaki farklilik ile endotoksin salimm hizi
ve miktar! tGzerindeki etkisi incelendi. In-vitro sartlarda lretilen standart
E.coli'nin antibiyotiklerle karsilagtinimasi sonucu gérdlen bakteri 8limi
ile endotoksin salimim kinetiginin in-vivo sartlaria paralellik
saglayabilmesi igin kullanilan farelerin plazmalarindaki antimikrobiyal
ajanlarin aym dizeyde olmalarina galigildi. Bu sekilde antimikrobiyal
ajaniarin in-_vitro. farmakokinetiginin in-vivo gartlara yansimasinin
incelenmesi ve varsa iki farkl durum arasindaki korelasyonun
irdelenmesi amaglandi. Galigmada kullanilan farelerin deneysel yolla
infekte edilmesinden ve farkli dozlarda antibiyotik yiklemesi yapildiktan
sonra 24-72 saat siireyle lethaliteleri izlendi. Anilan sire sonunda
lethalitenin gerceklesmedigi saptandiktan sonra antibiyotiklerin doz
ayarlamalari yapildi ve galigmaya gegildi.

Serbest ve total endotoksini ayirmada kulianilan filtre segiminde
0.22um’lik por gapina sahip filtrelerin bakterileri tutup endotoksini
gegirmesine ragmen bu filtrelerin kulanimi esnasinda yiksek béslng
uygulanmasi gerekeceginden 0.45um'lik por ¢apina sahip filtreler
kulamildi. Yiksek basing uygulandiyi takdirde serbest endotoksinin
yanisira hicrelerin pargalanmasi sonucunda total endotoksinin serbest
endotoksin gibi degerlendirilebilecegi sonucuna varildi. Ek olarak,
Andersen ve Solberg’in 0.45um’'lik gapa sahip filtrenin kullanimiyia elde
edilen sonuglarin santrifdjlenmis &meklerle paralellik gosterdigini
belirtmeleride bu segimde etkili oldu(22).
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Caligmanin in-vitro b&iimanin sonuglarina gére p-laktam grubuna
ait farkll antibiyotiklerle karsilagtinlan kiilturlerde gézienen canli
sayimlardaki dusisler arasinda istatistiksel olarak anlamii bir fark
oldugu saptanirken ayni antibiyotikler arasinda serbest endotoksin
salinimi agisindan fark olmadid saptandi. Canh sayimiardaki dugigler
arasinda fark olmasi 3 antibiyoti§in E.coli'yi 8ldirme giicli agisindan
farkhihik gdsterdiklerini ortaya koymaktadir. Patojeniteyi etkilemesi
nedeniyle total endotoksinden daha énemli oldugu diiglnilen serbest
endotoksin salimmi agisindan kullamlan antibiyotikler arastnda
herhangi bir fark olmamasi kullanitan 3 antibiyotiginde birbirine yakin
miktarlarda serbest endotoksin salinim yetenegine sahip olduklarini
géstermektedir. Total endotoksin saliimi agisindan antibiyotikler
arasinda istatistiksel olarak fark olmadi§i ancak zaman dilimleri
arasindaki farkin istatistiksel olarak %91 guvenilirlikle anlamh
olabilecegi goérildu. Birinci saatte ampisilin ve seftazidimle
kargilagtirian kultUrlerin total endotoksin salimminda artig gézlenirken
2. saatte sulbaktam-ampisilin ve seftazidimle kargilagtinlan kdltirierin
total endotoksin salimminda artig gérildl. Dérdincl saatte ise tim
antibiyotiklerle kargilagtirifan kilttirlerin total endotoksin salinimiarinda
dUsUs oldudu izlendi. Bu nedenle in-vitro gartlarda total endotoksin
salinimi agisindan ik 2 saatin yani erken ddnemde antibiyotik
kullaniminin énemli oldugu saptandi.

Farelerde farkli antibiyotiklerin kullammi  sonucu bakteri
kultarierinde gérilen canli sayim sonuglarinin istatistiksel agidan farkl
olmadigi géraldi. Bu bulgular, in-vivo kogullarla in-vitro kosullarin
paralellik gdsterdidini dustndlrdll ¢inkid hem in-vitro kosullarda hem
de in-vivo kogullarda canli sayimiardaki en blyOk dlgtis sulbaktam-
ampisilinle kargilagtirlan kiltirlerde gergeklesti. In-vivo kosullarda en
yiksek serbest endotoksin salinim yetenegine sahip antibiyotigin
seftazidim oldugu gériidii. Bu sonuglara paralel olarak en yiksek total
endotoksin salinim yetenegine seftazidimin sahip oldugu gézlendi. Yani
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é'htibry'dtiklerlé kargllagah bakterilerin serbest ve ‘tétal éndotoksin
salintm kinetiklerinin paralellik gdsterdikleri saptandi. Kullanilan
antibiyotikierin g¢esitli zaman dilimleri arasinda serbest endotoksin
salimmt agisindan fark gostermemesi ve farkli zaman dilimlerinde
gorilen degisimin paralellik gostermesi de yukarnidaki bulgulara
uygunluk gosterdi. Ampisilinle kargilagtinian kditirlerde 1. saatte
serbest endotoksin salinimi agisindan disils gbzlenirken suibaktam-
ampisilinle kargilagtinlan kdaltarlerde minimal bir artig gézlendi. En
yiksek salinimin ise seftazidimle kargilagtinlan kiltUrlerde gergeklestigi
gbézlendi. Bu sonuglarin, Dofferhoff ve grubunun ayni standart E. coli
susunu kullanarak gerceklestirdikleri endotoksin salinim galigmasiyla
uyum gosterdidi gorildii(9). Her iki galigmada ilk 1. saatteki en yuksek
serbest endotoksin salinminin B-laktam grubuna ait olan seftazidim
tarafindan gergeklestirildigi gozlendi. Dofferhoff ve grubu yaptikian
¢ahismanin sonunda B-laktam antibiyotikler arasinda bile endotoksin
salinmi  agisindan farkiihkiar gézlenebilecegdini  bildirmis ancak
laboratuvarlanimizda yapilan c¢alismada kullanitan antibiyotikler
seftazidim diginda Dofferhoffun ¢alismasinda kullaniimadiindan
kargtlastirma imkam olmamigtir. Shenep ve calisma grubunun
tavsaniarda deneysel yolla sepsis olugturmasi sonucu LPS saliniminin
antibiyotik sinifina bagh olarak gergeklestiji ancak canh sayimlarla
herhangi bir korelasyon olmamasi sonucuyla uyum géstermektedir(8).
Bu c¢aligmada antibiyotiklerin LPS salinmi agisindan farkhhk
gistermemeleri ise hepsinin hicre duvarna etki eden p-laktam
antibiyotikler grubuna dahil olmalan ile degdil ancak yUksek
konsantrasyona bagh olarak boyle bir davranig igine girmig oimalariyla
aciklanabilecegi diisinlimektedir. Kullanilan 3 antibiyotigin farkh
zaman dilimlerinde istatistiksel agidan anlamli olmasa da farkl
oranlarda serbest ve total endotoksin salinim kinetigi gosterdikleri
gézlenmigtir. Nitsche ve grubu da yaptikian bir galigmada LPS salimmi
ile canh sayimlar arasinda herhangi bir paralellik olmayabilecegini dne
siirmiiglerdir(39). Bu nedenle farkli antimikrobiyal ajanlarin endotoksin
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salinm sonuglaninin tedavinin erken ddnemi igin in-vivo sartlara
uyarlanamayacagini bildirmiglerdir. In-vitro ve in-vivo canh sayimlar
kargilagtinidiinda ampisilinin in-vivo sartlarda in-vitro sartlara gére
6idirme kapasitesinin daha digik olmas: Nitsche ve grubunun
caligma sonuglanyla uyumlu olup ayni sekilde agiklanabilir. Ampisilin
ile in-vitro sartlarda kargilagtirlan kditirlerdeki serbest endotoksin
salinim yetenegi ile canli sayimiardaki degisimin aym ydnde olmasi
Dofferhoff ile grubunun gergekiestirdikleri caligmada incelenen
Kloramfenikol ile ayni davrams bigimine sahip olduklarin
gostermektedir(9). Ampisilinle kargilastirilan kiltUrlerin canh sayimlarda
gérilen diigmeyle beraber total endotoksin saliniminda artig gérlimesi
beklenen bir gbzlemdir. Sulbaktam-ampisilinle tedavi edilen farelerde
serbest endotoksin salinimi ile canli sayimiar arasinda ayni yénde bir
iligki olmasi serbest endotoksinin daha ¢nce yapilan galigmalara
paralel olarak canli bakterilerden sahndiini ortaya koymaktadir. Gram-
negatif enfeksiyonlarin tedavilerinin erken déneminde antimikrobiyal
ajanlann plazma endotoksin seviyesine etkilerini incelerken sadece etki
mekanizmalarinin ve bakteri didGrme hizlarinin énemli olmadig Nitsche
ve c¢alisgma grubu tarafindan ileri sGrOimdstir. Yaptiklar in-vivo
galigmanin sonuglarina gére antimikrobiyal ajanlarin plazma endotoksin
aktivitesine ¢esitli  faktorlerin  etkili oldu§unu  Dbildirmiglerdir.
Mikroorganizmanin tipine gore farhitk g&steren bakterisidal aktivitenin,
ilag sinifina ve lokal olarak ulagtigi konsantrasyonun énemli faktdrler
olabilecedini belitmiglerdir. Bu nedenle, farmakokinetik ve serum
konsantrasyonu ile MIC orani ve bakterisidal aktivitenin yani in-vivo etki
yada bagka bir deyimle farmakodinamigin 6nemli rol oynayabilecedini
Yne siirmislerdir(39). Mattsby-Baltzer ve grubu bakterilerdeki hilcrelere
baglh LPS'yi, kiltir ortamina serbestiesen LPS'yi ve saflagtiniimig
LPS'yi lipid A'nin kimyasal bir markin olan p-hydroxymyristic asit ile ve
kromojenik limulus amebosit lizat testi ile dligmigler ve calisilan
bakterilerin ortama Ureme ddneminde Onemli miktarlarda endotoksin
serbestlestirdigini gdstermiglerdir(6). Aynca LPSnin bu geklinin
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hilcreye bagl veya safiagtiriimig endotoksinden daha aktif oldugunu
bildirmiglerdir. McConnell ve grubu da sepsis olusturulan bélgenin
antimikrobiyal ajanlar tarafindan endotoksin  salimmina etki
edebilecedini ve sonugta tUm sayilan faktérlerin sinerjistik etkisinin
siprofloksasinin dozu ile etkilendigini ve literattirdeki in-vitro sonuclara
gore neden daha duslk oldugunu agiklayabilecegini  One
siirmiglerdir(25).

Hurley antibiyotikler tarafindan olugturulan LPS salimmini
inceledidi genis bir derleme sonucunda, gram-negétif enfeksiyonlarda
hizh bakterisidal etki gésteren antibiyotiklerin kullaniminin herhangi bir
ters etkiye neden olmadigim ileri sUrmigtir(2). Ayrica, degisik
antimikrobiyal ajanlar tarafindan olugturulan endotoksin salinim kinetigi
ve miktartindaki farklihikiann Klinik iligkisi ve hastalara etkisinin klinik
caligmalarla  incelenmesi  gerekliiligi  vurgulanmigtir. Hurley
derlemesinde antibiyotikler tarafindan olusturulan endotoksin salinim
kinetigindeki farkliliktarin, septiseminin tedavisinde bagvurulan ek
tedavi ydntemlerinin sonucunda sinirlt kalmasindan ileri gelebilecegini
ve endotoksin ile sitokin seviyelerinin farkii antimikrobiyal ajanlarin
kullanimi ile etkilenmis olabilecegini ileri sirmistar.

Ciddi gram-negatif enfeksiyonlarin tedavisi igin antimikrobiyal ajan
seciminde en dnemii kriterlerin antibiakteriyal spektrum, bakterisidal
aktivite ve farmakokinetik dzellikleri olmast kaginilmaz &zelliklerdir. Bu
sayllan 6zelliklere ek olarak, antimikrobiyal ajanlarin LPS salinim
kinetigi ve miktarina etkilerinin de gdz &onlne alinmasi gereklidir.
Boylece kritik hastalann ciddi gram-negatif enfeksiyonlarinin baglangi¢
tedavisinde antimikrobiyal ajanin segiminde lizise yol agmamasi, etkin
ve hizli bir sekilde canh bakteri sayisini digtrirken ayni zamanda LPS
salinimini minimale indirgemesi 6zelliklerine sahip olmasinin gerekliligi
bu konuda galigma yapan aragtrmacilarin ortak kamsidir(1,3,5-9). Adh
gegen kriterlerin yliksek dozda siprofloksasin, aminoglikozidler ve
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imipenem tarafindan kargilandig: yapilan galigmalaria gosterilmigtir(32).
Beta-laktam antibiyotiklerin kullamminda antibiakteriyal aktivitenin
spesifik olarak hangi penisilin-baglayan proteinle iligkili oldugunun
gdzdnine alinmasi gerekliliji savunuimustur.

E.colide 7 adet Penicillin-binding protein (Penisilin baglayan
protein- PBP) olup bakteri kromozomunun dstilne yayllmig farkh genler
tarafindan kodlandiklart ve iki farkli PBP'nin de zaman zaman
bulundugu gbsterilmistir(40,41). PBP 4 diginda tim PBP'lerin
sitoplazmik memranda bulundukian ve deterjanlarin etkisiyle ¢ozdnar
hale gegtikleri bidirilmigtir. Fizyolojik ¢aligmalar sonunda PBP 1, PBP 2
ve PBP 3'lin sirasiyla bakterinin uzamasinda, sekillenmesinde ve
septum olugumunda gdrev aldiklari  bildirilmigtir. Bu proteinlerin, E.
coli'nin Gstinde B-laktam antibiyotiklerin dldirme bdlgeleri olduklan
gosterilmigtir. PBP'lerin baglanma profiline gdre farkh f-laktam
antibiyotikler veya aymni B-laktam  antibiyotiklerin  farkh
konsantrasyonlaninin  farkh  morfolojik degisikliklere yol agtiklar
bildirilmigtir(40,42). Beta-laktam antibiyotiklerin molekdl agirhgi 60.000
olan PBP 3e baglanmalarn sonucu bakteri hilcrelerinde
filamentasyonun olustuu ve PBP 3'in hem penisilinlere hemde
sefalosporin grubu antibiyotiklere duyarl oldugu bildirilmigtir. PBP 1 ve
2'nin aksine PBP 3'n p-laktam antibiyotiklerin periferindeki yapisal
degisiklikiere kargi duyarh olduklari vurgulanmigtir(40). PBP 3 bir
transpeptidaz olup bdliinme sirasinda ¢apraz duvarlarin olugumundan
sorumlu oldugu gosterilmistir.  Ornegin seftazidimin periplazmik
mesafede PBP 3'e baglanarak gram-negatif bakterilerin lizisine neden
olduju ve bdylece septum olugumuna neden olarak organizmanin
uzamasina neden oldugu bildirilmistir. Boylece hlcrenin kitlesinde atiga
neden olarak LPS yapiminda bir gogalmaya neden oldugu rapor
edilmigtir(43). Filamentasyon olugsumunun da serbest endotoksin
miktarindaki artisa neden olabilecedi bildirilmigtir(26). Sonug olarak,
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filament olugturan ile olugturmayan antibiyotiklerin etkinlikierini
karsilagtirirken sadece canl sayimiardaki azalmayi degeriendirmenin
yeterli olmadigini, bakteri hicrelerinin kitielerinin ve ilgili toksik
maddelerinde g6z onlne alinmasinin  gerekli oldugu One
strdimagtir(3).

Gram-negatif bakteriler tarafindan olusturulan  menenijitin
tedavisinde bakterisidal antibiyotikierin kuvvetli etkinlikleri nedeniyle
bakteriostatik antibiyotiklere tercih edildikleri bilinmektedir(44,45).
Ancak gram-negatif sepsisierde  bakterisidal  antibiyotiklerin
gstonligontn  tarismall  oldugu  bildirilmis ve 612 hastada
gerceklestirilen bir galigmada bakteriostatik antibiyotiklerle tedavi
edilen hastalarda bakterisidal antibiyotiklerle tedavi edilenlere gore
daha yiksek bir basar orani tespit edilmigtir. Bu beklenmeyen
gdzlemin  bakterisidal  antibiyotiklere  kargin bakteriostatik
antibiyotiklerin kullanilmasi sonucu endotoksin serbestlesmesindeki
azalma ile agiklanabilecedi bildiriimigtir(2). Aminoglikozidlerin de
koruyucu etkileri oldugu ve p-laktam antibiyotiklerin tek bagina
kullantimalanina karsin kombine fedavilerde kullaniimalannin daha
basgarili olabilecedi tne striimigtir(46).

Insan organizmasi endotoksini detoksifiye etme yetenegine sahip
olmasina ragmen klinik galigmalarda endotoksinlerin izledigi yolla ilgili
biigilerin oldukga siirlh  oldugu  bildirilmistir. Insan tarafindan
endotoksinin uzaklagtirimasi ve detoksifikasyonu karmagik bir iglem
olup birgok etkene bagh oldugu bildiriimigtir. Birgok hayvamin aksine
insanlann ve daha agag primatiann endotoksine ileri derecede duyarh
olduklari bildirilmigtir. Bu nedenle sirkiilasyondaki endotoksinin miktar
ile sepsisli hastalarin Kinigi arasinda bariz bir doz-cevap iligkisi
kurmanin olduk¢a =zor olduju ve benzer nedenlerle hayvan
modellerinden alinan endotoksin salinimt ile ilgili bilgilerin klinige
uygulanmasinda dikkatli davranmanin ¢ok &nem kazandify One
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sUriiimigtar(47). Bu caligmada kullanilan outbred Swiss Albino
farelerinin serbest ve total endotoksin olugturma yetenegi agisindan in-
vitro sartlarla istatistiksel agidan farkhihk géstermemesi nedeniyle iyi bir
deney modeli olarak kullanilabilecekieri dUgOnuimugtir.

Gram-negatif sepsisli hastalarda Reilly’nin 1950 yilinda yayimlanan
makalesinde dedigi gibi “frappez fort et vite” yani “hizla vurmak “ yerine
“rappez doucement” yani “yavagea vurmak” terimi glincelligini tartigma
konusu olarak halen korumaktadir(48).

Bu galismanin sonunda, antibiyotiklerle kargiagtirilan kiltdrierde
gdrilen endotoksin salimminin, antibiyotiklerin gram-negatif basillere
etki mekanizmasint aydinlatmasi, bazi enfeksiyonlarin antibiyotikle
tedavisinin baglamasiyla birlikte yan etkilere neden olabilecek bir
mekanizmanin aydinlatiimasi ve gram-negatif enfeksiyonlarin tedaviye
cevabini ydnlendirmek agisindan dnemli oldugu disindimektedir.



SONUGCLAR

1. Ampisilin, sulbaktam-ampisilin ve seftazidimle kargilagtirtimig™ E.coli
ATCC 25922 standart susunun 0., 1., 2. ve 4. saatlerdeki canli sayimiari
snemli derecede diigtgler gosterdi. En ¢ok sulbaktam-ampisilinin, daha
sonra ampisilinin, en digik oranda da seftazidimin bakteri sayisini
duglirme yetenegine sahip oldugu géziendi.

2. In-vitro serbest endotoksin miktarinin en g¢ok seftazidim ile
kargilagtinlan keltirlerde gergeklestiji ve onu sirasiyla sutbaktam-
ampisilin ve ampisilinin izledigi géralda.

3. In-vitro total endotoksin galigmalari sonuglarina gére antibiyotikler
arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi ancak izlenen zaman dilimieri
arasindaki farkin istatistiksel agidan dnemii sayilabilecegi saptandi. Total
endotoksin agiga ¢ikarma oSzelliklerine gore, ylksek oranin ampisilin
tarafindan olusturuldugu ve onu sirasiyla seftazidim ve sulbaktam-
ampisilinin izledigi gézlendi.

4. E.coli ATCC 25922 ile bakteriyemi olugturulmus farelerin plazmasinda
50MIC diizeyinde antibiyotiklerle kargilagtirilan bakterilerin 0, 1, 2 ve 4.
saatlerdeki serbest endotoksin salimimi agisindan antibiyotikier arasinda
fark gézlenmedi.

5. In-vivo total endotoksin salinimi incelendiginde antibiyotikler arasindaki
farkin 8nemli oldugu ve en yilksek total endotoksin miktari olugturma
yetenegine seftazidimin sahip bulundugu belirlendi.

6. In-vitro ve in-vivo canh sayimiar kargilastiridiginda, ampisilinie tedavi
edilen farelerdeki canli sayimlann in-vitro deneylere gore daha yUksek
oldugu saptand:. Yani ampisilinin in-vivo sartlarda in-vitro sartlara gore
dldirme kapasitesinin daha digik oldugu gdzlendi.
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7. In-vitro sartlarda ampisilin canh sayimlan disirirken total endotoksin
olugumunda artig goritldi. In-vive sgartlarda béyle bir negatif korelasyon
gozlienmedi.

8. Bakteriyemi olugturulmus farelerin 50MIC diizeyinde sulbaktam-
ampisilinle kargilagtinimalart sonucunda serbest endotoksin olugturma
yetenegi ile canli sayimlar arasinda aym yonde ve dnemli bir iligki oldugu
ortaya gikti. Yani canli sayimiardaki artiga paralel olarak serbest
endotoksin miktarinda da artig gorilda.

9. in-vivo ve in-vitro farkl antibiyotiklerie kargilastiritan kdltUrierde serbest
ve total endotoksin miktar agisindan fark olmadid: saptandi. Bu sonugiar,
kullanilan Swiss Albino farelerinin galigilan deneyler igin iyi bir model
olabilecegini disindirmektedir.
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