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ÖZET  

Karbapenem Grubu Antibiyotiklerin (Meropenem, İmipenem, Ertapenem) Etkisi 

Altında Quorum Sensing Olumlu ve Quorum Sensing Olumsuz Pseudomonas 

aeruginosa Suşlarının Konak Etken Etkileşiminin Araştırması 

 

İnsanlarda oportunistik bir patojen olan Pseudomonas aeruginosa biyotik ve abiyotik 

yüzeylere yerleşebilmektedir. Dünyada olduğu kadar ülkemizde de nozokomiyal 

enfeksiyonların önemli bir kaynağıdır. 

Çoğunluğu Algılama (ÇA, Quorum Sensing) olarak adlandırılan mikroorganizmaların 

kendi aralarında haberleşme sistemleri, virulans etkenlerinin üretiminin düzenlenmesinde 

etkin olduğu gösterilmiştir. Hücre dışı sinyal molekülleri ile çalışan bu sistemleri;  bakteriler 

lokal yoğunluklarını belirlemek amacı ile kullanırlar. Pseudomonas aeruginosa, ( P. 

aeruginosa) çoğunluğu algılama sistemlerinin açıklanmasında üzerinde en çok çalışılan gram 

negatif bakteridir. P. aeruginosa ‘ da “rhl”, “las” sistemi ve kinolon “PQS” olmak üzere üç 

ÇA sistemi tanımlanmıştır.  

Konak (in vitro sistem) ve değişik antibiyotik konsantrasyonları (subminimal inhibitör 

konsatrasyonlar =sub-MİK) ile karşılaşmış Pseudomonas arasındaki ilişkinin tanımlanması 

sağaltımın planlanmasında önem kazanmaktadır.  

Günümüzde Pseudomonas enfeksiyonlarının sağaltımında antibakteriyeller yanı sıra, 

bakterinin genotipik ve fenotipik tiplendirilmesinin de büyük önemi olduğu düşünülmektedir. 

Bu çalışmada; minimum inhibitör konsantrasyonları (MİK) belirlendikten sonra 

imipenem, ertapenem ve meropenem antibiyotiklerinin MİK ve sub-MİK konsantrasyonları 

ile karşılaşmış las mutant Pseudomonas aeruginosa, rhl mutant Pseudomonas aeruginosa  ve 

standart Pseudomonas aeruginosa PAO1  suşlarının ÇA sistemleri, biyofilm oluşumu önce  in 

vitro olarak belirlenmiştir. Daha sonra bu suşlar ile HEp- 2 hücreleri in vitro koşullarda 

enfekte edilip, ÇA sistemlerinin yanı sıra nitrit, apoptoz-nekroz yanıtları değerlendirilmiştir. 

Sonuç olarak Pseudomonas aeruginosa sağaltımında ÇA’ nın yeni, olası “sağaltım 

hedefleri”ndeki rolünün anlaşılması ile; las ve rhl mutant Pseudomonas aeruginosa suşları ile 

konak arasındaki ilişkinin, ÇA sistemlerinin patojenite üzerine olası etkilerinin bilinmesi 

sağaltımın etkinliğini arttırabileceği düşünülmektedir.  
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Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, “Çoğunluğu Algılama”, subminimal 

konsantrasyonları,  
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SUMMARY 

Investigation of Host Agent Relation in Quorum Sensing Positive and Quorum Sensing 

Negative Pseudomanas aeruginosa Strains Under the Effect of Carbapenem Group 

Antibiotics (Meropenem, İmipenem, Ertapenem). 

 

Pseudomonas aeruginosa is a a human opportunistic pathogen, that colonizes biotic and 

abiotic surfaces. It's an important source of nasocomial infections in Turkey and the rest of the 

world. 

 

It has been shown that the interbacterial signaling system called "quorum sensing" is efficient 

in the regulation of virulence factor production.Bacteria use this system which works with 

exracellular signal molecules, to determine their local concentration.Pseudomonas aeruginosa 

is the most commonly used gram negative bacteria in the studies designed to explain quorum 

sensing systems.In pseudomonas aeruginosa, three quorum sensing systems known as "rhl", 

"las" and  quinolon "PQS" have been identified. 

 

The determination of relationship between the host and Psedomonas aeruginosa exposed to 

subminimal inhibitor concentrations of antibiotics, has gained importance in planning the 

treatment of infections caused by this organism. 

 

In today's conditions, the determination of the genotype and phenotype of pseudomas species 

is as important as antibiotherapy in the treatment of infections caused by this type of bacteria. 

 

In this study the quorum sensing systems and biofilm production of las mutant Pseudomonas 

aeruginosa, rhl mutant Pseudomonas aeruginosa and standard Pseudomonas aeruginosa 

PAO1 strains were determined in vitro, in the presence of MIC and sub-MIC concentrations 

of imipenem, ertapenem, meropenem. Afterwards, HEp-2 cell cultures were infected with 

these strains in vitro, and nitrite and apoptosis-necrosis reactions were evaluated. 

 

As a result, we think that understanding the relationship between las and rhl mutant 

Pseudomonas aeruginosa strains and the host, the effect of quorum sensing systems on 



 X 

pathogenicity, and the role of quorum sensing in new/potential treatment methodologies will 

aid in the efficiency of treatment in Pseudomonas aeruginosa infections. 

 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, “Quorum Sensing”, subminimal inhibitory 

concentrations 
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GİRİŞ ve AMAÇ 

 

Bakterilerin de,  ökaryotik özellik olarak bilinen, “birbiri ile iletişim halinde yaşama” 

özelliği olduğu gösterilmiştir. Bu özelliği kullanan patojenik bakteriler; virülans faktörlerini 

çok daha etkili kullanabilmektedir.  

 

Topluluk düzeyindeki virülans özellikler olarak bilinen biyofilm oluşumu ve hücreden 

hücreye iletişim sistemini (quorum sensing: çoğunluğu algılama, ÇA) açıklamada 

Pseudomonas aeruginosa model organizmadır. ÇA sistemlerinin varlığı, bu bakterinin 

virülans davranışlarının yalnızca bir bölümünü açıklar görünmektedir. P. aeruginosa ile 

konak (in vitro sistem) ve antibakteriyeller arasındaki etkileşimi ele alan çalışmalar, bu 

mikroorganizmanın insan vücudundaki davranışlarını açıklamak ve sağaltım modelleri 

üzerindeki çalışmalara yön vermek noktasında değerli bilgiler sunacaktır. 
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1. GENEL BİLGİLER 

 

1.1.Pseudomonas aeruginosa’ nın Genel Özellikleri  

Toprakta ve suda sıklıkla bulunan, zor koşullar altında canlı kalabilen ve fırsatçı patojen 

olan P. aeruginosa; kistik fibrosis, yanık enfeksiyonu ve HIV hastaları gibi immun sistemi 

baskılanmış hastalarda ciddi, sağaltımı zor enfeksiyonlara neden olabilir (1).  

 

Bakterinin hastalık yapma kapasitesini gösteren virülans faktörleri, bakteriyi konak 

immun savunmasından koruyan, dokuda kolonizasyona ve / veya invazyona neden olan hücre 

dışı enzimler ve / veya hücre yüzeyine bağlı etmenler olarak tanımlanabilmektedir. 

Antibakteriyellerin hedefi olan virülans etmenlerinin enfeksiyon boyunca bakterinin yaşaması 

ve üremesi için gerekli olması, sadece prokaryotlara özgü bir özelliktir (2). Enfeksiyonun 

erken sevreleri boyunca bakteri, ökaryotik hücre yüzeylerine ve hücre dışı matrikse tutunmak 

için yüzey adhezinlerini oluşturur. Enfeksiyon kronikleşmeye başladığı zaman, hücre dışı 

toksinlerin ve konaktan korunmak için gerekli olan etmenlerin yapımı artmaktadır (3). 

Kolonizasyon sonrasında üretilen tüm bu virülans etmenlerinin, bakteriyel enfeksiyonların 

yayılmasına, kolonizasyondan sonra doku hasarına, kan dolaşımına invazyonuna neden 

olduğu gösterilmiştir. Bu hücre dışı enzim ve toksinlerin üretimi P. aeruginosa’ nın 

enfeksiyon evresine ve yerleştiği yere göre değişmektedir (4, 5).  

 

 P. aeruginosa; türe özgü hücre dışı virulans etmenleri olan elastaz, alkalen proteaz, 

ekzoenzim S ve ekzotokzin A gibi birçok proteaz ve toksin üretir (Şekil 1).  
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Şekil 1. P. aeruginosa’ nın virulans etmenleri. P. aeruginosa’ da hem hücre ile ilişkili 

flagel, pilus, adhezinler, alginat/biyofilm, lipopolisakkarit (LPS) hem de proteaz, 

hemolizin, ekzotokzin A, ekzoenzim S, piyosiyanin gibi hücre dışı virulans etmenleri 

bulunur (5 numaralı kaynaktan alınmıştır). 

1.2. Biyofilm Oluşumu 

 

        Hemen hemen tüm bakteri türlerinin; bakteri grubunu kapsayan matriks içinde büyüme 

şekli olan biyofilm (canlı – cıvık tabaka) otuz yıl önce ilk defa tanımlandı (6, 7). 

Osteomiyelit, prostatit, tonsillit, adenoid gibi kronik inflamatuvar oluşumların bakteriyel 

biyofilm enfeksiyonları ile ilgi olduğu anlaşıldı. Moleküler tanı tekniklerinin ve modern 

moleküler biliminin gelişimi ile biyofilmlerin fizyolojik ve morfolojik özellikleri 

aydınlatılmaya başlandı (8) .   

 

      Biyofilm oluşumu içinde bakteriler yaşam döngülerini yavaşlatıp en aza indirirler. 

Planktonik formdan biyofilm formuna geçişteki evreler: 1. Geri dönüşümlü tutunma, 2. Geri 

dönüşümsüz tutunma, 3. Büyüme, 4. Kaynaşma, 5. Biyofilme özgü mimarinin oluşması, 6. 

Olgunlaşma ve 7. Tekrar aynı oluşum süreci başlatmak üzere planktonik forma geri dönüşen 

bakterilerin ayrılması, olarak sınıflandırılabilir (Şekil 2) (7, 9).  

 

Hücre dışı ürünler 
 —proteazlar 
     —Las B elastaz 
     —Las A elastaz 
     — alkalen proteaz 
—hemolizinler 
     —fosfolipaz C 
     —rhamnolipid 
—Ekzotokzin A 
—Ekzoenzim S 
—piyosiyanin  

adhezinler 

Alginat/ biyofilm 

flagel 
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Mikroorganizmanın tipi, yüzey bileşenlerinin yapısı ve / veya çevresel etmenlerin 

çeşitliliği biyofilm yapısındaki farklılığa neden olmaktadır. Biyofilmler; mikroorganizma, 

glikokaliks (bakteriyel ekzopolisakkarit) ve yüzey olmak üzere üç temel bileşenden 

oluşmaktadır. Bu bileşenlerden birinin olmadığı durumda biyofilm yapısının oluşmadığı 

gösterilmiştir (10). 

 

 Şekil 2. Biyofilm oluşumunun gelişimi ( 11 numaralı kaynaktan alınmıştır).  

 Biyofilm oluşumlarında; oksijen ve besin sınırlılığı nedeniyle tutunma yüzeyine yakın 

bakterilerin metabolik aktivitesinin, yüzeye yakın bakterilerden daha yavaş olması, biyofilm 

tabakaları arasında metabolik farklılıklara neden olmaktadır. Sonuç olarak biyofilm yapısında 

tutunma yüzeyine yakın bakteriler, çoğunlukla anaerobik solunum yapmaktadır. 

Biyofilmlerdeki bu metabolik farklılık, olumsuz yöndeki çevresel değişimlerde, planktonik 

populasyonlara göre biyofilmin daha avantajlı olmasını sağlamaktadır (12). 

 

Biyofilm katmanlarındaki bakterilerin yerleşimine göre değişen fizyolojik ortam 

farklılığı,  aynı zamanda antibiyotik sağaltımında karşılaşılan problemlerin nedeni 

olabilmektedir. Bakteriler biyofilm oluşturduğu zaman, antibakteriyel ajanların etkisine 10–

100 kat daha dirençli hale gelmeleriyle, sağaltım güçlükleri ortaya çıkmaktadır (13) . 

 

 



 5

Tek veya birçok bakteri türü birlikte; kateter, kontak lens gibi birçok gereç yüzeylerinde 

biyofilmler oluşturabilmektedir (12- 14).  

 

Biyofilm oluşmasıyla birlikte ortaya çıkan direncin gelişmesinde tanımlanan 

mekanizmalar:  

1. Fiziksel ve kimyasal olarak antibakteriyel ajanların bakteriye etkisinin engellenmesi,  

2. Besin azlığı nedeniyle biyofilm yapısındaki bakterilerin; üreme hızlarını 

yavaşlatmaları,  

3. Genel stres yanıtlarının etkinleşmesi,  

4. Biyofilm oluşumu ile birlikte bakteride meydana gelen fenotip değişikliği  

olarak açıklanmaktadır (7, 15, 16, 17). 

 

Biyofilmin temel bileşeni olan glikokaliks matriksinin üretimi, antibakteriyel ajanların 

biyofilm yapısında bulunan bakterilere ulaşmasını engellemektedir (18). Mimarilerindeki 

farklılığa göre, kalın ve ince olarak tanımlanan biyofilm türlerinde antibiyotiklere direncin 

farklı olduğu gösterilmiştir. Kalın biyofilm yapısında bulunan bakterilerin, hidrojen 

peroksidin etkisinden korundukları da belirlenmiştir (19). 

1.3. Çoğunluğu Algılama  

 Bakteriler iletişim sinyalleri ile bulundukları yerdeki yoğunluklarını belirleyip, değişen 

yoğunluğa göre davranışlarını değiştirirler. Bu davranış, çoğunluğu algılama (“quorum 

sensing”) (ÇA)  olarak adlandırılmaktadır. Bakteri yoğunluğuna bağlı olarak salınan sinyal 

molekülleri ile çalışan ÇA sistemleri, bakteri plazmid konjugasyonu, antibiyotik biyosentezi, 

biyofilm oluşumu ve çeşitli virulans etmenlerinin üretimi gibi birçok fizyolojik etkinliği 

düzenlemektedir (20- 21).  

 

 Çoğunluğu Algılama kavramı ilk kez, deniz hayvanlarının ışık organlarına yerleşerek 

simbiyoz yaşayan bir deniz bakterisi olan Vibrio fischeri (V. fischeri) ’ de tanımlanmıştır. V.  

fischeri deniz hayvanının ışık organında yüksek yoğunluklara kadar üreyebilir. Belli bir eşik 

değerin üzerindeki yoğunluğa kadar ürediklerinde, lux CDABEGH genleri ile şifrelenen 

lusiferaz enzimini üretirler ve bunun sonucunda bir ışıma gerçekleşir. Bu enzimin etkinliği 

düşük yoğunluklarda baskılanır (22). Gram olumsuz bakterilerde de ÇA, V. fischeri’de ilk 

defa açıklanan LuxIR dizgesi aracılığıyla olabilmektedir. LuxIR dizgesi, LuxI proteinini 

kullanarak “kendi kendini uyarıcı” (AI) ve buna bağlanarak gen sunumunu düzenleyen LuxR’ 
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yi birleştirir (Şekil 3) (23). Bakteri tarafından üretilen AI’ lar, türe özgül olmakla birlikte 

nadiren diğer türlerin LuxR tipi düzenleyicileri ile birbirlerini etkiler (24, 25). 

 

 

Şekil 3: Hücre- hücre iletişim sinyal sistemi. ÇA sistemi “autoinducer” (AI) sentaz 

genini kodlayan I geni ve transkripsiyonal etkinleştirici protein olan R geni olmak üzere 

iki gen bileşeninden oluşur. AI molekülünün sentezlenmesi ile R proteini ile bileşik 

oluşturarak hedef geni etkinleştirir ve hücre zarından çıkarak hücre dışı haberleşmede 

sinyal molekülü olarak kullanılır (26).  

 

Gram olumlu bakteriler; sinyal molekülleri olarak peptidleri kullanırlar. Bu AI peptidler 

sitoplazmada öncül peptidler olarak üretilir, yıkılır, değiştirilir ve taşınır. Bu hücre dışı AI 

polipeptidler; iki bileşenli bir dizge ile çalışır. Dış zara bağlı algılayıcı bir kinaz proteinin dış 

bölümü AI’ ları saptar, sonra fosforlanır ve DNA’ ya bağlanıp onun kopyalanmasını 

düzenleyecek bir yanıt düzenleyicisini etkinleştirir (27, 28). 

 

AI–2 hem Gram olumlu hem de Gram olumsuz bakterilerde kullanılan ÇA sinyal 

molekülleridir. AI- 2, çevre koşullarında LuxP / LuxQ adı verilen iki bileşenli dizge ile 

tanımlanır ve bunun sonucunda oluşan fosforlanma zinciri gen kopyalanmasının 

düzenlenmesi ile sonuçlanmaktadır (29, 30). 

 



 7

Gram olumsuz bakteriler, AI olarak adlandırılan “açillenmiş homoserin lakton” u 

(AHL) hücreler arası sinyal molekülü olarak kullanmaktadırlar. Fizyolojik koşullarda 

büyümenin özgül evreleri boyunca üretilen, bakteriden difüzyon ve/ veya transport yolu ile 

salınan AI molekülleri; eşik değerdeki yoğunluğa ulaşana kadar bakteri dışında birikir, 

çevredeki bakteriye girer, transkripsiyonal aktivatörleri etkiler ve genlerin transkripsiyonunu 

tetikler (30). Tüm bakterilerin AI molekülleri benzer kimyasal yapıda olmasına ve kendi yağ 

asitlerinin modifikasyonunun farklılığı nedeniyle türe özgü olmasına karşın değişik türdeki 

birçok bakterinin ortak AI moleküllerini kullandığı gösterilmiştir. (23, 31). 

1.4. Pseudomonas aeruginosa – Biyofilm ilişkisi 

 

 Bakteri mikroçevrede birikmeye başlayınca besin azlığı nedeniyle üreme 

yavaşlamaktadır. Olgun biyofilmlerde meydana gelen üremenin yavaşlaması, antibiyotiklere 

dirence neden olabilmektedir. Kistik fibrosisli hastaların akciğerlerinden izole edilen P. 

aeruginosa virülans etmenlerinin çevre koşullarına göre düzenlendiği gösterilmiştir. Kistik 

fibrosisli hastaların akciğerlerinin solunum yüzeylerinin düşük oksijen içermesi nedeniyle bu 

mikroçevrede oluşan P. aeruginosa biyofilmleri; aerobik koşullarda oluşan biyofilm yapıları 

için gerekli olan farklı genlerin aktivasyonu ile oluşmaktadır (32). 

 

 Üriner ve akciğer P. aeruginosa enfeksiyonlarında oluşan biyofilm yapı mimarisinin 

antibiyotik direncinin gelişmesinde oldukça önemli bir etkisi olduğu bilinmektedir. Kalın 

mukozal yapı; kistik fibrosisli hastaların akciğerlerinin önemli bir mikroçevre özelliğidir. 

Landry ve arkadaşları in vitro yaptıkları bir çalışmada musin üzerinde büyük hücresel 

birikimler ile oluşan P. aeruginosa biyofilmlerinin mimarisinin farklı olduğunu ve musin ile 

ilişkili biyofilmlerin tobramisine daha dirençli olduğunu göstermişlerdir (33). P. aeruginosa 

yavaş üreme evresinde, planktonik ve biyofilm hücrelerinin siprofloksasine eşit direnç 

gösterdiği görülmüştür. Ancak üreme hızı artıkça, planktonik hücreler biyofilm hücrelerinden 

daha duyarlı hale gelmektedir. Bu sonuca göre biyofilmin yapısal elemanları ve üremenin 

yavaşlaması, antibiyotik sağaltımında biyofilmlerin neden olduğu dirençte oldukça önemlidir. 

Biyofilm hücrelerinin planktonik hücrelerden 15 kat daha fazla antibiyotik direnci kazandığı 

dönem, durağan dönemdir. Buna göre üremenin hızlanması direnç seviyeleri için bir 

göstergedir ve üremenin yavaşlaması da koruyucu bir etki gösterebilmektedir (6). 
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 Fizyolojik değişiklik olduğu zaman çevre streslerinden hücreyi korumak için “Stres 

yanıtları” meydana gelir. Böylelikle bakteriler sıcak ve soğuk şoklardan, pH 

değişikliklerinden ve kimyasal ajanların etkilerinden korunmuş olurlar. Bu stres yanıtlarının 

merkezi düzenleyicisi durağan dönemde sunulan sigma etmenidir (RpoS). Bakteriler yüzeye 

tutunmaya başladığı zaman genel biyofilm fenotipini oluşturmaya başlar veya planktonik 

hücrelerdeki biyofilm oluşumu ile ilgili olarak tanımlanan genleri uyarmakta veya oluşumunu 

baskılamaktadır. Direnç fenotiplerinin meydana gelmesinde sınırlı besin, belirli stres tipleri, 

artan hücre yoğunluğu veya tüm bu etmenler birden etkili olabilir (6). 

1.5. Pseudomonas aeruginosa - Çoğunluğu Algılama İlişkisi 

 

 P. aeruginosa’ nın hücre dışına salgıladığı birçok virulans etmeninin kontrolü ve 

biyofilm oluşumunun; birbiri ile ilişkili “las” ve “rhl” olarak tanımlanan iki ÇA sistemi ile 

kontrol edildiği gösterilmiştir (7). Bu sistemler; biyofilm oluşumu, elastaz (LasA ve Las B), 

alkalen proteaz, hidrojen siyanid, ekzotokzin A, piyosiyanin, lektin, rhamnolipid, sigma 

etmen (rpoS), ve süperoksid dismütaz başta olmak üzere çeşitli virulans etmenlerinin 

üretimini kontrol etmektedir (32).  

 

 Las B elastazın yapımını düzenleyen ve bu nedenle de “las sistemi” olarak adlandırılan 

birincil sistem; Las I ( 3- oxo- C12 – HSL- L, uzun zincirliAHL sentezinden sorumlu AI 

sentaz geni ) ve Las R ( “transcriptional activator” proteini kodlayan gen) genlerinden 

oluşmaktadır. Bu sistem biyofilm oluşumunu ve Las B elastaz, Las A proteaz, ekzotokzin A 

gibi diğer ekstrasellüler virulans etmenlerinin en uygun düzeyde üretimini kontrol eder (33- 

34). 

 

 İkincil ÇA sistemi olan “rhl sistem” ise; rhl I ( C4 – HSL, AI sentaz geni, kısa zincirli 

AHL) ve rhl R (“transcriptional activator” proteini kodlayan gen)‘ den oluşur. Rhl AB 

operonunun  (operon: yönetici DNA bölgesi) yapımını kontrol eden bu sistemin, rhamnolipid 

üretimi için gerekli olan “rhamnosyltransferase” enziminin sentezlemesini düzenlemesinin 

yanı sıra, Las B elastaz, Las A proteaz, piyosiyanin, siyanid ve alkalen proteazın üretimini de 

düzenlediği bilinmektedir  (Şekil 4). ( 32, 34).    

 

 P. aeruginosa’ da çoğunluğu algılama kontrolünün modeli Şekil 4’ de gösterilmiştir 

(36). 
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Şekil 4: P. aeruginosa’ da çoğunluğu algılama kontrolünün modeli (36. numaralı 

kaynaktan alınmıştır). 

 

 P. aeruginosa’ da tanımlanan lipaz ve proteaz, enfeksiyon süresince yüzeye tutunmayı 

sağlayarak, biyofilm oluşumu için gerekli olan Tip IV pili gibi virülans etmenlerinin 

düzenleyicisi; Esherichia coli‘ de tanımlanan “catabolite repressor protein” (CRP) ile 

homolog olan “Vfr” dir. Virülans etmenlerinin genel düzenleyicisi olarak tanımlanan Vfr, 

lasR ‘ nin kopyalamayı başlatan bölgesine özgün bağlanarak, dolaylı yoldan ÇA sistemlerinin 

kontrolünü yapmaktadır. Değişik sinyaller ile birçok geni harekete geçiren Vfr; LasR’ yi 

harekete geçirerek elastaz ve piyosiyanin üretimini sağlamaktadır (37-  38). 

 

 Durağan dönemde yapılan ve stres yanıtlarının merkezi düzenleyicisi olan RpoS; besin 

azlığı, osmotik basınç, oksidatif stres gibi çeşitli stres etmenlerine karşı birçok genin 

aktivasyonunu tetiklemektedir (39). Yeterli bakteri yoğunluğunda RpoS; rhlI RNA’ sının 

kopyalanmasını düzenlediği gösterilmiştir (40, 41). 

 

 Doğal veya kimyasallardan üretilen baskılayıcı etki gösteren antibiyotikler; diğer canlı 

mikroorganizmaların üremelerini engeller. Tüm antibiyotiklerin makromoleküler hedefleri 

diğer birçok hücresel eleman ile işlevsel etkileşim halindedir. Sub-MİK değerlerinde, birçok 

planktonik 

biyofilm 

Piyosiyanin 
piyoverdin 

rpoS 
kitinaz 
siyanid 
LasB 
Lipaz 
Piyosiyanin 
rhlAB 
sodB 

ppGpp 
Demir 

DİĞER FAKTÖRLER 

Azurin 
Alginat genleri 
katA 
Yapışma hareketi 

apr 
Hemolizin 
KatA 
Las A 
lasB 
sodA 
toxA 
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antibiyotiğin farklı bakterilerde transkriptin büyük bir grubunun oluşumunun artmasına veya 

azalmasına neden olmaktadır. Yüksek antibiyotik yoğunluklarında stres cevaplarının üretildiği 

ve sub-MİK yoğunluklarındaki değişik cevapların uyarıldığı gösterilmiştir (42). 

 

  Fiziksel olarak antibiyotik penetrasyonunun baskılanması ile biyofilmler direncin 

artışına neden olmaktadır (43, 44). Hoffman ve arkadaşları aminoglikozidlerin sub-MİK 

konsantrasyonlarının; ikincil mesajcı olan di siklik GMP (di c-GMP)’ ın metabolizmasında 

gerekli gen bölgesi olan; “aminoglycoside response regulator” (Arr) genini aktive ederek P. 

aeruginosa’ da biyofilm oluşumunu arttırdıklarını göstermişlerdir (45). P. aeruginosa’ da di 

c-GMP metabolizması biyofilm oluşumu, virülans etmenlerinin oluşumu ve antibiyotik 

direnci için gerekli proteinlerin sentezlenmesinde önemlidir (46).  

 

1.6. Karbapenemler: 

Karbapenemler ilk olarak 1976 yılında Streptomyces cattleya tarafından üretilen ve 

“thienamycin adı verilen bileşiğin üzerinde amino ve hidroksil gruplarında değişiklikler 

yapılarak elde edilmiştir. Beta-laktamların en geniş spektrumlusudur. Sefalosporinlerdeki bir 

çift bağ içeren 5 üyeli halka yapısında bir metilenin yerine bir sülfürün geçmesiyle diğer beta-

laktam ajanlardan ayrılır. Beta laktam antibiyotikler gibi peptidoglikan biyosentezi üzerine 

etki göstermektedir. Mikobakteriler, hücre duvarından yoksun organizmalar, nadir 

nonfermentatifler ve Aeromonas dışında Gram pozitif, Gram negatif ve anaerop 

mikroorganizmalarla oluşan hastane infeksiyonları ve toplumdan kazanılmış 

infeksiyonlardaki bakteriyel patojenlere etkilidir. Genişlemiş-spektrumlu beta-laktamaz 

(ESBL) ve AmpC enzimini fazla miktarda üreten GN bakterilere karşı etkinliklerini korurlar. 

(47). İlk bulunan ajan imipenemdir. 1996 yılından sonra ise karbapenem grubunun ikinci 

üyesi olan meropenem kullanıma girmiştir. Meropenem, karbapenem halkasına 1-β-metil 

grubu eklenerek elde edilmiştir. Meropenem, dihidropeptidaz enziminden etkilenmez. Gram 

pozitif, Gram negatif ve anaerop bakterilere karşı etkindir (48). 

 

1.6.1.İmipenem: Bilinen en geniş spektrumlu antibiyotik olan imipenemingram-pozitif, GN, 

aerob ve anaerob mikroorganizmaları içine alan çok geniş biretkinlik kapsamı vardır. Bu 

mikroorganizmaların çoğu için MİK 4mg/L’nin altındadır. Farklı antibiyotik 

kombinasyonlarıyla kıyaslandığında, çeşitli ciddi infeksiyonların tedavisinde son derece etkin 
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bir monoterapötik ajandır ve in vitro olarak imipenem, klinik olarak önem taşıyan bakterilerin 

çoğuna etkilidir (49). 

 

Yapı: Bir beta-laktam halkası içermekle birlikte diğer beta-laktam antibiyotiklerden 

farlı olarak sis konfigürasyonundaki acil amino yan zincirinin yerine trans konfigürasyonunda 

hidroksietil yan zinciri içerir. Trans konformasyonu imipenemin beta-laktamaz dayanıklığını 

sağlar. Penisilin ve sefalosporinlerden farklı olarak a-halkasında sülfür atomunda metilen (-

CH2-) yapısı içerir. Bu yapı karbapenemlerin bakteri hücresindeki hedef proteinlere 

bağlanmasını arttırır. Bu da antibiyotiğin etki spektrumunu genişletir ve antibakteriyel gücünü 

arttırır. Molekül ağırlığının düşük olması bakterinin hücre membranından girişini 

kolaylaştırır. Penem halkasında bulunan alkil tiyo yan zinciri ise Pseudomonas aeriginosa’ya 

etkinliği sağlamaktadır (50). 

 

İmipenem bu olağan üstü geniş etki spektrumuna ve beta-laktamaz direncine karşın, 

böbrekte ileri derecede enzimatik yıkıma uğrar. Metaboliti nefrotoksik bir ajandır. Bu nedenle 

tek başına kullanılamaz. Bir dehidropeptidaz-1 (DHP-1) inhibitörü olan silastatin ile 1/1 

oranında birleştirilerek pazarlanmaktadır. Silastatin sodyum, DHP-1’in kompetitif, reversibl 

ve özgül inhibitörüdür. Silastatinin antibakteriyel etkinliği ya da beta-laktamazlar üzerine 

etkisi yoktur. İmipenemin etkisini antagonize etmez (51, 52) 

 

Etki Mekanizması:  Diğer beta-laktam antibiyotikler gibi bakteri hücre duvar 

sentezini inhibe ederek etki eder, bakterisidaldir. İmipenem gram-pozitif ve GN bakterilerin 

yüksek molekül ağırlıklı PBP’lerine yüksek bir afinite ile bağlanır. Bağlanma ilk önce 

PBP2’ye ve arkasından da PBP1a’ya olur. PBP2’ye bağlanması GN basillerin sferoblastlara 

dönüşmesine neden olur. İlave olarak PBP1’e bağlanması gram-pozitif ve GN bakterilerde 

hücrelerin daha hızlı lizisine yol açar. E.coli’de PBP1a, 1b, 2, 4, 5 ve 6’ya; P.aeruginosa’da 

PBP1a, 1b, 2, 4, 5’e bağlanarak hücre duvar sentezini inhibe eder (53, 54). GN bakterilerde 

dış membrana penetrasyonu da daha fazladır (55). Düşük molekül ağırlığı ve zwitteryonik 

(nötral yük) nedeniyle bakterinin hücre duvarına, penisilin ve sefalosporinlerden daha hızlı 

penetre olur (56). 

 

1.6.2.Meropemem:  İmipenemin aksine insan böbrek dehidropeptidaz I (DHP-1) enzimine 

karşı çok yüksek stabilite gösteren bir karbapenemdir. Klinik olarak önemli olan hemen tüm 

aerobik ve anaerobik bakterilere karşı son derece etkilidir. PBP2, hem imipenemin hem de 
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meropenemin başlıca hedefidir. Ancak meropenem, P.aeruginosa ve E.coli’nin PBP2 ve 

3’üne daha büyük bir afinite gösterir. Meropenem, stafilokoklara ait enzimler ve GN 

bakterilerdeki karbapenemazlar hariç diğer tüm beta-laktamazların hidrolizine karşı 

dayanıklıdır. Karbapenemlerden imipenem, gram-pozitif organizmalara karşı daha etkili 

gözükürken meropenem, GN’lere özellikle de P.aeruginosa’ya daha etkilidir (57, 58) . 

 

Meropenem genel olarak 3.kuşak sefalosporinlerden daha güçlü bir indükleyici 

olmasına karşın, Enterobacter ve P.aeruginosa izolatlarındaki grup 1 betalaktamazlar 

üzerindeki indükleyici etkisi imipeneme göre daha zayıftır (59, 60). Meropenemin 

P.aeruginosa’daki PBP2 ve PBP3’e karşı yüksek afinitesi olmasına rağmen, imipenemin 

afinitesi sadece PBP2’ye karşıdır. Bu durumun, özellikle meropenemin P.aeruginosa üzerinde 

daha güçlü bir etki gösterebilmesinde katkısının olabileceği ifade edilmektedir (61, 62). 

Meropenem için asıl hedef P.aeruginosa’daki PBP3’dür (63). 

 

1.6.3. Ertapenem: Turkiye’de klinik kullanımda iki karbapenem (imipenem/silastatin ve 

meropenem) mevcuttur. İmipenem bobrekte bulunan dihidropeptidaz-I (DHP-I) enzimine 

dayanıksızdır, bu nedenle DHP-1 inhibitoru olan silastatin ile birleştirilmiştir.Ertapenemin 

yapısında bulunan 1β-metil grubu renal DHP-1 enzimine karşı dayanıklılığı sağlar. İmipenem 

ve meropeneme benzer şekilde 6-hidroksietil grubu betalaktamazlara karşı stabiliteyi sağlar. 

İmipenemden farklı olarak C-4 pozisyonunda metil grubu icerir, benzoat anyonik yan zinciri 

ise proteine bağlanmada artış ve serum yarı omrunde uzamaya neden olur (64). 

 

Ertapenem betalaktam antibiyotikler gibi hucre duvar sentezini engelleyerek 

bakterisidal etki gosterir. Ertapenem aerobik gram pozitif mikroorganizmalardan S. aureus, 

Streptococus agalactiae, S. pneumoniae (penisilin duyarlı), S. pyogenes’e etkilidir. Aerobik 

gram negatif mikroorganizmalardan E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp., 

Serratia marcescens, Proteus spp., Salmonella spp., Shigella spp., H. influenzae, Moraxella 

catarrhalis, Neisseria meningitidis ertapeneme duyarlıdır (65, 66). Anaerob 

mikroorganizmalardan Bacteroides fragilis, Bacteroides spp., Clostridium 

clostridioforme,Eubacterium lentum, Peptostreptococcus species, Porphyromonas 

asaccharolytica, Prevotella bivia’ya etkilidir (67- 68). Ertapenem Stenotrophomonas 

maltophila, MRSA ve Enterococcus spp. etkisizdir. (69). Acinetobacter spp. ve Pseudomonas 

spp. meropeneme ve imipeneme gore ertapeneme daha az duyarlıdır (70). 
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Ertapenem penisilinaz, sefalosporinaz, ampC ve genişlemiş spektrumlu betalaktamaz 

(ESBL)’lardan etkilenmez, diğer karbapenemler gibi metallobetalaktamazlara dayanıksızdır. 

Ertapenem proteinlere ozellikle albumine yuksek oranda bağlanır(% 85-95).Proteine 

bağlanma oranı ertapenemin plazma konsantrasyonu ile ilişkilidir, Ertapenem konsantrasyonu 

<100 mg/L iken proteine bağlanma % 95,300 mg/L iken ise % 85’dir. 1 gram IM uygulama 

sonrası 2- 3 saatte tepe duzeyine ulaşır (64- 65). Ertapenem başlıca bobrekler aracılığı ile 

atılır. Plazma yarı omru 4 saattir (69). Hemodializ ile ertapenemin % 30’u uzaklaştırılır. 

Hepatik metabolizması yoktur. 1 gram IV uygulama sonrası % 10’u dışkı ile atılır (70). 
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2. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

1.1. Besiyerleri  

1. Mueller Hinton Broth Besiyeri (Oxoid) 

2. Louria Bertani Agar (Oxoid) 

3. Louria Bertani Broth (Oxoid) 

4. Skim Milk (Applichem) 

5. Nutrient Agar (Applichem) 

6. RPMI 1640 (Biochrom) 

7. Fetal Bovine Serum (Biochrom) 

8. Penicilin/ Streptomycin (Biochrom)  

9. L- Glutamine (Biochrom) 

 

1.2. Kimyasal Maddeler ve Boyalar 

1. İmipenem 

2. Meropenem 

3. Ertapenem 

4. Hoechst 33342 (Applichem) 

6. Popidium iodide (Applichem) 

7. Nphthyethylene-diamine dihydrochloride (Applichem) 

8. O- phosphoric asit içinde sulfanilamide (Applichem) 

 

1.3. Çalışmada Kullanılan Bakteriler 

 

Las mutant Pseudomonas aeruginosa, rhl mutant Pseudomonas aeruginosa ve standart 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 suşlarının Pseudomonas aeruginosa suşları kullanıldı.  

ÇA yanıtlarını göstermek için rhl sisteminin çalıştığını gösteren suş olan 

Choromobacterium violaceum (CV026); las sisteminin çalıştığını gösteren suş olan 

Agrobacterium tumafaciens (A136) suşları kullanıldı. 



 15

2.4.  Invitro yöntemler 

2.4.1.Mikro Dilusyon Yöntemi ile MİK ve Sub-MİK’larının Belirlenmesi 

 

Her suş için imipenem, meropenem ve ertapenem antibiyotiklerinin MİK değerleri, 

mikrodilusyon yöntemi ile katyon eklenmiş Mueller Hinton Broth (MHB) besiyerinde 

saptandı. Bakteriler McFarland (McF) 0. 5 (1, 5 x 108 hücre/mL)’ e eşit bulanıklıkta 

hazırlandı. ELISA mikro plaklarındaki kuyucuklara önce MHB besiyerinden eşit miktarlarda 

dağıtılıp, daha sonra antibiyotiklerin iki kat dilusyonları ve son olarak da bakteri 

süspansiyondan dağıtıldı. Plaklar 18 saat 37°C’ de inkübe edildikten sonra 450 nm’ de 

spektrofotometrik (Multiskan FC.1.00.75, SN: 357- 00097)olarak değerlendirildi (71, 72). 

2.4.2. Biyofilm Oluşumlarının Belirlenmesi Yöntemi  

 

Las mutant Pseudomonas aeruginosa, rhl mutant Pseudomonas aeruginosa ve standart 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 suşlarının imipenem, meropenem ve ertapenem 

antibiyotiklerine karşı MİK’ lerinin belirlendiği mikropleytler boşaltıldı. PBS ile üç kez 

planktonik formu uzaklaştırmak için yıkandıktan sonra % 1’ lik kristal viyole uygulayarak 30 

dakika oda sıcaklığında bekletildi. Tekrar PBS ile üç kez yıkayıp, % 70’ lik etil alkol 

uygulayarak 30 dakika oda sıcaklığında bekletilip, 450 nm’ de spektrofotometrik (Multiskan 

FC.1.00.75, SN: 357- 00097)olarak değerlendirilmiş ve besiyerinin iki katı absorbans 

değerleri biyofilm pozitif olarak kabul edilmiştir (73).  

2.4.3. Suşların Çoğunluğu Algılama yanıtlarının Değerlendirilmesi 

 

  Louria Bertani Agar (LBA) dökülen 96 çukurlu ELİSA mikro plakların LBB’ da 30 

°C 18 saat inkube edilip McF 0.5’ e eşit bulanıkta ayarlanan Chromobacterium violaceum( rhl 

sistemini görüntülemek (C4- HSL) için) ve Agrobacterium tumafaciens (Las sistemini (3- 

oxo-C12-HSL) göstermek için) ile birlikte antibiyotiklerin (imipenem, meropenem ve 

ertapenem) belirlenen MİK,  %50 MİK ve % 25 MİK değerleri ile karşılaşmış las mutant 

Pseudomonas aeruginosa, rhl mutant Pseudomonas aeruginos ve standart Pseudomonas 

aeruginosa PAO1 suşlarından eşit miktarda ekilerek 37 °C’ de 36 saat inkube edilerek 

değerlendirilmeleri yapıldı. AHL varlığı makroskobik olarak değerlendirildi. “mavi- yeşil” 

renk görülmesi pozitif olarak kabul edildi (74). 
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 2.5. Ex vivo yöntemler 

2.5.1. Hücre kültürü – Enfeksiyon modeli 

  HEp- 2 hücre hattı RPMI 1640 medium, %5 fetal bovin serum (FBS), %1 L- glutamin, 

%1 penisilin-streptomisin eklenerek %5 CO2’li etüvde 370C’ de inkübe edilecek, ertesi gün 

tripsinizasyon ile pasajlanan hücreler 96’lık plate’lere %80 yoğunlukta (8x104) kaplayacak 

şekilde alındı. 

 

 Plate’lerde %80 yoğunlukta hazırlanan hücrelerin üzerine m.o.i 100:1 olmak üzere; las 

mutant Pseudomonas aeruginosa, rhl mutant Pseudomonas aeruginosa  ve standart 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 suşları eklenmiştir (73). Daha sonra   imipenem 

,meropenem, ertapenem antibiyotiklerinin MİK ve sub-MİK yoğunlukları eklenerek inkübe 

edilip, bakterilerin biyofilm ve ÇA yanıtları, hücrelerin de apoptoz/nekroz, NO, yanıtları 

değerlendirildi.  

2.5.2. Apoptozis – Nekroz 

 Pseudomonas aeruginosa suşları ile enfekte edilen hücrelerde oluşacak olası apoptoz; 

Hoechst 33342 (HOE) ve propidium iodide (PI) ile belirlendi. HOE; çift sarmallı 

DNA’ların AT’DEN zengin bölgelerine özgün vital bir boyadır. Bu iki boyanın kullanımı, 

hücre duvarının geçirgenlikleri arasındaki farklılıklara dayanır. Ölü hücreler bu boyalara 

geçirgendir, ancak canlı hücreler her iki boyayı da dışarı pompalar. Apoptotik hücreler ise 

PI’ i atabilmesine rağmen HOE boyasını atamazlar. İnkubasyon sonunda hücreler fiske 

edildi ve HOE ile boyandı ve üç kez PBS ile yıkandıktan sonra PI boyası hemen 

mikroskopiden önce eklendi. Hücreler eksitasyon dalga boyu 330 nm ve bariyer filtresi olan 

420 nm floresan mikroskop (Leica DMIL, Leica Microsystems Type 1130702071/ BZ.01) 

ile sayıldı (75). 

2.5.3. NO yanıtları 

     iNOS ile üretilen nitrit, Griess ile ölçülmektedir. Nitrit, nitrit oksitin hızlı oksidayonu 

sonucunda meydana gelmektedir. Nitritin ölçümü için; 100 µL ‘lik örnekler, 100 µL eşit 

hacimdeki Griess Reagent ( A: naphthyethylene-diamine dihydrochloride, %0.1,5 mM; B: 

o-phosphoric asit içinde sulfanilamide, % 1,5 mM ) ile 96’lık mikrotitre plaklarında 

karıştırılıp (Maxisorb Immunoplate, NUNC) ve 10 dakika oda sıcaklığında bekledikten 
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sonra 540 nm’ de plaklar okutuldu. ( spektro model system, Holland) sodyum nitritin iki kat 

sulandırımları ile de standart eğri çizdirilerek, değerler saptandı (76). 
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3. BULGULAR 

3.1 Pseudomonas aeruginosa Suşlarının İmipenem, Meropenem, Ertapenem 

Antibiyotiklerinin Minimum İnhibisyon Konsantrasyon Değerleri   

 

 Standart Pseudomons aeruginosa PAO1 ve Las mutant P. aeruginosa suşlarının 

imipenem ve meropenem antibiyotikleri için MİK değerleri aynı olup sırasıyla 8, 0. 5 µg/ mL 

olarak bulunmuştur. Rhl mutant P. aeruginosa suşunun imipenem ve meropenem 

antibiyotikleri için MİK değeri ise 1 µg/ mL olarak belirlenmiştir. Ertapenem antibiyotiği için 

ise las mutant ve rhl mutant P. aeruginosa suşları için aynı olup 4 µg/ mL, standart PAO1 

suşu için ise 2 µg/ mL olarak bulunmuştur (Tablo 1). 

 

 İmipenem antibiyotği için standart P. aeruginosa PAO1 ve Las mutant P. aeruginosa 

suşları orta duyarlı, rhl mutant P. aeruginosa suşu duyarlıdır. Meropenem ve ertapenem 

antibiyotikleri için her üç suşta duyarlıdır.  

3.2 Pseudomonas aeruginosa Suşlarının Karbapenemler (İmipenem, Meropenem, 

Ertapenem) Etkisinde ve Enfeksiyon modeli uygulandıktan sonra Hücreden İzole edilen 

Pseudomonas aeruginosa suşlarının Çoğunluğu Algılama Yanıtları  

 

Las mutant Pseudomonas aeruginosa, rhl mutant Pseudomonas aeruginosa  ve 

standart Pseudomonas aeruginosa PAO1 suşlarının in vitro ve ex vivo uygulamalarda 

imipenem, meropenem ve ertapenemin MİK, % 50 MİK ve % 25 MİK yoğunluklarında ÇA 

sistemlerin çalışmasının aynı olduğu, değişmediği belirlenmiştir. 

 

İmipenem etkisinde standart P. aeruginosa PAO1 suşunun ÇA sistemlerinden las 

sistemin sadece MİK değerinde çalışıp, % 50 MİK ve % 25 MİK değerlerinde çalışmadığı; rhl 

sisteminin ise sadece % 50 MİK ve %25 MİK değerlerinde çalıştığı gösterilmiştir. 

Meropenem ve ertapenemin MİK, % 50 MİK ve %25 MİK değerlerinde standart P. 

aeruginosa PAO1 suşunun her iki ÇA sisteminin de çalıştığı belirlenmiştir (Tablo 2). 

 

 İmipenem, meropenem ve ertapenemin MİK, % 50 MİK ve % 25 MİK değerlerinde 

Las mutant P. aeruginosa suşunun rhl sistemi çalışırken las sitemin çalışmadığı gösterilmiştir. 

rhl mutant P. aeruginosa  suşunun ise imipenem, meropenem ve ertapenemin MİK, % 50 
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MİK ve % 25 MİK değerlerinde rhl sistemi çalışırken, las sisteminin çalışmadığı görülmüştür 

(Tablo 2).  

3.3. Pseudomonas aeruginosa Suşlarının Karbapenemler (İmipenem, Meropenem, 

Ertapenem )Etkisinde ve Enfeksiyon modeli uygulandıktan sonra Hücreden İzole edilen 

Pseudomonas aeruginosa suşlarının Biyofilm Yanıtları 

 

Las mutant Pseudomonas aeruginosa, rhl mutant Pseudomonas aeruginosa  ve 

standart Pseudomonas aeruginosa PAO1 suşlarının in vitro ve ex vivo uygulamalarda 

imipenem, meropenem ve ertapenemin MİK, % 50 MİK ve % 25 MİK yoğunluklarında 

biyofilm oluşturdukları belirlenmiştir. 

 

Las mutant ve rhl mutant P. aeruginosa suşlarının imipenemin MİK, % 50 MİK ve % 

25 MİK değerlerinde biyofilm oluşturduğu gözlenirken, standart P. aeruginosa PAO1 

suşunun imipenemin sadece % 25 MİK değerinde biyofilm oluşturup, MİK ve % 50 MİK 

değerinde oluşturmadığı gözlenmiştir (Tablo 3). 

 

Her üç P. aruginosas suşunun meropenemin % 50 MİK ve % 25 MİK değerlerinde 

biyofilm oluştururken, MİK değerinde oluşturmadığı belirlenmiştir (Tablo 3). 

 

Standart P. aeruginosa PAO1 ve rhl mutant P. aeruginosa  suşlarının ertapenemin 

MİK, % 50 MİK ve % 25 MİK değerlerinde biyofilm oluşturduğu görülürken, las mutant P. 

aeruginosa  ertapenemin  % 50 MİK ve % 25 MİK değerlerinde biyofilm oluşturup, MİK de 

oluşturmadığı belirlenmiştir (Tablo 3).  

3.4. Pseudomonas aeruginosa ile enfekte edilen ve Karbapenem (İmipenem, Meropenem, 

Ertapenem )grubu antibiyotik uygulanan HEp- 2 hücre dizisindeki NO Yanıtlarının 

Değerlendirilmesi 

 

Bakteri ile enfekte edilmeyen ve antibiyotik uygulaması yapılmayan, HEp- 2 hücre 

dizisinin NO yanıtı; 15 µM olarak belirlenmiştir. Sadece standart Pseudomonas aeruginosa 

PAO1, las mutant Pseudomonas aeruginosa ve rhl mutant Pseudomonas aeruginosa ve 

suşları ile enfekte edip, antibiyotik uygulanmayan hücre dizilerinde meydana gelen NO 

yanıtları sırasıyla 45. 2 µM, 38. 0 µM ve 55. 7 µM olduğu gösterilmiştir (Tablo 4).  
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Standart Pseudomonas aeruginosa PAO1 suşu ile enfekte HEp- 2 hücre dizilerine 

imipenemin MİK, % 50 MİK ve % 25 MİK yoğunlukları uygulandığında gözlenen NO 

yanıtları sırasıyla 63. 3 µM, 64. 4 µM ve 71. 7 µM; meropenemin MİK, % 50 MİK ve % 25 

MİK yoğunlukları uygulandığında 63. 6 µM, 65. 3 µM, 63. 3 µM; ertapenemin MİK, % 50 

MİK ve % 25 MİK yoğunlukları uygulandığında ise; 55. 9 µM, 65. 3 µM ve 67. 5 µM olarak 

bulunmuştur (Tablo 4).  

 

Las mutant Pseudomonas aeruginosa suşu ile enfekte HEp- 2 hücre dizilerine 

imipenemin MİK, % 50 MİK ve % 25 MİK yoğunlukları uygulandığında gözlenen NO 

yanıtları sırasıyla 58. 8 µM, 53. 7 µM ve 51. 7 µM; meropenemin MİK, % 50 MİK ve % 25 

MİK yoğunlukları uygulandığında 73. 8 µM, 53. 2 µM, 49. 8 µM; ertapenemin MİK, % 50 

MİK ve % 25 MİK yoğunlukları uygulandığında ise; 63. 6 µM, 53. 0 µM ve 50. 3 µM olarak 

bulunmuştur (Tablo 4).  

 

Rhl mutant Pseudomonas aeruginosa suşu ile enfekte HEp- 2 hücre dizilerine 

imipenemin MİK, % 50 MİK ve % 25 MİK yoğunlukları uygulandığında gözlenen NO 

yanıtları sırasıyla 59. 3 µM, 63. 6 µM ve 50. 3 µM; meropenemin MİK, % 50 MİK ve % 25 

MİK yoğunlukları uygulandığında 58. 1 µM, 51. 7 µM, 51. 4 µM; ertapenemin MİK, % 50 

MİK ve % 25 MİK yoğunlukları uygulandığında ise; 56. 8 µM, 51. 7 µM ve 60. 8 µM olarak 

bulunmuştur (Tablo 4). 

3. 5. Pseudomonas aeruginosa ile enfekte edilen ve Karbapenem (İmipenem, 

Meropenem, Ertapenem) grubu antibiyotik uygulanan HEp- 2 hücre dizisindeki 

Apoptoz-Nekroz Yanıtlarının Değerlendirilmesi 

 Standart Pseudomonas aeruginosa PAO1 suşu  ile enfekte edilen HEp- 2 hücresi 18 

saatlik inkübasyon sonunda değerlendirildiğinde hücre sayısının azaldığı ve kalan  hücrelerin 

% 90’ ında nekroz kalan % 10 ise apoptoz  meydana geldiği belirlenmiştir (Şekil 1).  Rhl 

mutant Pseudomonas aeruginosa PAO1 suşu  ile enfekte hücreler de % 70 oranında nekroz, 

% 30 oranında apoptoz görülürken, las mutant Pseudomonas aeruginosa PAO1 suşu  ile 

enfekte HEp- 2 hücrelerinde hücrelerin büyük ölüçüde azaldığı ve kalan hücrelerin % 50 ‘ 

inde nekroz % 50’ inde ise apoptoz meydana geldiği belirlenmiştir (Şekil 3). Yapılan 

değerlendirmeler sonucunda standart Pseudomonas aeruginosa PAO1 ve las mutant 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 suşu ile enfekte HEp- 2 hücrelerinde biyofilm benzeri 
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yapılar gözlenmiştir. Bakteri ile enfekte edilmeyen HEp- 2 hücrelerinin 18 saatlik inkübasyon 

sonunda canlı olduğu belirlenmiştir (Şekil 4).  

  

 Ertapenemin MİK konsantrasyonun uygulandığı standart Pseudomonas aeruginosa 

PAO1 suşu  ile enfekte HEp- 2 hücresinde % 5 oranında nekroz, % 25 oranında apoptoz 

meydana gelirken geriye kalan hücrelerin canlılıklarını devam ettirdiği belirlenmiştir (Şekil 

5). Aynı suş ile enfekte hücre dizisine ertapenemin % 50 MİK konsantrasyonu 

uygulandığında ise hücre sayısının bir önceki dilusyona göre belirgin oranda azaldığı ve 

hücrelerin % 50’ inde nekroz, % 50’ inde apoptoz meydana geldiği gözlenmiştir (Şekil 6).  

Ertapenemin % 25 MİK konsantrasyonu uygulandığında ise hücre sayısının oldukça azaldığı 

ve kalan hücrelerde nekroz meydana geldiği görülmüştür (Şekil 7).  

 

Rhl mutant Pseudomonas aeruginosa PAO1 suşu ile enfekte hücrelere ertapenemin 

MİK konsantrasyonu uygulandığında hücre sayısının azaldığı fakat kalan hücrelerde apoptoz 

meydana geldiği belirlenmiştir (Şekil 8). Aynı suş ile enfekte hücrelere ertapenemin % 50 

MİK ve % 25 MİK konsantrasyonları uygulandığında hiç hücre kalmadığı gözlenmiştir.  

 

Las mutant Pseudomonas aeruginosa PAO1 suşu  ile enfekte hücrelere ertapenemin 

MİK konsantrasyonu uygulandığında % 5 oranında nekroz, % 25 oranında apoptoz meydana 

gelirken diğer hücrelerin canlı oldukları görülmüştür (Şekil 9). Aynı suş ile enfekte hücrelere 

ertapenemin % 50 MİK ve % 25 MİK konsantrasyonları uygulandığında hiç hücre kalmadığı 

gözlenmiştir.  

 

İmipenemin MİK konsantrasyonun uygulandığı standart Pseudomonas aeruginosa 

PAO1 suşu ile enfekte HEp- 2 hücresinde % 6 oranında nekroz, % 20 oranında apoptoz 

meydana gelirken geriye kalan hücrelerin canlılıklarını devam ettirdiği belirlenmiştir (Şekil 

10). Aynı suş ile enfekte hücre dizisine imipenemin % 50 MİK konsantrasyonu 

uygulandığında ise hücrelerin % 80’ inde nekroz, % 20’ inde apoptoz meydana geldiği 

gözlenmiştir (Şekil 11).  İmipenemin % 25 MİK konsantrasyonu uygulandığında ise hücre 

sayısının oldukça azaldığı ve kalan hücrelerde nekroz meydana geldiği görülmüştür. Ayrıca 

bu enfekte bu hücrelerde biyofilm benzeri yapı oluştuğu gözlenmiştir (Şekil 12).  

 

Las mutant Pseudomonas aeruginosa PAO1 suşu ile enfekte hücrelere imipenemin 

MİK konsantrasyonu uygulandığında hücrelerde % 25 oranında nekroz, % 35 oranında 
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apoptoz meydana gelirken geriye kalan hücrelerin canlılıklarını devam ettirdiği belirlenmiştir 

(Şekil 13). Enfekte hücre dizisine imipenemin % 50 MİK konsantrasyonu uygulandığında ise 

hücrelerin uygulandığında % 7 oranında nekroz, % 45 oranında apoptoz meydana gelirken 

diğer hücrelerin canlı oldukları görülmüştür  (Şekil 14).  Aynı suş ile enfekte hücrelere 

imipenemin % 25 MİK konsantrasyonları uygulandığında hiç hücre kalmadığı gözlenmiştir.  

 

Rhl mutant Pseudomonas aeruginosa PAO1 suşu  ile enfekte hücrelere imipenemin 

MİK konsantrasyonu uygulandığında % 20 oranında nekroz ve % 80 oranında apoptoz 

meydana geldiği belirlenmiştir. (Şekil 15).  Enfekte hücrelere imipenemin % 50 MİK ve % 25 

MİK konsantrasyonları uygulandığında hiç hücre kalmadığı gözlenmiştir.  

 

Meropenemin MİK konsantrasyonun uygulandığı standart Pseudomonas aeruginosa 

PAO1 suşu ile enfekte HEp- 2 hücresi sayısında azalma olduğu ve % 10 oranında nekroz, % 

45 oranında apoptoz meydana gelirken geriye kalan hücrelerin canlılıklarını devam ettirdiği 

belirlenmiştir (Şekil 16). Aynı suş ile enfekte hücre dizisine meropenemin % 50 MİK 

konsantrasyonu uygulandığında ise hücrelerin % 40’ inde nekroz, % 45’ inde apoptoz 

meydana geldiği ve geri kalan hücrelerin canlı oldukları gözlenmiştir (Şekil 17).  

Meropenemin % 25 MİK konsantrasyonu uygulandığında ise hücre sayısının oldukça azaldığı 

ve % 30 oaranında nekroz gözlenirken kalan hücrelerde nekroz meydana geldiği görülmüştür 

(Şekil 18).  

 

Las mutant Pseudomonas aeruginosa PAO1 suşu ile enfekte hücrelere meropenemin 

MİK konsantrasyonu uygulandığında HEp- 2 hücresinde % 2 oranında nekroz, % 40 oranında 

apoptoz meydana gelirken geriye kalan hücrelerin canlılıklarını devam ettirdiği belirlenmiştir 

(Şekil 19). Aynı suş ile enfekte hücrelere meropenemin % 50 MİK ve % 25 MİK 

konsantrasyonları uygulandığında hiç hücre kalmadığı gözlenmiştir.  

 

Rhl mutant Pseudomonas aeruginosa PAO1 suşu  ile enfekte hücrelere meropenemin 

MİK konsantrasyonu uygulandığında % 20 oranında apoptoz meydana geldiği ve kalan diğer 

hücrelerin canlı olduğu belirlenmiştir. (Şekil 20 ).  Enfekte hücrelere meropenemin % 50 MİK 

ve % 25 MİK konsantrasyonları uygulandığında hiç hücre kalmadığı gözlenmiştir.  

 

Standart suşla enfekte edilen hücrelerde yaygın hücre  ölümü  oluşuyor. Bu  deneylerin  

doğru oluşturulduğunu gösteren bir iç kontrol sonucudur. Rhl mutant suşta nekroz (ölüm) 
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oranı azalırken, nekroz oranı las mutantta daha düşük olmaktadır. Ayrıca standart suş ve las 

mutant suşta biyofilm benzeri yapılar gözlenmiştir. Bu sonuç çok ilginçtir, çünkü in vivo (ex 

vivo) biyofilm sonucu, biyotik ortamda gösterimi çok zordur. 

 

Ertapenem uygulamasında MİK’te nekroz oranı düşerken,sub MİK düzeylerinde 

nekroz oranı artmaktadır. Bu da ilginç bir sonuçtur,çünkü ertapenem rutin olarak,yan etkileri 

nedeniyle,Pseudomonas enfeksiyonları tedavisinde kullanılmaz. Rhl mutant ve las mutant 

suşlarda ertapenem uygulama sonuçları da farklıdır. 
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Tablo 1: Pseudomonas aeruginosa Suşlarının İmipenem, Meropenem, Ertapenem 

Antibiyotiklerinin Minimum İnhibisyon Konsantrasyon Değerleri   

 

 İMİPENEM MEROPENEM ERTAPENEM 

PAO1 8 µg/ mL 0. 5 µg/ mL 2 µg/ mL 

Las mutant  

P. aeruginosa 

8 µg/ mL 0. 5 µg/ mL  4 µg/ mL 

Rhl mutant  

P. aeruginosa 

1 µg/ mL 1 µg/ mL 4 µg/ mL 
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Tablo 2 Pseudomonas aeruginosa Suşlarının Karbapenemler (İmipenem, Meropenem, 

Ertapenem) Etkisinde ve Enfeksiyon modeli uygulandıktan sonra Hücreden İzole edilen 

Pseudomonas aeruginosa suşlarının Çoğunluğu Algılama Yanıtları  

 

 

ANTİBİYOTİK 

 

 

 SUŞLAR 

 

 

 

ÇA 

 

 

MİK 

 

% 50 

X MİK 

 

% 25 

X MİK 

 

 

KONTROL 

las + - - + PAO1 

rhl - + + + 

las - - - - Las 

mutant rhl + + + + 

las - + + + 

 

 

İMİPENEM 

Rhl 

mutant rhl - + + - 

las + + + + PAO1 

rhl + + + + 

las - - - - Las 

mutant rhl + + + + 

las - + + + 

 

 

MEROPENEM 

Rhl 

mutant rhl - + + - 

las + + + + PAO1 

rhl + + + + 

las - - - - Las 

mutant rhl + + + + 

las - + + + 

 

 

ERTAPENEM 

Rhl 

mutant rhl - + + - 
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Tablo 3. Pseudomonas aeruginosa Suşlarının Karbapenemler (İmipenem, Meropenem, 

Ertapenem) Etkisinde ve Enfeksiyon modeli uygulandıktan sonra Hücreden İzole edilen 

Pseudomonas aeruginosa suşlarının Biyofilm Yanıtları 

 

ANTİBİYOTİK 

 

SUŞLAR 

 

 

MİK 

 

% 50 

X MİK 

 

% 25 

X MİK 

 

 

KONTROL 

PAO1 - - + + 
Las mutant + + + + 

 

 

 

İMİPENEM Rhl  

mutant 
+ + + + 

PAO1 - + + + 

Las mutant - + + + 

 

 

MEROPENEM 

Rhl  

mutant 
- + + + 

PAO1 + + + + 

Las mutant - + + + 

 

 

ERTAPENEM 

Rhl  

mutant 
+ + + + 
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 Tablo 4. Pseudomonas aeruginosa ile enfekte edilen ve Karbapenem (İmipenem, 

Meropenem, Ertapenem) grubu antibiyotik uygulanan HEp- 2 hücre dizisindeki NO 

Yanıtlarının Değerlendirilmesi 

ANTİBİYOTİK  

SUŞLAR 

 

 

MİK 

 

% 50 

X MİK 

 

% 25 

X MİK 

 

KONTROL 

PAO1 63. 3 µM 64. 4 µM 71, 7 µM 45. 2µM 

Las mutant 58. 8 µM 53. 7 µM 57. 7 µM 38.0 µM 

 

 

 

İMİPENEM Rhl mutant 59. 3 µM 63. 6 µM 50. 3 µM 55. 7 µM 

PAO1 63. 6 µM 65. 3 µM 63. 3 µM 45. 2µM 

Las mutant 73. 8 µM 53. 2 µM 49. 8 µM 38.0 µM 

 

 

MEROPENEM 

Rhl mutant 58. 1 µM 51. 7 µM 51. 4 µM 55. 7 µM 

PAO1 55. 9 µM 65. 3 µM 67. 5 µM 45. 2µM 

Las mutant 63. 6 µM 53. 0 µM 50. 3 µM 38.0 µM 

 

 

ERTAPENEM 

Rhl mutant 56. 8 µM 51. 7 µM 60. 8 µM 55. 7 µM 

 

* HEp- 2 hücre dizisinin bakteri ve antibiyotik uygulaması olmaksızın NO yanıtı: 15 µM 
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Şekil 1:  Standart Pseudomonas aeruginosa PAO1 suşu ile enfekte edilmiş HEp- 2 hücre 

dizisinin apoptoz- nekroz değerlendirmesi 

 
 

Şekil 2: rhl mutant Pseudomonas aeruginosa suşu ile enfekte edilmiş HEp- 2 hücre dizisinin 

apoptoz- nekroz değerlendirmesi 
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Şekil 3: las mutant Pseudomonas aeruginosa suşu ile enfekte edilmiş HEp- 2 hücre dizisinin 

apoptoz- nekroz değerlendirmesi 

 

 
Şekil 4: HEp- 2 hücresi 
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Şekil 5: StandartPseudomonas aeruginosa PAO1 ile enfekte HEp- 2 hücresinde ertapenemin 

MİK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz değerlendirmesi  

 

 
 
Şekil 6:  Standart Pseudomonas aeruginosa PAO1 ile enfekte HEp- 2 hücresinde ertapenemin  

% 50 MİK konsantrasyonu  etkisinde apoptoz- nekroz değerlendirmesi 
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Şekil 7: StandartPseudomonas aeruginosa PAO1 ile enfekte HEp- 2 hücresine ertapenemin 

% 25 MİK konsantrasyonu  etkisinde apoptoz- nekroz değerlendirmesi 

 
 
Şekil 8: Las mutant Pseudomonas aeruginosa   ile enfekte HEp- 2 hücresinde ertapenemin 

MİK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz değerlendirmesi 
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Şekil 9: Rhl mutant Pseudomonas aeruginosa  ile ile enfekte HEp- 2 hücresinde ertapenemin 

MİK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz değerlendirmesi 

 
 
Şekil 10:  Standart Pseudomonas aeruginosa PAO1 ile enfekte HEp- 2 hücresinde 

imipenemin MİK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz değerlendirmesi 
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Şekil 11: Standart Pseudomonas aeruginosa PAO1 ile enfekte HEp- 2 hücresinde 

imipenemin % 50 MİK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz değerlendirmesi 

 
 
Şekil 12: Standart  Pseudomonas aeruginosa PAO1 ile enfekte HEp- 2 hücresinde 

imipenemin % 25 MİK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz değerlendirmesi 
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Şekil 13: Las mutant Pseudomonas aeruginosa  ile enfekte HEp- 2 hücresinde imipenemin 

MİK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz değerlendirmesi 

 
 
Şekil 14: : Las mutant Pseudomonas aeruginosa  ile enfekte HEp- 2 hücresinde imipenemin 

% 50 MİK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz değerlendirmesi 
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Şekil 15: : Rhl mutant Pseudomonas aeruginosa  ile enfekte HEp- 2 hücresinde imipenemin 

MİK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz değerlendirmesi 

 
 

Şekil 16:  Standart Pseudomonas aeruginosa PAO1 ile enfekte HEp- 2 hücresinde 

meropenemin MİK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz değerlendirmesi 



 36

 
 

Şekil 17: Standart Pseudomonas aeruginosa PAO1 ile enfekte HEp- 2 hücresinde 

meropenemin  % 50 MİK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz değerlendirmesi 

 
 

Şekil 18: Standart Pseudomonas aeruginosa PAO1 ile enfekte HEp- 2 hücresinde 

meropenemin % 25 MİK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz değerlendirmesi 
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Şekil 19: Las mutant Pseudomonas aeruginosa  ile enfekte HEp- 2 hücresinde meropenemin 

MİK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz değerlendirmesi 

 
 

Şekil 20: Rhl mutant Pseudomonas aeruginosa  ile enfekte HEp- 2 hücresinde meropenemin 

MİK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz değerlendirmesi 
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4. TARTIŞMA 

 

         Çoğunluğu algılama, lokal bakteri yoğunluğu ile gen sunumu düzenlenmesi arasında 

bağlantıyı sağlayan bakteri içi sinyal ileti sistemidir. Algılama, bir bakteri popülasyonunun 

gen sunumunu, beraber lokalize olan bakteri sayısına bağımlı olarak koordine etmesine 

olanak verir. Çoğunluğu algılama, en çok üzerinde çalışılan P.aeruginosa olmak üzere, 

virülans gen sunumunu koordine etmek için bazı patojenler kullanır. Böylece bakteri 

toplulukları, sadece kritik düzeyde bakteri kütlesi bulunduğu zaman virülans davranış 

benimserler (77- 78). 

 

         Biyofilm yapıları bakteri topluluklarının bir yüzeye tutunmasını sağlarlar ve kendi 

salgıladığı ekzopolisakkarid matrix ile çevrelenmiştirler. Biyofilm oluşturma yeteneğindeki 

bakteriler serbest yaşayan veya plantonik formlarda olamak üzere iki form olarak biyofilmin 

içinde bulunabildiği gösterilmiştir (79, 80). 

 

         Biyofilmler, antibiyotikleri de içeren çeşitli fiziksel ve kimyasal ajanlara karşı 

dirençlidirler. Biyofilm oluşturan önemli patojenler arasında S.aureus, koagülaz negatif 

Staphyloccocci, P. aeruginosa sayılabilmektedir. Biyofilmler, intravasküler kateterler, üriner 

kateterler, endotrakeal tüpler, ve prostetik kalp kapaklarının sebep olduğu infeksiyon ve 

bakteri kolonizasyonunda önemli rol alır (81). 

 

        Biyofilm içinde palnktonik formda buluna bakteriler in vitro ortamda duyarlı olarak 

belirlenmesine karşın,   biyofilm içindeki bakteri, antibiyotiklere karşı dirençli oldukları 

gösterilmiştir. Antibiyotiklere karşı biyofilmin dirençli olmasının nedenleri arasında en çok 

biyofilm matriks içerisine antibiyotik penetrasyonunda azalma ve matabolik olarak inaktif 

dormant hücre bulunması gibi faktörler öne çıkmaktadır. Antibiyotiklere karşı biyofilm 

kaynaklı infeksiyonlardaki fonksiyonel direnç, infeksiyon bölgesinden infekte materyalin 

uzaklaştırılmasının önemini açıklamaktadır (15, 81). 

 

 P. aeruginosa’ da biyofilm oluşumlarının hücreden hücreye sinyal iletim sistemi olan 

ÇA sistemleri ile kontrol edildiği belirlenmiştir. Hücre yoğunluğuna bağlı olarak etkinleşen 

ÇA sistemleri; ışıma, plazmid taşınımı ve farklı virülans etmenlerinin üretimi gibi bakterinin 

farklı metabolik etkinliklerini kontrol etmektedir(21, 23). ÇA sistemleri, kendi kendini uyarıcı 
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sentezinden sorumlu gen bölgesi (LasI ve Rhl I) ve transkripsiyonal düzenleyici (Las R ve 

Rhl R) olmak üzere iki bileşenden oluşmaktadır. Fırsatçı patojen P. aeruginosa’ da LasI / R; 

RhlI / R ve Pseudomonas kinolon sinyalleme (PQS: Pseudomonas Quinolone Signalling) 

olmak üzere üç ÇA sistemi vardır. Bunlardan ikisi; LasI/ R sistemi; “N-(3-oxododecanoly)-L-

AHL” (3OC12- HSL) sinyal molekülü ile rhlI/R sistemi ise ”N-butryl-L-AHL” (C4- HSL) 

sinyal molekülü ile çalışmaktadır. Bakteri sayısına bağlı olarak üretilen bu sinyal molekülleri 

yeterli yoğunluğa ulaştığında bazı genlerin uyarımı gerçekleşmektedir (82, 83).  

 

 Çalışmamızda kullandığımızda imipenem, meropenem ve ertapenemin MİK, % 50 

MİK ve % 25 MİK değerlerinde Las mutant P. aeruginosa suşunun rhl sistemi çalışırken las 

sitemin çalışmadığı gösterilmiştir. rhl mutant P. aeruginosa suşunun ise imipenem, 

meropenem ve ertapenemin MİK, % 50 MİK ve % 25 MİK değerlerinde rhl sistemi 

çalışırken, las sisteminin çalışmadığı görülmüştür. İmipenem etkisinde standart P. aeruginosa 

PAO1 suşunun ÇA sistemlerinden las sistemin sadece MİK değerinde çalışıp, % 50 MİK ve 

% 25 MİK değerlerinde çalışmadığı; rhl sisteminin ise sadece % 50 MİK ve %25 MİK 

değerlerinde çalıştığı gösterilmiştir. Meropenem ve ertapenemin MİK, % 50 MİK ve %25 

MİK değerlerinde standart P. aeruginosa PAO1 suşunun her iki ÇA sisteminin de çalıştığı 

belirlenmiştir. Bu sonuçlar; P. aeruginosa’ nın kullandığı las ve rhl olmak üzere iki ÇA 

sisteminin çalışmasının, suşta her iki sistemin varlığında imipenemin MİK ve sub-MİK 

yoğunluklarında baskılanabildiği veya uyarılabildiğini göstermektedir. Meropenem, 

ertapenem, imipenem sadece las veya sadece rhl sistemini kullanan suşların ÇA sistemleri 

üzerinde baskılayıcı ve / veya uyarıcı etkisinin olmadığını göstermiştir.  

 

 Kistik fibrosisli hastaların akciğer alveollerinde ve farklı konak dokularında oluşan P. 

aeruginosa enfeksiyonları için biyofilm oluşumları oldukça önemlidir. Biyofilm oluşum 

sürecinde bakteri üremesi devam eder ve farklı antibiyotiklere karşı ve /veya konak immun 

yanıtında bakteriyi koruyan bakteriyel ekzopolisakkarit olan glikokaliks tabakasını üretirler 

84). 

 

P. aeruginosa’ nın meydana getirdiği biyofilm oluşumlarının, (i) yüzeye tutunmanın 

gerçekleştiği geri- dönüşümlü tutunma, (ii) bakterilerin hareketsiz olduğu geri- dönüşümsüz 

tutunma, (iii) bakteri kümelerinin oluştuğu olgunlaşma evresi, (iv) bakteri kümelerinde kanal 

ve porların oluştuğu, biyofilm oluşumundan ayrılmaların başladığı dağılma evresi olmak 

üzere dört evreden oluştuğu belirlenmiştir (83, 85, 86).  
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Geri- dönüşümsüz tutunma evresinde; bakteri kümelerinin gelişmesi ve bakterilerin 

tutunmasından sonra las regulonu etkinleşmektedir. Las B’ nin etkin hale gelişinin, biyofilm 

hücrelerinin gelişimi ile eş zamanlı başladığı gösterilmiştir. Dış membran proteinleri, 

lipopolisakkarit (LPS), alginat, flagel ve tip IV pili tutunmada önemli olan adhezinlerdir. Bu 

geri-dönüşümsüz tutunma evresinde, bakteri hareketinin sona erdiği ve flagel kaybının olduğu 

gösterilmiştir. Olgunlaşma evresinde ise; ikinci ÇA sistemi olan rhl sistemi aktive olmaktadır. 

Hücre dışı matriks olan glikokaliks üretimi ile mikroçevrede oksijen seviyelerinin düşmesine 

bağlı olarak anaerobik solunum ile ilgili proteinlerin yapımı artar. Bu protein yapımının 

artması ile de biyofilm mimarisi şekillenir.  Hareketin önemli olduğu dağılma evresinde ise; 

bakteri kümelerinden ayrılan bakterilerin hareketli olduğu, bakteri kümelerinin duvarında 

kalan bakterilerin hareketsiz oldukları gösterilmiştir. Ortam koşulları düzeldiğinde hareket 

özelliği kazanan bakteriler biyofilmden ayrılmaya başlamaktadır (83).  

 

P. aeruginosa biyofilmleri; enfeksiyonun akut veya kronik oluşuna ve tutunduğu 

dokuya göre farklı mimaride olmaktadır. Schaber ve arkadaşları klinikten izole ettikleri P. 

aeruginosa suşlarının polikarbonat membranda biyofilm oluşumunu sağlayarak, planktonik 

form ile biyofilm formunun; P. aeruginosa enfeksiyonlarında sıklıkla kullanılan imipenem 

(karbopenem β-laktam), gentamisin (aminoglikozid) ve piperasilin-tazobaktam (β-laktamaz 

inhibitörü) antibiyotiklerine karşı duyarlılıklarını araştırmışlar ve biyofilm formunun 

planktonik forma göre yaklaşık 10 kat daha dirençli hale geldiğini göstermişlerdir (87). 

Çalışmalarımızda imipenem, meropenem ve ertapenemin MİK, % 50 MİK ve % 25 MİK 

yoğunluklarında biyofilm oluşumları değerlendirilmiştir. Las mutant ve rhl mutant P. 

aeruginosa suşlarının imipenemin MİK, % 50 MİK ve % 25 MİK değerlerinde biyofilm 

oluşturduğu gözlenirken, standart P. aeruginosa PAO1 suşunun imipenemin sadece % 25 

MİK değerinde biyofilm oluşturup, MİK ve % 50 MİK değerinde oluşturmadığı gözlenmiştir. 

Bu sonuca göre her iki ÇA sistemini kullanan suşta biyofilm oluşumunun, imipenemin MİK 

ve %50 MİK değerlerinde baskılandığı görülmektedir. Her üç P. aruginosas suşunun 

meropenemin % 50 MİK ve % 25 MİK değerlerinde biyofilm oluştururken, MİK değerinde 

oluşturmadığı belirlenmiştir. Kullandığı ÇA sistemi hangisi olursa olsun suşlarda biyofilm 

oluşumunun meropenemin MİK değerinde baskılandığı gösterilmiştir. Standart P. aeruginosa 

PAO1 ve rhl mutant P. aeruginosa suşlarının ertapenemin MİK, % 50 MİK ve % 25 MİK 

değerleri etkisinde iken biyofilm oluşturduğu görülürken, las mutant P. aeruginosa 
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ertapenemin  % 50 MİK ve % 25 MİK değerlerinde biyofilm oluşturup, MİK de 

oluşturmadığı belirlenmiştir.  

 

Biyofilmler bakterilerin hızlı ve yavaş veya değişen mikroçevre koşullarına göre 

üremelerini durdurmaları ile oluşmaktadır (88). Enfeksiyon bölgesinde bakteri hücreleri farklı 

fizyolojik mikroçevrelerde bulunabilirler. Biyofilm oluşumunda; yüzeye tutunma, yüzeyde 

çoğalma ve bakterinin bulunduğu üreme fazı önemlidir (89, 90). Farklı fizyolojik 

mikroçevrelerde, üremenin yavaşlaması bakterileri antibiyotiklerden korunmasını 

sağlamaktadır ve bu da biyofilm oluşumu ile meydana gelen direncin bakteri üremesi ile 

ilişkili olduğunu göstermektedir (91, 92).  
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Hazırlanan deneysel model, antibiyotik uygulamalarının başarısını sorgulamak amacıyla 

geliştirilebilir. Bir bakteriyoloji laboratuvarında in vitro koşullarda bazı ölçütler 

değerlendirilerek, izole edilen bakterinin seçilen antibiyotiğe yanıtlarını değerlendirerek, 

sağaltımın başarısı – başarısızlığı, sağaltımın dönemlerinin yönlendirilmesi – değiştirilmesi - 

geliştirilmesi ile ilgili yorum yapılabilir. Pseudomonos aeruginosa enfeksiyonlarında; 

virulans etmenlerinin sunumu, direnç gelişimi, konağın davranışlarına kadar geniş bir alanı 

ilgilendiren ÇA sistemlerinin açıklanması ile yeni sağaltım yöntemleri geliştirilebilir. 
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