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OZET

Karbapenem Grubu Antibiyotiklerin (Meropenem, Imipenem, Ertapenem) Etkis
Altinda Quorum Sensing Olumlu ve Quorum Sensing Olumsuz Pseudomonas

aeruginosa Suslarimin Konak Etken Etkilesiminin Arastirmas

Insanlarda oportunistik bir patojen olan Pseudomonas aeruginosa biyotik ve abiyotik
yuzeylere yerlesebilmektedir. Dunyada oldugu kadar Ulkemizde de nozokomiyal

enfeksiyonlarin 6nemli bir kaynagidir.

Cogunlugu Algilama (CA, Quorum Sensing) olarak adlandirilan mikroorganizmalarin
kendi aralarinda haberlesme sistemleri, virulans etkenlerinin Uretiminin dizenlenmesinde
etkin oldugu gosterilmistir. Hicre dis1 sinyal molekdilleri ile galisan bu sistemleri; bakteriler
lokal yogunluklarim belirlemek amaci ile kullanirlar. Pseudomonas aeruginosa, ( P.
aeruginosa) cogunlugu algilama sistemlerinin agiklanmasinda tizerinde en gok ¢aligilan gram
negatif bakteridir. P. aeruginosa * da “rhl”, “las” sistemi ve kinolon “PQS’ olmak Uzere (g
CA sistemi tamimlanmustir.

Konak (in vitro sistem) ve degisik antibiyotik konsantrasyonlari (subminimal inhibitor
konsatrasyonlar =sub-MiK) ile karsilasmis Pseudomonas arasindaki iliskinin tanimlanmas:

sagaltimin planlanmasinda 6nem kazanmaktadir.

Gunumiizde Pseudomonas enfeksiyonlarimn sagaltiminda antibakteriyeller yam sira,

bakterinin genotipik ve fenotipik tiplendirilmesinin de biyik 6nemi oldugu dustinulmektedir.

Bu calismada; minimum inhibitér konsantrasyonlari (MIK) belirlendikten sonra
imipenem, ertapenem ve meropenem antibiyotiklerinin MiK ve sub-MIK konsantrasyonlar:
ile karsilasmis las mutant Pseudomonas aeruginosa, rhl mutant Pseudomonas aeruginosa ve
standart Pseudomonas aeruginosa PAO1 suslarinin CA sistemleri, biyofilm olusumu 6nce in
vitro olarak belirlenmistir. Daha sonra bu suslar ile HEp- 2 hicreleri in vitro kosullarda
enfekte edilip, CA sistemlerinin yam sira nitrit, apoptoz-nekroz yanitlari degerlendirilmistir.

Sonug olarak Pseudomonas aeruginosa sagaltiminda CA’ nin yeni, olast “sagaltim
hedefleri” ndeki rolinin anlasiimasi ile; las ve rhl mutant Pseudomonas aeruginosa suslari ile
konak arasindaki iliskinin, CA sistemlerinin patojenite Gzerine olasi etkilerinin bilinmesi
sagaltimin etkinligini arttirabilecegi dustintlmektedir.

VI



Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, “Cogunlugu Algilama’, subminimal

konsantrasyonlari,
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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, imipenem, 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
isthe most commonly used gram negative bacteria in the studies designed to explain quorum
sensing systems.|n 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
PAOL 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.

Asaresult, we think that understanding the relationship between las and rhl mutant

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



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



GIRIS ve AMAC

Bakterilerin de, Okaryotik 6zellik olarak bilinen, “birbiri ile iletisim halinde yasama’
0zelligi oldugu gosterilmistir. Bu 6zelligi kullanan patojenik bakteriler; virllans faktorlerini
cok daha etkili kullanabilmektedir.

Topluluk duizeyindeki virllans 6zellikler olarak bilinen biyofilm olusumu ve hiicreden
hiicreye iletisim sistemini (quorum sensing: cogunlugu algilama, CA) agiklamada
Pseudomonas aeruginosa model organizmadir. CA sistemlerinin varligi, bu bakterinin
virilans davraniglarimin yalnizca bir bolimini agiklar gorinmektedir. P. aeruginosa ile
konak (in vitro sistem) ve antibakteriyeller arasindaki etkilesimi ele alan galismalar, bu
mikroorganizmanin insan vicudundaki davranmislarim agiklamak ve sagatim modelleri

Uzerindeki galismalara yon vermek noktasinda degerli bilgiler sunacaktir.



1. GENEL BiLGILER

1.1.Pseudomonas aeruginosa’ min Genel Ozellikleri

Toprakta ve suda siklikla bulunan, zor kosullar altinda canli kalabilen ve firsat¢i patojen
olan P. aeruginosa; kistik fibrosis, yanik enfeksiyonu ve HIV hastalar: gibi immun sistemi

baskilanmis hastalarda ciddi, sagaltimi zor enfeksiyonlara neden olabilir (1).

Bakterinin hastalik yapma kapasitesini gosteren virtlans faktorleri, bakteriyi konak
immun savunmasindan koruyan, dokuda kolonizasyona ve / veya invazyona neden olan hticre
disi1 enzimler ve / veya hicre yizeyine bagli etmenler olarak tanimlanabilmektedir.
Antibakteriyellerin hedefi olan virtilans etmenlerinin enfeksiyon boyunca bakterinin yasamasi
ve Uremes icin gerekli olmasi, sadece prokaryotlara 6zgu bir 6zelliktir (2). Enfeksiyonun
erken sevreleri boyunca bakteri, 6karyotik hiicre yiizeylerine ve hiicre dis1 matrikse tutunmak
icin yuzey adhezinlerini olusturur. Enfeksiyon kroniklesmeye basladigi zaman, hiicre dist
toksnlerin ve konaktan korunmak icin gerekli olan etmenlerin yapimi artmaktadir (3).
Kolonizasyon sonrasinda dretilen tim bu virdlans etmenlerinin, bakteriyel enfeksiyonlarin
yayilmasina, kolonizasyondan sonra doku hasarina, kan dolasimina invazyonuna neden
oldugu gosterilmistir. Bu hicre disi enzim ve toksinlerin Uretimi P. aeruginosa’ nin

enfeksiyon evresine ve yerlestigi yere gore degismektedir (4, 5).

P. aeruginosa; tlre 6zgu hicre disi virulans etmenleri olan elastaz, alkalen proteaz,

ekzoenzim S ve ekzotokzin A gibi bircok proteaz ve toksin Uretir (Sekil 1).



pilus

flagel LPS

\

Alginat/ biyofilm _,_.2\"" Hiicre dig1 Uriinler

‘\ —proteazlar
—Las B dastaz

adhezinler —Las A dastaz
— dkalen proteaz
—hemolizinler
—faosfolipaz C
—rhamnolipid
—Ekzotokzin A
—Ekzoenzim S
—pivosivanin

Sekil 1. P. aeruginosa’ nmin virulans etmenleri. P. aeruginosa’ da hem hucre ile iliskili
flagel, pilus, adhezinler, alginat/biyofilm, lipopolisakkarit (LPS) hem de proteaz,
hemolizin, ekzotokzin A, ekzoenzim S, piyosiyanin gibi hiicre disi virulans etmenleri

bulunur (5 numaralh kaynaktan alinmastir).

1.2. Biyofilm Olusumu

Hemen hemen tim bakteri trlerinin; bakteri grubunu kapsayan matriks iginde blyume
sekli olan biyofilm (canli — civik tabaka) otuz yil once ilk defa tammland: (6, 7).
Osteomiyelit, prostatit, tonsillit, adenoid gibi kronik inflamatuvar olusumlarin bakteriyel
biyofilm enfeksiyonlari ile ilgi oldugu anlasildi. Molekiler tam tekniklerinin ve modern
molekuler biliminin gelisimi ile biyofilmlerin fizyolojik ve morfolojik 6zellikleri

aydinlatilmaya bagland: (8) .

Biyofilm olusumu iginde bakteriler yasam dongulerini yavaslatip en aza indirirler.
Planktonik formdan biyofilm formuna gegisteki evreler: 1. Geri dontstimli tutunma, 2. Geri
donustimsiiz tutunma, 3. Buylme, 4. Kaynasma, 5. Biyofilme 6zgli mimarinin olusmasi, 6.
Olgunlagma ve 7. Tekrar aym olusum streci baglatmak tzere planktonik forma geri dontisen
bakterilerin ayrilmasi, olarak simiflandirilabilir (Sekil 2) (7, 9).



Mikroorganizmanin tipi, yuzey bilesenlerinin yapisi ve / veya gevresel etmenlerin
cesitliligi biyofilm yapisindaki farkliliga neden olmaktadir. Biyofilmler; mikroorganizma,
glikokaliks (bakteriyel ekzopolisakkarit) ve ylzey olmak Uzere U¢ temel bilesenden
olusmaktadir. Bu bilesenlerden birinin olmadigi durumda biyofilm yapisimn olusmadig:
gosterilmistir (10).
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Sekil 2. Biyofilm olusumunun gelisimi ( 11 numaral kaynaktan alinmstir).

Biyofilm olusumlarinda; oksijen ve besin sinirliligi nedeniyle tutunma yuzeyine yakin
bakterilerin metabolik aktivitesinin, yiizeye yakin bakterilerden daha yavas olmasi, biyofilm
tabakalar1 arasinda metabolik farkliliklara neden olmaktadir. Sonug olarak biyofilm yapisinda
tutunma yilzeyine yakin bakteriler, c¢ogunlukla anaerobik solunum yapmaktadir.
Biyofilmlerdeki bu metabolik farklilik, olumsuz yondeki gevresel degisimlerde, planktonik
popul asyonlara gore biyofilmin daha avantajli olmasint saglamaktadir (12).

Biyofilm katmanlarindaki bakterilerin yerlesimine gore degisen fizyolojik ortam
farkliligi, aym zamanda antibiyotik sagatiminda karsilasilan problemlerin  nedeni
olabilmektedir. Bakteriler biyofilm olusturdugu zaman, antibakteriyel ajanlarin etkisine 10—
100 kat daha direncli hale gelmeleriyle, sagaltim guglikleri ortaya gikmaktadir (13) .



Tek veyabirgok bakteri turd birlikte; kateter, kontak lens gibi birgok gerecg ylizeylerinde
biyofilmler olusturabilmektedir (12- 14).

Biyofilm olusmasiyla birlikte ortaya cikan direncin gelismesinde tanimlanan

mekanizmalar:

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

2. Besin azligt nedeniyle biyofilm yamsindaki bakterilerin; Ureme hizlarin

yavaglatmalari,

3. Genel stres yanitlarimin etkinlesmes,

4. Biyofilm olusumu ile birlikte bakteride meydana gelen fenotip degisikligi
olarak agiklanmaktadir (7, 15, 16, 17).

Biyofilmin temel bileseni olan glikokaliks matriksinin Gretimi, antibakteriyel gjanlarin
biyofilm yapisinda bulunan bakterilere ulasmasim engellemektedir (18). Mimarilerindeki
farkliliga gore, kalin ve ince olarak tammlanan biyofilm turlerinde antibiyotiklere direncin
farkli oldugu gosterilmistir. Kalin biyofilm yapisinda bulunan bakterilerin, hidrojen
peroksidin etkisinden korunduklar1 da belirlenmistir (19).

1.3. Cogunlugu Algilama
Bakteriler iletisim sinyaleri ile bulunduklar: yerdeki yogunluklarin: belirleyip, degisen

yogunluga gore davramslarini degistirirler. Bu davrams, ¢ogunlugu algilama (“quorum
sensing”’) (CA) olarak adlandirilmaktadir. Bakteri yogunluguna bagli olarak salinan sinyal
molekulleri ile galisan CA sistemleri, bakteri plazmid konjugasyonu, antibiyotik biyosentezi,
biyofilm olusumu ve gesitli virulans etmenlerinin Uretimi gibi birgok fizyolojik etkinligi
duzenlemektedir (20- 21).

Cogunlugu Algilama kavram: ilk kez, deniz hayvanlarinin 151k organlarina yerleserek
simbiyoz yasayan bir deniz bakterisi olan Vibrio fischeri (V. fischeri) ' de tammlanmstir. V.
fischeri deniz hayvamnin 1s1k orgaminda yiksek yogunluklara kadar treyebilir. Belli bir esik
degerin Uzerindeki yogunluga kadar Urediklerinde, lux CDABEGH genleri ile sifrelenen
lusiferaz enzimini Uretirler ve bunun sonucunda bir 1s1ma gergeklesir. Bu enzimin etkinligi
dustk yogunluklarda baskilanmir (22). Gram olumsuz bakterilerde de CA, V. fischeri’de ilk
defa agiklanan LuxIR dizgesi araciligiyla olabilmektedir. LuxIR dizgesi, Luxl proteinini

kullanarak “kendi kendini uyarici” (Al) ve bunabaglanarak gen sunumunu diizenleyen LuxR’



yi birlestirir (Sekil 3) (23). Bakteri tarafindan Uretilen Al’ lar, tire 6zgul olmakla birlikte
nadiren diger turlerin LuxR tipi dizenleyicileri ile birbirlerini etkiler (24, 25).

Target gene - d—

%a Expression

Sekil 3: Hucre- hicre iletisim sinyal sistemi. CA sistemi “autoinducer” (Al) sentaz
genini kodlayan | geni ve transkripsiyonal etkinlestirici protein olan R geni olmak tzere
iki gen bileseninden olusur. Al molekulinin sentezlenmes ile R proteini ile bilesik
olusturarak hedef geni etkinlestirir ve hiicre zarindan gikarak hicre disi haberlesmede

sinyal molekuli olarak kullamlir (26).

Gram olumlu bakteriler; sinyal molekilleri olarak peptidleri kullamrlar. Bu Al peptidler
sitoplazmada 6ncll peptidler olarak Uretilir, yikilir, degistirilir ve tasinir. Bu hicre disi Al
polipeptidler; iki bilesenli bir dizge ile ¢alisir. Dig zara bagl1 algilayici bir kinaz proteinin dis
bolimu Al' larn saptar, sonra fosforlamr ve DNA’ ya baglamp onun kopyalanmasini

duzenleyecek bir yanit duizenleyicisini etkinlestirir (27, 28).

Al-2 hem Gram olumlu hem de Gram olumsuz bakterilerde kullanilan CA sinyal
molekilleridir. Al- 2, cevre kosullarinda LuxP / LuxQ adi verilen iki bilesenli dizge ile
tanimlanir  ve bunun sonucunda olusan fosforlanma zinciri gen kopyalanmasinin

duzenlenmesi ile sonuglanmaktadir (29, 30).



Gram olumsuz bakteriler, Al olarak adlandirilan “acillenmis homoserin lakton” u
(AHL) hucreler arasi sinyal molekult olarak kullanmaktadirlar. Fizyolojik kosullarda
buyimenin 6zgul evreleri boyunca uretilen, bakteriden difizyon ve/ veya transport yolu ile
salinan Al moleklleri; esik degerdeki yogunluga ulasana kadar bakteri disinda birikir,
cevredeki bakteriye girer, transkripsiyonal aktivatorleri etkiler ve genlerin transkripsiyonunu
tetikler (30). TUm bakterilerin Al molekilleri benzer kimyasal yapida olmasina ve kendi yag
asitlerinin modifikasyonunun farklilig1 nedeniyle tire 6zgu olmasina karsin degisik tlrdeki
bircok bakterinin ortak Al molekullerini kullandig1 gosterilmistir. (23, 31).

1.4. Pseudomonas aeruginosa — Biyofilm iliskis

Bakteri mikrocevrede birikmeye baslayinca besin azligi nedeniyle Ureme
yavaslamaktadir. Olgun biyofilmlerde meydana gelen Gremenin yavaslamasi, antibiyotiklere
dirence neden olabilmektedir. Kistik fibrosidi hastalarin akcigerlerinden izole edilen P.
aeruginosa virdlans etmenlerinin gevre kosullarina gore dizenlendigi gosterilmistir. Kistik
fibrosidi hastalarin akcigerlerinin solunum yiizeylerinin disuk oksijen icermes nedeniyle bu
mikrogevrede olusan P. aeruginosa biyofilmleri; aerobik kosullarda olusan biyofilm yapilar:

icin gerekli olan farkli genlerin aktivasyonu ile olusmaktadir (32).

Uriner ve akciger P. aeruginosa enfeksiyonlarinda olusan biyofilm yapi mimarisinin
antibiyotik direncinin gelismesinde oldukga 6nemli bir etkisi oldugu bilinmektedir. Kalin
mukozal yapi; kistik fibrosisi hastalarin akcigerlerinin énemli bir mikrogevre 6zelligidir.
Landry ve arkadaslart in vitro yaptiklari bir galismada musin tzerinde blyuk hicresel
birikimler ile olusan P. aeruginosa biyofilmlerinin mimarisinin farkl: oldugunu ve musin ile
iliskili biyofilmlerin tobramisine daha direngli oldugunu gostermislerdir (33). P. aeruginosa
yavas Ureme evresinde, planktonik ve biyofilm hicrelerinin siprofloksasine esit direng
gosterdigi gorulmustir. Ancak Ureme hizi artikga, planktonik hiicreler biyofilm hiicrelerinden
daha duyarli hale gelmektedir. Bu sonuca gore biyofilmin yapisal elemanlar: ve dremenin
yavaslamasi, antibiyotik sagaltiminda biyofilmlerin neden oldugu direngte oldukga 6nemlidir.
Biyofilm hicrelerinin planktonik hiicrelerden 15 kat daha fazla antibiyotik direnci kazandigi
donem, duragan donemdir. Buna gore Uremenin hizlanmasi diren¢ seviyeleri igin bir

gostergedir ve Uremenin yavaslamast da koruyucu bir etki gosterebilmektedir (6).



Fizyolojik degisiklik oldugu zaman cevre streslerinden hiicreyi korumak igin “Stres
yanitlar’” meydana gelir. Boylelikle bakteriler sicak ve soguk soklardan, pH
degisikliklerinden ve kimyasal ganlarin etkilerinden korunmusg olurlar. Bu stres yanitlarinin
merkezi diizenleyicisi duragan donemde sunulan sigma etmenidir (RpoS). Bakteriler ylizeye
tutunmaya basladigi zaman genel biyofilm fenotipini olusturmaya baslar veya planktonik
hiicrelerdeki biyofilm olusumu ileilgili olarak tanimlanan genleri uyarmakta veya olusumunu
baskilamaktadir. Direng fenotiplerinin meydana gelmesinde sinirli besin, belirli stres tipleri,

artan hiicre yogunlugu veya tim bu etmenler birden etkili olabilir (6).

1.5. Pseudomonas aeruginosa - Cogunlugu Algilama iliskisi

P. aeruginosa’ nin hiicre disina salgiladigir birgok virulans etmeninin kontroli ve
biyofilm olugumunun; birbiri ile iligkili “las’ ve “rhl” olarak tammlanan iki CA sistemi ile
kontrol edildigi gosterilmistir (7). Bu sistemler; biyofilm olusumu, elastaz (LasA ve Las B),
alkalen proteaz, hidrojen siyanid, ekzotokzin A, piyosiyanin, lektin, rhamnolipid, sigma
etmen (rpoS), ve slperoksd dismitaz basta olmak Uzere gesitli virulans etmenlerinin
Uretimini kontrol etmektedir (32).

Las B elastazin yapimim diizenleyen ve bu nedenle de “las sistemi” olarak adlandirilan
birincil sistem; Las | ( 3- oxo- C12 — HSL- L, uzun zincirliAHL sentezinden sorumlu Al
sentaz geni ) ve Las R ( “transcriptional activator” proteini kodlayan gen) genlerinden
olusmaktadir. Bu sistem biyofilm olusumunu ve Las B elastaz, Las A proteaz, ekzotokzin A
gibi diger ekstrasellller virulans etmenlerinin en uygun duizeyde Uretimini kontrol eder (33-
34).

Ikincil CA sistemi olan “rhl sistem” ise; rhl | ( C4 — HSL, Al sentaz geni, kisa zincirli
AHL) ve rhl R (“transcriptional activator” proteini kodlayan gen)’ den olusur. Rhl AB
operonunun (operon: yonetici DNA bolgesi) yapimint kontrol eden bu sistemin, rhamnolipid
Uretimi icin gerekli olan “rhamnosyltransferase” enziminin sentezlemesini diizenlemesinin
yan sira, Las B elastaz, Las A proteaz, piyosiyanin, siyanid ve alkalen proteazin Uretimini de
duzenledigi bilinmektedir (Sekil 4). ( 32, 34).

P. aeruginosa’ da gogunlugu algilama kontroltiniin modeli Sekil 4’ de gosterilmistir
(36).
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Sekil 4: P. aeruginosa’ da cogunlugu algilama kontrolinin modeli (36. numarah
kaynaktan alinmstir).

P. aeruginosa’ da tamimlanan lipaz ve proteaz, enfeksiyon sliresince yiizeye tutunmayi
saglayarak, biyofilm olusumu igin gerekli olan Tip IV pili gibi virilans etmenlerinin
duzenleyicisi; Esherichia coli* de tammlanan “catabolite repressor protein” (CRP) ile
homolog olan “Vfr” dir. Virtlans etmenlerinin genel dizenleyicis olarak tammlanan Vfr,
lasR * nin kopyalamay: baslatan bolgesine 6zgiin baglanarak, dolayli yoldan CA sistemlerinin
kontroltiini yapmaktadir. Degisik sinyaller ile birgok geni harekete gecgiren Vfr; LasR’ i
harekete gegirerek eastaz ve piyosiyanin Uretimini saglamaktadir (37- 38).

Duragan donemde yapilan ve stres yamtlarinin merkezi diizenleyicisi olan RpoS; besin
azligi, osmotik basing, oksidatif stres gibi cesitli stres etmenlerine karsi bircok genin
aktivasyonunu tetiklemektedir (39). Yeterli bakteri yogunlugunda RpoS; rhll RNA’ simin
kopyalanmasint diizenledigi gosterilmistir (40, 41).

Dogal veya kimyasallardan Uretilen baskilayici etki gosteren antibiyotikler; diger canl
mikroorganizmalarin dremelerini engeller. Tum antibiyotiklerin makromolekiler hedefleri
diger birgok hiicresel eleman ile islevsel etkilesim halindedir. Sub-MiK degerlerinde, birgok




antibiyotigin farkl1 bakterilerde transkriptin blyuk bir grubunun olusumunun artmasina veya
azalmasina neden olmaktadir. Y Ulksek antibiyotik yogunluklarinda stres cevaplarinin Uretildigi

ve sub-MiK yogunluklarindaki degisik cevaplarin uyarilcig: gosterilmistir (42).

Fiziksel olarak antibiyotik penetrasyonunun baskilanmasi ile biyofilmler direncin
artisgina neden olmaktadir (43, 44). Hoffman ve arkadaslari aminoglikozidlerin sub-MiK
konsantrasyonlarimin; ikincil mesgjci olan di siklik GMP (di c-GMP)’ 1n metabolizmasinda
gerekli gen bolgesi olan; “aminoglycoside response regulator” (Arr) genini aktive ederek P.
aeruginosa’ da biyofilm olusumunu arttirdiklarim gostermiglerdir (45). P. aeruginosa’ da di
c-GMP metabolizmas: biyofilm olusumu, virdlans etmenlerinin olusumu ve antibiyotik

direnci icin gerekli proteinlerin sentezlenmesinde onemlidir (46).

1.6. Karbapenemler:

Karbapenemler ilk olarak 1976 yilinda Streptomyces cattleya tarafindan Uretilen ve
“thienamycin adi verilen bilesigin Uzerinde amino ve hidroksil gruplarinda degisiklikler
yapilarak elde edilmistir. Beta-laktamlarin en genis spektrumlusudur. Sefalosporinlerdeki bir
Gift bag iceren 5 Uyeli halka yapisinda bir metilenin yerine bir stilfurtin gegmesiyle diger beta-
laktam ajanlardan ayrilir. Beta laktam antibiyotikler gibi peptidoglikan biyosentezi tzerine
etki gostermektedir. Mikobakteriler, hiicre duvarindan yoksun organizmalar, nadir
nonfermentatifler ve Aeromonas disginda Gram pozitif, Gram negatif ve anaerop
mikroorganizmalarla olusan hastane infeksiyonlarr  ve toplumdan  kazamlmig
infeksiyonlardaki bakteriyel patojenlere etkilidir. Geniglemis-spektrumlu beta-laktamaz
(ESBL) ve AmpC enzimini fazla miktarda Ureten GN bakterilere kars: etkinliklerini korurlar.
(47). Ik bulunan gan imipenemdir. 1996 yilindan sonra ise karbapenem grubunun ikinci
Uyesi olan meropenem kullamma girmistir. Meropenem, karbapenem halkasina 1-B-metil
grubu eklenerek elde edilmistir. Meropenem, dihidropeptidaz enziminden etkilenmez. Gram

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

1.6.1.Imipenem: Bilinen en genis spektrumlu antibiyotik olan imipenemingram-pozitif, GN,
aerob ve anaerob mikroorganizmalar: igine alan ¢ok genis biretkinlik kapsami vardir. Bu
mikroorganizmalarin  ¢ogu icin  MIK  4mg/L’nin  altindachr. Farkli  antibiyotik
kombinasyonlariyla kiyasandiginda, ¢esitli ciddi infeksiyonlarin tedavisinde son derece etkin
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bir monoterapotik ajandir ve in vitro olarak imipenem, klinik olarak 6nem tasiyan bakterilerin
goguna etkilidir (49).

Yapr: Bir beta-laktam halkas: icermekle birlikte diger beta-laktam antibiyotiklerden
farl1 olarak sis konfiglirasyonundaki acil amino yan zincirinin yerine trans konfiglrasyonunda
hidroksietil yan zinciri igerir. Trans konformasyonu imipenemin beta-laktamaz dayanikligin
saglar. Penisilin ve sefalosporinlerden farkli olarak a-halkasinda stlfur atomunda metilen (-
CH2-) yapist icerir. Bu yapt karbapenemlerin bakteri hicresindeki hedef proteinlere
baglanmasin arttirir. Bu da antibiyotigin etki spektrumunu genisletir ve antibakteriyel gliciini
arttrir. Molekdl agirlhiginin digik olmasi  bakterinin  hiicre  membramindan  girisini
kolaylastirir. Penem halkasinda bulunan alkil tiyo yan zinciri ise Pseudomonas aeriginosa’ ya
etkinligi saglamaktadir (50).

Imipenem bu olagan Ustti genis etki spektrumuna ve beta-laktamaz direncine karsin,
bobrekte ileri derecede enzimatik yikima ugrar. Metaboliti nefrotoksik bir gjandir. Bu nedenle
tek basina kullamlamaz. Bir dehidropeptidaz-1 (DHP-1) inhibitori olan silastatin ile 1/1
oranminda birlestirilerek pazarlanmaktadir. Silastatin sodyum, DHP-1'in kompetitif, reversibl
ve Ozgul inhibitoridar. Silastatinin antibakteriyel etkinligi ya da beta-laktamazlar tzerine
etkisi yoktur. Imipenemin etkisini antagonize etmez (51, 52)

Etki Mekanizmas: Diger betalaktam antibiyotikler gibi bakteri hiicre duvar
sentezini inhibe ederek etki eder, bakterisidaldir. Imipenem gram-pozitif ve GN bakterilerin
yuksek molekll agirlikli PBP lerine yuksek bir afinite ile baglanir. Baglanma ilk ©nce
PBP2’ ye ve arkasindan da PBP1a ya olur. PBP2' ye baglanmast GN basllerin sferoblastlara
donusmesine neden olur. Ilave olarak PBP1’e baglanmas: gram-pozitif ve GN bakterilerde
hicrelerin daha hizli lizisine yol agar. E.coli’de PBP1a, 1b, 2, 4, 5 ve 6'ya; P.aeruginosa’ da
PBP1la, 1b, 2, 4, 5'e baglanarak hiicre duvar sentezini inhibe eder (53, 54). GN bakterilerde
dis membrana penetrasyonu da daha fazladir (55). Dusuk molekil agirligi ve zwitteryonik
(notral yuk) nedeniyle bakterinin hiicre duvarina, penisilin ve sefalosporinlerden daha hizl
penetre olur (56).

1.6.2.Meropemem: Imipenemin aksine insan bébrek dehidropeptidaz | (DHP-1) enzimine

karsi cok yiksek stabilite gosteren bir karbapenemdir. Klinik olarak 6nemli olan hemen tim

aerobik ve anaerobik bakterilere kars1 son derece etkilidir. PBP2, hem imipenemin hem de
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meropenemin baglica hedefidir. Ancak meropenem, P.aeruginosa ve E.coli’nin PBP2 ve
3'Une daha buyuk bir afinite gosterir. Meropenem, stefilokoklara ait enzimler ve GN
bakterilerdeki karbapenemazlar hari¢ diger tim betalaktamazlarin hidrolizine Karst
dayaniklidir. Karbapenemlerden imipenem, gram-pozitif organizmalara kars1 daha etkili

gozukirken meropenem, GN'’ lere Ozellikle de P.aeruginosa’ ya daha etkilidir (57, 58) .

Meropenem genel olarak 3.kusak sefalosporinlerden daha gucli bir indikleyici
olmasina karsin, Enterobacter ve P.aeruginosa izolatlarindaki grup 1 betalaktamazlar
Uzerindeki indukleyici etkisi imipeneme gore daha zayiftir (59, 60). Meropenemin
P.aeruginosa’daki PBP2 ve PBP3'e kars1 yuksek afinitesi olmasina ragmen, imipenemin
afinitesi sadece PBP2’ ye karsidir. Bu durumun, 6zellikle meropenemin P.aeruginosa tizerinde
daha gucli bir etki gosterebilmesinde katkisimin olabilecegi ifade edilmektedir (61, 62).
Meropenem icin asil hedef P.aeruginosa’ daki PBP3’ dir (63).

1.6.3. Ertapenem: Turkiye'de klinik kullanimda iki karbapenem (imipenem/silastatin ve
meropenem) mevcuttur. Imipenem bobrekte bulunan dihidropeptidaz-1 (DHP-1) enzimine
dayaniksizdir, bu nedenle DHP-1 inhibitoru olan silastatin ile birlestirilmistir.Ertapenemin
yapisinda bulunan 1B-metil grubu renal DHP-1 enzimine kars1 dayaniklilig: saglar. imipenem
ve meropeneme benzer sekilde 6-hidroksietil grubu betalaktamazlara kars: stabiliteyi saglar.
Imipenemden farkl1 olarak C-4 pozisyonunda metil grubu icerir, benzoat anyonik yan zinciri

ise proteine baglanmada artis ve serum yari omrunde uzamaya neden olur (64).

Ertapenem betalaktam antibiyotikler gibi hucre duvar sentezini engelleyerek
bakterisidal etki gosterir. Ertgpenem aerobik gram pozitif mikroorganizmalardan S. aureus,
Streptococus agalactiae, S. pneumoniae (penisilin duyarli), 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 duyarhdir (65, 66). Anaerob
mikroorganizmalardan Bacteroides  fragilis, Bacteroides  spp., Clostridium
clogridioforme 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 duyarlidir (70).
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Ertapenem penisilinaz, sefalosporinaz, anpC ve genislemis spektrumlu betalaktamaz
(ESBL)’ lardan etkilenmez, diger karbapenemler gibi metallobetalaktamazlara dayaniksizdir.
Ertapenem proteinlere ozelikle abumine yuksek oranda baglamr(% 85-95).Proteine
baglanma oran: ertapenemin plazma konsantrasyonu ile iligkilidir, Ertapenem konsantrasyonu
<100 mg/L iken proteine baglanma % 95,300 mg/L iken ise % 85'dir. 1 gram IM uygulama
sonrasi 2- 3 sadtte tepe duzeyine ulasir (64- 65). Ertapenem baglica bobrekler araciligr ile
atilir. Plazma yar1 omru 4 saettir (69). Hemodializ ile ertapenemin % 30’ u uzaklastirilir.
Hepatik metabolizmas: yoktur. 1 gram IV uygulama sonrasi % 10’ u digki ile atilir (70).
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2. GEREC VE YONTEMLER

1.1. Besiyerleri

Mueller Hinton Broth Besiyeri (Oxoid)

Louria Bertani Agar (Oxoid)
Louria Bertani Broth (Oxoid)

Skim Milk (Applichem)

Nutrient Agar (Applichem)

RPMI 1640 (Biochrom)

Fetal Bovine Serum (Biochrom)
Penicilin/ Streptomycin (Biochrom)

© © N o 0 M w DN PR

L- Glutamine (Biochrom)

1.2. Kimyasal Maddeler ve Boyalar
1. imipenem
2. Meropenem
3. Ertgpenem
4. Hoechst 33342 (Applichem)
6. Popidium iodide (Applichem)
7. Nphthyethylene-diamine dihydrochloride (Applichem)
8. O- phosphoric asit i¢inde sulfanilamide (Applichem)

1.3. Calismada Kullanilan Bakteriler

Las mutant Pseudormonas aeruginosa, rhl mutant Pseudomonas aeruginosa ve standart
Pseudomonas aeruginosa PAO1 suslarinin Pseudomonas aeruginosa suslart kullanildi.

CA yanmtlarim gostermek icin rhl sisteminin  caistigim  gosteren sus olan
Choromobacterium violaceum (CV026); las sisteminin calistigini gosteren sus olan

Agrobacterium tumafaciens (A136) suslar1 kullamld.
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2.4. Invitro yontemler

2.4.1.Mikro Dilusyon Yontemi ile MIK ve Sub-MIK’larimn Belirlenmesi

Her sus icin imipenem, meropenem ve ertapenem antibiyotiklerinin MIK degerleri,
mikrodilusyon yontemi ile katyon eklenmis Mueler Hinton Broth (MHB) besyerinde
saptandi. Bakteriler McFarland (McF) 0. 5 (1, 5 x 10® hiicre/mL)’ e esit bulaniklikta
hazirlandi. ELISA mikro plaklarindaki kuyucuklara 6nce MHB besiyerinden esit miktarlarda
dagitilip, daha sonra antibiyotiklerin iki kat dilusyonlart ve son olarak da bakteri
suspansiyondan dagitildi. Plaklar 18 saat 37°C’ de inkube edildikten sonra 450 nm’ de
spektrofotometrik (Multiskan FC.1.00.75, SN: 357- 00097)olarak degerlendirildi (71, 72).

2.4.2. Biyofilm Olusumlarinin Belirlenmes Y 6ntemi

Las mutant Pseudormonas aeruginosa, rhl mutant Pseudomonas aeruginosa ve standart
Pseudomonas aeruginosa PAO1 susglarimin  imipenem, meropenem ve ertapenem
antibiyotiklerine karst MIK’ lerinin belirlendigi mikropleytler bosaltildi. PBS ile U¢ kez
planktonik formu uzaklastirmak igin yikandiktan sonra % 1’ lik kristal viyole uygulayarak 30
dakika oda sicakliginda bekletildi. Tekrar PBS ile ¢ kez yikayip, % 70" lik etil alkol
uygulayarak 30 dakika oda sicakliginda bekletilip, 450 nm'' de spektrofotometrik (Multiskan
FC.1.00.75, SN: 357- 00097)olarak degerlendirilmis ve besyerinin iki kati absorbans
degerleri biyofilm pozitif olarak kabul edilmistir (73).

2.4.3. Suslarin Cogunlugu Algidlama yanstlarinin Degerlendirilmes

Louria Bertani Agar (LBA) dokulen 96 cukurlu ELISA mikro plaklarin LBB' da 30
°C 18 saat inkube edilip McF 0.5 e esit bulanikta ayarlanan Chromobacterium violaceum( rhl
sistemini goruntilemek (C4- HSL) igin) ve Agrobacterium tumafaciens (Las sistemini (3-
0x0-C12-HSL) gostermek icin) ile birlikte antibiyotiklerin (imipenem, meropenem ve
ertapenem) belirlenen MIK, %50 MIK ve % 25 MIK degerleri ile karsilasmis las mutant
Pseudomonas aeruginosa, rhl mutant Pseudomonas aeruginos ve standart Pseudomonas
aeruginosa PAO1 suslarindan esit miktarda ekilerek 37 °C’ de 36 saat inkube edilerek
degerlendirilmeleri yapildi. AHL varligi makroskobik olarak degerlendirildi. “mavi- yesil”
renk gorilmesi pozitif olarak kabul edildi (74).
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2.5. Ex vivo yontemler

2.5.1. Hiucrekdlturd — Enfeksyon modeli

HEp- 2 hiicre hattt RPMI 1640 medium, %5 fetal bovin serum (FBS), %1 L- glutamin,
%1 penisilin-streptomisin eklenerek %5 CO, i etiivde 37°C’ de inkiibe edilecek, ertesi giin
tripsinizasyon ile pasajlanan hiicreler 96'lik plate’ lere %80 yogunlukta (8x10%) kaplayacak
sekilde alind.

Plate’ lerde %80 yogunlukta hazirlanan hiicrelerin tizerine m.o.i 100:1 olmak Uzere; las
mutant Pseudomonas aeruginosa, rhl mutant Pseudomonas aeruginosa ve standart
Pseudomonas aeruginosa PAOL suglart eklenmistir (73). Daha sonra imipenem
,meropenem, ertapenem antibiyotiklerinin MIK ve sub-MIK yogunluklari eklenerek inkiibe
edilip, bakterilerin biyofilm ve CA yantlari, hiicrelerin de apoptoz/nekroz, NO, yanitlar
degerlendirildi.

2.5.2. Apoptozis— Nekroz

Pseudomonas aeruginosa suslari ile enfekte edilen hiicrelerde olusacak olasi apoptoz;
Hoechst 33342 (HOE) ve propidium iodide (PI) ile belirlendi. HOE; cift sarmalli
DNA’larin AT’ DEN zengin bolgelerine 6zgun vital bir boyadir. Bu iki boyamn kullanimi,
hiicre duvarinin gegirgenlikleri arasindaki farkliliklara dayanir. Ol hiicreler bu boyalara
gecirgendir, ancak canli hiicreler her iki boyayr da disari pompalar. Apoptotik hiicreler ise
PI' i atabilmesine ragmen HOE boyasini atamazlar. inkubasyon sonunda hiicreler fiske
edildi ve HOE ile boyand: ve ¢ kez PBS ile yikandiktan sonra Pl boyasi hemen
mikroskopiden dnce eklendi. Hicreler eksitasyon daga boyu 330 nm ve bariyer filtresi olan
420 nm floresan mikroskop (Leica DMIL, Leica Microsystems Type 1130702071/ BZ.01)
ile sayildi (75).

2.5.3. NO yantlari

iNOS ile Uretilen nitrit, Griess ile dl¢ulmektedir. Nitrit, nitrit oksitin hizl1 oksidayonu
sonucunda meydana gelmektedir. Nitritin 6lgima icin; 100 pL ‘lik 6rnekler, 100 pL esit
hacimdeki Griess Reagent ( A: naphthyethylene-diamine dihydrochloride, %0.1,5 mM; B:
o-phosphoric adgt icinde sulfanilamide, % 1,5 mM ) ile 96'lik mikrotitre plaklarinda
karistinnlip (Maxisorb Immunoplate, NUNC) ve 10 dakika oda sicakliginda bekledikten
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sonra 540 nm’ de plaklar okutuldu. ( gpektro modd system, Holland) sodyum nitritin iki kat
sulandirimlar ile de standart egri cizdirilerek, degerler saptand (76).
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3. BULGULAR

3.1 Pseudomonas aeruginosa Suslarimin  imipenem, Meropenem, Ertapenem

Antibiyotiklerinin Minimum Inhibisyon K onsantrasyon Degerleri

Standart Pseudomons aeruginosa PAO1 ve Las mutant P. aeruginosa suslarinin
imipenem ve meropenem antibiyotikleri icin MiK degerleri ayni olup sirasiyla 8, 0. 5 ug/ mL
olarak bulunmustur. Rhl mutant P. aeruginosa susunun imipenem ve meropenem
antibiyotikleri icin MIK degeri ise 1 pug/ mL olarak belirlenmistir. Ertapenem antibiyotigi icin
ise las mutant ve rhl mutant P. aeruginosa suslart igin aynm olup 4 pg/ mL, standart PAO1
susuicinise 2 pg/ mL olarak bulunmustur (Tablo 1).

Imipenem antibiyotgi icin standart P. aeruginosa PAO1 ve Las mutant P. aeruginosa
suslar1 orta duyarli, rhl mutant P. aeruginosa susu duyarlidir. Meropenem ve ertapenem

antibiyotikleri icin her ¢ susta duyarlidir.

3.2 Pseudomonas aeruginosa Suslarimin Karbapenemler (Imipenem, Meropenem,
Ertapenem) Etkisinde ve Enfeksiyon modei uygulandiktan sonra Hiicreden Izole edilen

Pseudomonas aeruginosa suslarinin Cogunlugu Algilama Yanitlar:

Las mutant Pseudomonas aeruginosa, rhl mutant Pseudomonas aeruginosa ve
standart Pseudomonas aeruginosa PAO1 suglarimin in vitro ve ex vivo uygulamalarda
imipenem, meropenem ve ertapenemin MiK, % 50 MIK ve % 25 MiK yogunluklarinda CA

sistemlerin galigmasinin ayni oldugu, degismedigi belirlenmistir.

Imipenem etkisinde standart P. aeruginosa PAO1 susunun CA sistemlerinden las
sistemin sadece MIK degerinde calisip, % 50 MiK ve % 25 MIK degerlerinde calismachgs; rhl
sisteminin ise sadece % 50 MIK ve %25 MIK degerlerinde calistigi gosterilmistir.
Meropenem ve ertapenemin MIK, % 50 MIK ve %25 MIK degerlerinde standart P.
aeruginosa PAOL susunun her iki CA sisteminin de galistigi1 belirlenmistir (Tablo 2).

Imipenem, meropenem ve ertapenemin MIK, % 50 MIK ve % 25 MIK degerlerinde

Las mutant P. aeruginosa susunun rhl sistemi calisirken las sitemin ¢alismadigi gosterilmistir.

rhl mutant P. aeruginosa susunun ise imipenem, meropenem ve ertapenemin MiK, % 50
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MIK ve % 25 MIK degerlerinde rhl sistemi calisirken, las sisteminin calismadigi gorulmustir
(Tablo 2).

3.3. Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Karbapenemler (Imipenem, Meropenem,
Ertapenem )Etkisinde ve Enfeksiyon modeli uygulandiktan sonra Hiicreden izole edilen

Pseudomonas aeruginosa suslarinin Biyofilm Yamtlari

Las mutant Pseudomonas aeruginosa, rhl mutant Pseudomonas aeruginosa ve
standart Pseudomonas aeruginosa PAOL suglarimn in vitro ve ex vivo uygulamalarda
imipenem, meropenem ve ertapenemin MIK, % 50 MIK ve % 25 MIK yogunluklarinda

biyofilm olusturduklari belirlenmistir.

Las mutant ve rhl mutant P. aeruginosa suslarinin imipenemin MiK, % 50 MIK ve %
25 MIK degerlerinde biyofilm olusturdugu gozlenirken, standart P. aeruginosa PAOL
susunun imipenemin sadece % 25 MIK degerinde biyofilm olusturup, MIK ve % 50 MIK
degerinde olusturmadig gozlenmistir (Tablo 3).

Her U¢ P. aruginosas susunun meropenemin % 50 MIK ve % 25 MIK degerlerinde

biyofilm olustururken, MiK degerinde olusturmachg: belirlenmistir (Tablo 3).

Standart P. aeruginosa PAO1 ve rhl mutant P. aeruginosa suslarinin ertapenemin
MIK, % 50 MIK ve % 25 MIK degerlerinde biyofilm olusturdugu gorulUrken, las mutant P.
aeruginosa ertapenemin % 50 MIK ve % 25 MIK degerlerinde biyofilm olusturup, MiK de
olusturmadig: belirlenmistir (Tablo 3).

3.4. Pseudomonas aeruginosa ile enfekte edilen ve K ar bapenem (imipenem, Meropenem,
Ertapenem )grubu antibiyotik uygulanan HEp- 2 hicredizisindeki NO Yantlarinn
Degerlendirilmes

Bakteri ile enfekte edilmeyen ve antibiyotik uygulamas: yapilmayan, HEp- 2 hiicre
dizisinin NO yaniti; 15 puM olarak belirlenmistir. Sadece standart Pseudomonas aeruginosa
PAQOL, las mutant Pseudomonas aeruginosa ve rhl mutant Pseudomonas aeruginosa ve
suslart ile enfekte edip, antibiyotik uygulanmayan hiicre dizilerinde meydana gelen NO
yanitlar: sirastyla45. 2 uM, 38. 0 uM ve 55. 7 uM oldugu gosterilmistir (Tablo 4).
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Standart Pseudomonas aeruginosa PAO1 susu ile enfekte HEp- 2 hiicre dizilerine
imipenemin MIK, % 50 MIK ve % 25 MIK yogunluklarn uygulandiginda gozlenen NO
yanitlar: sirasiyla 63. 3 UM, 64. 4 uM ve 71. 7 uM; meropenemin MiK, % 50 MIK ve % 25
MIK yogunluklari uygulandiginda 63. 6 UM, 65. 3 UM, 63. 3 uM; ertapenemin MiK, % 50
MIK ve % 25 MIK yogunluklar: uygulandigindaise; 55. 9 UM, 65. 3 UM ve 67. 5 uM olarak
bulunmustur (Tablo 4).

Las mutant Pseudomonas aeruginosa susu ile enfekte HEp- 2 hicre dizilerine
imipenemin MIK, % 50 MIK ve % 25 MIK yogunluklar uygulandiginda gozlenen NO
yanitlar: sirasiyla 58. 8 UM, 53. 7 uM ve 51. 7 uM; meropenemin MiK, % 50 MIK ve % 25
MIK yogunluklari uygulandiginda 73. 8 UM, 53. 2 uM, 49. 8 uM; ertapenemin MiK, % 50
MIK ve % 25 MIK yogunluklar: uygulandigindaise; 63. 6 UM, 53. 0 uM ve 50. 3 uM olarak
bulunmustur (Tablo 4).

Rhl mutant Pseudomonas aeruginosa susu ile enfekte HEp- 2 hicre dizilerine
imipenemin MIK, % 50 MIK ve % 25 MIK yogunluklart uygulandiginda gézlenen NO
yanitlar: sirasiyla 59. 3 UM, 63. 6 UM ve 50. 3 uM; meropenemin MiK, % 50 MIK ve % 25
MIK yogunluklari uygulandiginda 58. 1 UM, 51. 7 uM, 51. 4 uM; ertapenemin MiK, % 50
MIK ve % 25 MIK yogunluklar: uygulandigindaise; 56. 8 UM, 51. 7 uM ve 60. 8 uM olarak
bulunmustur (Tablo 4).

3. 5. Pseudomonas aeruginosa ile enfekte edilen ve Karbapenem (Imipenem,
Meropenem, Ertapenem) grubu antibiyotik uygulanan HEp- 2 hicre dizisindeki
Apoptoz-Nekroz Yanitlarimn Degerlendirilmes

Standart Pseudomonas aeruginosa PAOL susu ile enfekte edilen HEp- 2 hiicres 18
saatlik inkiibasyon sonunda degerlendirildiginde hiicre sayisinin azaldig: ve kalan htcrelerin
% 90’ inda nekroz kalan % 10 ise apoptoz meydana geldigi belirlenmistir (Sekil 1). Rhl
mutant Pseudomonas aeruginosa PAOL susu ile enfekte hiicreler de % 70 oramnda nekroz,
% 30 oraminda apoptoz gorulurken, las mutant Pseudomonas aeruginosa PAOL susu ile
enfekte HEp- 2 hucrelerinde hiucrelerin blyuk oltgude azaldigi ve kalan hiicrelerin % 50 °
inde nekroz % 50’ inde ise apoptoz meydana geldigi bdirlenmistir (Sekil 3). Yapilan
degerlendirmeler sonucunda standart Pseudomonas aeruginosa PAOl ve las mutant

Pseudomonas aeruginosa PAO1 susu ile enfekte HEp- 2 hicrelerinde biyofilm benzeri
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yapilar gozlenmistir. Bakteri ile enfekte edilmeyen HEp- 2 hiicrelerinin 18 saatlik inkiibasyon
sonunda canl1 oldugu belirlenmistir (Sekil 4).

Ertapenemin MIK konsantrasyonun uygulandigi standart Pseudomonas aeruginosa
PAOL susu ile enfekte HEp- 2 hiicresinde % 5 oraminda nekroz, % 25 oraminda apoptoz
meydana gelirken geriye kalan hucrelerin canliliklarim devam ettirdigi belirlenmistir (Sekil
5). Aym sus ile enfekte hiicre dizisine ertapenemin % 50 MIK konsantrasyonu
uygulandiginda ise hiicre sayisimin bir 6nceki dilusyona gore belirgin oranda azaldigi ve
hiicrelerin % 50 inde nekroz, % 50" inde apoptoz meydana geldigi gozlenmistir (Sekil 6).
Ertgoenemin % 25 MIK konsantrasyonu uygulandiginda ise hiicre sayisinin oldukea azaldigi
ve kalan hiicrelerde nekroz meydana geldigi gorulmustar (Sekil 7).

Rhl mutant Pseudomonas aeruginosa PAO1 susu ile enfekte hiicrelere ertapenemin
MIK konsantrasyonu uygulandiginda hiicre sayisinin azaldig: fakat kalan hiicrelerde apoptoz
meydana geldigi belirlenmistir (Sekil 8). Aym sus ile enfekte hiicrelere ertapenemin % 50
MIK ve % 25 MIK konsantrasyonlar: uygulandiginda hig hiicre kalmadig: gézlenmistir.

Las mutant Pseudomonas aeruginosa PAO1 susu ile enfekte hiicrelere ertapenemin
MIK konsantrasyonu uygulandiginda % 5 oraminda nekroz, % 25 oraninda apoptoz meydana
gelirken diger hiicrelerin canli olduklar: goralmustir (Sekil 9). Aym sus ile enfekte hiicrelere
ertapenemin % 50 MK ve % 25 MIK konsantrasyonlar: uygulandiginda hic hticre kalmadig:

gbzlenmistir.

Imipenemin MIK konsantrasyonun uygulandigi standart Pseudomonas aeruginosa
PAOL susu ile enfekte HEp- 2 hiicresinde % 6 oramnda nekroz, % 20 oramnda apoptoz
meydana gelirken geriye kalan hucrelerin canliliklarim devam ettirdigi belirlenmistir (Sekil
10). Aym sus ile enfekte hiicre dizisine imipenemin % 50 MIK konsantrasyonu
uygulandiginda ise hucrelerin % 80" inde nekroz, % 20’ inde apoptoz meydana geldigi
gozlenmistir (Sekil 11). Imipenemin % 25 MIK konsantrasyonu uygulandiginda ise hiicre
sayisinin oldukga azaldig1 ve kalan hiicrelerde nekroz meydana geldigi gorilmustir. Ayrica
bu enfekte bu hticrelerde biyofilm benzeri yap1 olustugu gozlenmistir (Sekil 12).

Las mutant Pseudomonas aeruginosa PAOL susu ile enfekte hiicrelere imipenemin

MIK konsantrasyonu uygulandiginda hiicrelerde % 25 oraminda nekroz, % 35 oramnda
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apoptoz meydana gelirken geriye kaan hiicrelerin canliliklarim devam ettirdigi belirlenmistir
(Sekil 13). Enfekte hiicre dizisine imipenemin % 50 MIK konsantrasyonu uygulandiginda ise
hiicrelerin uygulandiginda % 7 oraminda nekroz, % 45 oraninda apoptoz meydana gelirken
diger hiucrelerin canli olduklari gorilmustir (Sekil 14). Ay sus ile enfekte hiicrelere

imipenemin % 25 MIK konsantrasyonlar: uygulandiginda hig hlicre kalmadig: gozlenmistir.

Rhl mutant Pseudomonas aeruginosa PAO1 susu ile enfekte hiicrelere imipenemin
MIK konsantrasyonu uygulanciginda % 20 oraninda nekroz ve % 80 oramnda apoptoz
meydana geldigi belirlenmistir. (Sekil 15). Enfekte hiicrelere imipenemin % 50 MiK ve % 25
MIK konsantrasyonlar: uygulandiginda hig hticre kalmadig: g6zl enmistir.

Meropenemin MiK konsantrasyonun uygulandig: standart Pseudomonas aeruginosa
PAOL susu ile enfekte HEp- 2 hiicres sayisinda azalma oldugu ve % 10 oraninda nekroz, %
45 oraninda apoptoz meydana gelirken geriye kalan hicrelerin canliliklarim devam ettirdigi
belirlenmistir (Sekil 16). Ayni sus ile enfekte hiicre dizisine meropenemin % 50 MIK
konsantrasyonu uygulandiginda ise hucrelerin % 40 inde nekroz, % 45 inde apoptoz
meydana geldigi ve geri kalan hicrelerin canli olduklart gozlenmistir (Sekil 17).
M eropenemin % 25 MIK konsantrasyonu uygulandiginda ise hiicre sayisinin oldukca azaldig:
ve % 30 oaraminda nekroz gozlenirken kalan huicrelerde nekroz meydana geldigi goralmustir
(Sekil 18).

Las mutant Pseudomonas aeruginosa PAOL susu ile enfekte hiicrelere meropenemin
MIK konsantrasyonu uygulandiginda HEp- 2 hiicresinde % 2 oraminda nekroz, % 40 oramnda
apoptoz meydana gelirken geriye kaan hiicrelerin canliliklarim devam ettirdigi belirlenmistir
(Sekil 19). Aym sus ile enfekte hiicrelere meropenemin % 50 MIK ve % 25 MIK

konsantrasyonlar: uygulandiginda hig hiicre kalmadig: gozlenmistir.

Rhl mutant Pseudomonas aeruginosa PAOL susu ile enfekte hiicrelere meropenemin
MIK konsantrasyonu uygulandiginda % 20 oraminda gpoptoz meydana geldigi ve kalan diger
hticrelerin canli oldugu belirlenmistir. (Sekil 20). Enfekte hiicrelere meropenemin % 50 MiK
ve % 25 MK konsantrasyonlar: uygulandiginda hig hticre kalmadigi gozlenmistir.

Standart susla enfekte edilen hiicrelerde yaygin hiicre 6lumu olusuyor. Bu deneylerin

dogru olusturuldugunu gosteren bir i¢ kontrol sonucudur. Rhl mutant susta nekroz (6l1Um)
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oranm azalirken, nekroz orani las mutantta daha disiik olmaktadir. Ayrica standart sus ve las
mutant susta biyofilm benzeri yapilar gdzlenmistir. Bu sonug gok ilgingtir, ¢linkd in vivo (ex

vivo) biyofilm sonucu, biyotik ortamda gosterimi ¢ok zordur.

Ertapenem uygulamasinda MIK'te nekroz oram diserken,sub MIK diizeylerinde
nekroz oram artmaktadir. Bu dailging bir sonuctur,ctinkii ertapenem rutin olarak,yan etkileri
nedeniyle,Pseudomonas enfeksiyonlar: tedavisinde kullamilmaz. Rhl mutant ve las mutant

suslarda ertgpenem uygulama sonuglar: da farklidir.
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Tablo 1. Pseudomonas aeruginosa Suslarimin Imipenem, Meropenem, Ertapenem

Antibiyotiklerinin Minimum inhibisyon Konsantrasyon Degerleri

IMIPENEM MEROPENEM ERTAPENEM
PAO1 8 pg/ mL 0. 5pg/ mL 2 pg/ mL
Las mutant 8 pg/ mL 0. 5pg/ mL 4 pg/ mL
P. aeruginosa
Rhl mutant 1 pg/ mL 1 pg/ mL 4 ug/ mL

P. aeruginosa
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Tablo 2 Pseudomonas aeruginosa Suglarnmn Karbapenemler (Imipenem, Meropenem,

Ertapenem) Etkisinde ve Enfeksiyon modeli uyguland:iktan sonra Hiicreden fzole edilen

Pseudomonas aeruginosa suslarinin Cogunlugu Algilama Yanatlar:

% 50 % 25
ANTIBIYOTIK | SUSLAR MiK X MiK X MIiK KONTROL
CA
PAO1 las + - - +
IMIPENEM
Las las - - - -
mutant rhl + + + +
Rhl las - + + +
mutant hi - " " -
PAO1 las + + + +
rhl + + + +
MEROPENEM
Las las - - - -
mutant rhl + + + +
Rhl las - + + +
mutant hi - " " -
PAO1 las + + + +
rhl + + + +
ERTAPENEM
Las las - - - -
mutant rhl + + + +
Rhl las - + + +
mutant hi - " " -
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Tablo 3. Pseudomonas aeruginosa Suslarimnn Karbapenemler (imipenem, Meropenem,
Ertapenem) Etkisinde ve Enfeksiyon modeli uyguland:iktan sonra Hiicreden fzole edilen

Pseudomonas aer uginosa suslarznin Biyofilm Yanatlar:

ANTIBIYOTIK SUSLAR %50 | %25
MiK | X MiK | XMiK | KONTROL
PAO1 - - + +
Las mutant + + + +
IMiPENEM Rhl + + + +
mutant
PAO1 - + + +
MEROPENEM Lasmutant | - + + +
RAl - + + +
mutant
PAOL + + + +
ERTAPENEM Lasmutant | - + + +
Rhl + + + +
mutant




Tablo 4. Pseudomonas aeruginosa ile enfekte edilen ve Karbapenem (imipenem,

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

Y anitlarimin Degerlendirilmesi

ANTIBIYOTIK
SUSLAR % 50 % 25 KONTROL
MiK X MiIK X MiIK
PAO1 63.3uM 64.4uM | 71,7 puM 45. 2uM
Las mutant 58. 8 uM 53.7uM | 57. 7 uM 38.0 uM
iIMIPENEM Rhl mutant 59. 3 uM 63.6 uM | 50. 3 uM 55.7 uM
PAO1 63. 6 UM 65.3uM | 63.3puM 45. 2uM
MEROPENEM Las mutant 73.8 uM 53.2uM | 49.8 uM 38.0 uM
Rhl mutant 58.1 uM 51.7uM | 51. 4 uM 55.7 uM
PAO1 55.9 uM 65.3uM | 67.5uM 45. 2uM
ERTAPENEM Las mutant 63. 6 uM 53.0uM | 50. 3 pM 38.0 uM
Rhl mutant 56. 8 yM 51.7uM | 60.8 uM 55.7 uM

* HEp- 2 hiicredizisinin bakteri ve antibiyotik uygulamas olmaksazin NO yaniti: 15 pM
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Sekil 1: Standart Pseudomonas aeruginosa PAO1 susu ile enfekte edilmis HEp- 2 hlicre

dizisinin apoptoz- nekroz degerlendirmesi

Sekil 2: rhl mutant Pseudomonas aeruginosa susu ile enfekte edilmis HEp- 2 hiicre dizisinin

apoptoz- nekroz degerlendirmesi



Sekil 3: las mutant Pseudomonas aeruginosa susu ile enfekte edilmis HEp- 2 hiicre dizisinin

apoptoz- nekroz degerlendirmesi

Sekil 4: HEp- 2 hiicres
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Sekil 5: StandartPseudomonas aeruginosa PAOL ile enfekte HEp- 2 hiicresinde ertgpenemin

MIK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz degerlendirmesi

Sekil 6: Standart Pseudormonas aeruginosa PAOL ile enfekte HEp- 2 hiicresinde ertapenemin

% 50 MK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz degerlendirmesi



Sekil 7: StandartPseudomonas aeruginosa PAOL ile enfekte HEp- 2 hiicresine ertapenemin

% 25 MIK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz degerlendirmesi

Sekil 8: Las mutant Pseudomonas aeruginosa ile enfekte HEp- 2 hiicresinde ertapenemin

MIK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz degerlendirmesi
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Sekil 9: Rhl mutant Pseudomonas aeruginosa ile ile enfekte HEp- 2 hiicresinde ertapenemin

MIK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz degerlendirmesi

Sekil 10: Standart Pseudomonas aeruginosa PAOL ile enfekte HEp- 2 hicresinde
imipenemin MiK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz degerlendirmesi
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Sekil 11: Standart Pseudomonas aeruginosa PAOL ile enfekte HEp- 2 hiicresinde

imipenemin % 50 MIK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz degerlendirmesi

Sekil 12: Standart Pseudomonas aeruginosa PAOL ile enfekte HEp- 2 hicresinde

imipenemin % 25 MIK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz degerlendirmesi
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Sekil 13: Las mutant Pseudomonas aeruginosa ile enfekte HEp- 2 hiicresinde imipenemin

MIK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz degerlendirmesi

Sekil 14: : Las mutant Pseudomonas aeruginosa ile enfekte HEp- 2 hiicresinde imipenemin

% 50 MK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz degerlendirmesi




Sekil 15: : Rhl mutant Pseudomonas aeruginosa ile enfekte HEp- 2 hiicresinde imipenemin

MIK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz degerlendirmesi

Sekil 16: Standart Pseudomonas aeruginosa PAOL ile enfekte HEp- 2 hiicresnde

meropenemin MIK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz degerlendirmesi
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Sekil 17: Standart Pseudomonas aeruginosa PAOL ile enfekte HEp- 2 hiicresinde

meropenemin % 50 MIK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz degerlendirmesi

Sekil 18: Standart Pseudomonas aeruginosa PAOL ile enfekte HEp- 2 hiicresinde

meropenemin % 25 MiK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz degerlendirmesi
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Sekil 19: Las mutant Pseudomonas aeruginosa ile enfekte HEp- 2 hiicresinde meropenemin
MIK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz degerlendirmesi

Sekil 20: Rhl mutant Pseudomonas aeruginosa ile enfekte HEp- 2 hiicresinde meropenemin

MIK konsantrasyonu etkisinde apoptoz- nekroz degerlendirmesi
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4. TARTISMA

Cogunlugu algilama, lokal bakteri yogunlugu ile gen sunumu diizenlenmesi arasinda
baglantiyr saglayan bakteri ici sinyal ileti sistemidir. Algilama, bir bakteri poptlasyonunun
gen sunumunu, beraber lokalize olan bakteri sayisina bagimli olarak koordine etmesine
olanak verir. Cogunlugu agilama, en ¢ok Uzerinde calisilan P.aeruginosa olmak Uzere,
virilans gen sunumunu koordine etmek icgin bazi patojenler kullanir. Boylece bakteri
topluluklari, sadece kritik dlizeyde bakteri kitles bulundugu zaman virtlans davrans
benimserler (77- 78).

Biyofilm yapilar1 bakteri topluluklarinin bir ylizeye tutunmasini saglarlar ve kendi
salgiladig1 ekzopolisakkarid matrix ile cevrelenmistirler. Biyofilm olusturma yetenegindeki
bakteriler serbest yasayan veya plantonik formlarda olamak tzere iki form olarak biyofilmin
icinde bulunabildigi gosterilmistir (79, 80).

Biyofilmler, antibiyotikleri de igeren cesitli fiziksel ve kimyasal aanlara karsi
direnclidirler. Biyofilm olusturan 6nemli patojenler arasinda Saureus, koagulaz negatif
Staphyloccocci, P. aeruginosa sayilabilmektedir. Biyofilmler, intravaskiler kateterler, triner
kateterler, endotrakeal tlpler, ve prostetik kalp kapaklarimin sebep oldugu infeksiyon ve
bakteri kolonizasyonunda 6nemli rol air (81).

Biyofilm iginde panktonik formda buluna bakteriler in vitro ortamda duyarl:i olarak
belirlenmesine karsin,  biyofilm icindeki bakteri, antibiyotiklere kars1 direngli olduklar:
gosterilmistir. Antibiyotiklere kars1 biyofilmin direngli olmasinin nedenleri arasinda en gok
biyofilm matriks icerisine antibiyotik penetrasyonunda azalma ve matabolik olarak inaktif
dormant hiicre bulunmasi gibi faktorler dne gikmaktadir. Antibiyotiklere karsi biyofilm
kaynakli infeksiyonlardaki fonksiyonel direng, infeksiyon bolgesinden infekte materyalin
uzaklastiriimasinin 6nemini agiklamaktadir (15, 81).

P. aeruginosa’ da biyofilm olusumlarinin hticreden hiicreye sinyal iletim sistemi olan
CA sistemleri ile kontrol edildigi belirlenmistir. Hicre yogunluguna bagl: olarak etkinlesen
CA sistemleri; 1s1ma, plazmid tasimim ve farkli virtilans etmenlerinin dretimi gibi bakterinin
farklt metabolik etkinliklerini kontrol etmektedir(21, 23). CA sistemleri, kendi kendini uyarici
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sentezinden sorumlu gen bolgesi (Lasl ve Rhl I) ve transkripsiyonal dizenleyici (Las R ve
Rhl R) olmak tzere iki bilesenden olusmaktadir. Firsat¢i patojen P. aeruginosa’ daLasl / R;
Rhll / R ve Pseudomonas kinolon sinyalleme (PQS: Pseudormonas Quinolone Signalling)
olmak Uzere ¢ CA sistemi vardir. Bunlardan ikisi; Lasl/ R sistemi; “N-(3-oxododecanoly)-L-
AHL” (30Cy2- HSL) snya molekdlu ile rhll/R sistemi ise ”"N-butryl-L-AHL” (Cs- HSL)
sinyal molekult ile caligmaktadir. Bakteri sayisina bagli olarak uretilen bu sinyal molekdlleri
yeterli yogunluga ulastiginda bazi genlerin uyarim: gergeklesmektedir (82, 83).

Calismamizda kullandigimizda imipenem, meropenem ve ertapenemin MiK, % 50
MIK ve % 25 MIK degerlerinde Las mutant P. aeruginosa susunun rhl sistemi calisirken las
stemin calisgmadigi gosterilmistir. rhl mutant P. aeruginosa susunun ise imipenem,
meropenem ve ertapenemin MIK, % 50 MIK ve % 25 MIK degerlerinde rhl sistemi
calisirken, las sisteminin calismacdigi gortlmustir. imipenem etkisinde standart P. aeruginosa
PAOL susunun CA sistemlerinden las sistemin sadece MIK degerinde calisip, % 50 MIK ve
% 25 MIK degerlerinde calismadigi; rhl sisteminin ise sadece % 50 MIK ve %25 MIK
degerlerinde calistign gosterilmistir. Meropenem ve ertapenemin MiK, % 50 MIK ve %25
MIK degerlerinde standart P. aeruginosa PAOL susunun her iki CA sisteminin de calistig:
belirlenmistir. Bu sonuglar; P. aeruginosa’ mn kullandig: las ve rhl olmak Uzere iki CA
sisteminin calismasinin, susta her iki sistemin varliginda imipenemin MIK ve sub-MiK
yogunluklarinda baskilanabildigi veya uyarilabildigini gostermektedir. Meropenem,
ertapenem, imipenem sadece las veya sadece rhl sistemini kullanan suslarin CA sistemleri

Uzerinde baskilayici ve / veya uyarici etkisinin olmadigini gostermistir.

Kigtik fibrosidi hastalarin akciger alveollerinde ve farkli konak dokularinda olusan P.
aeruginosa enfeksyonlari icin biyofilm olusumlart oldukga 6nemlidir. Biyofilm olusum
surecinde bakteri Uremes devam eder ve farkli antibiyotiklere kars1 ve /veya konak immun
yamitinda bakteriyi koruyan bakteriyel ekzopolisakkarit olan glikokaliks tabakasin Uretirler
84).

P. aeruginosa’ min meydana getirdigi biyofilm olusumlarimin, (i) ylizeye tutunmanin
gerceklestigi geri- donustimli tutunma, (ii) bakterilerin hareketsiz oldugu geri- donistimsiiz
tutunma, (iii) bakteri kimelerinin olustugu olgunlasma evresi, (iv) bakteri kiimelerinde kanal
ve porlarin olustugu, biyofilm olusumundan ayriimalarin basladigi dagilma evresi olmak

Uizere dort evreden olustugu belirlenmistir (83, 85, 86).
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Geri- dontsimsiiz tutunma evresinde; bakteri kiimelerinin gelismesi ve bakterilerin
tutunmasindan sonra las regulonu etkinlesmektedir. Las B’ nin etkin hale gelisinin, biyofilm
hicrelerinin gelisimi ile es zamanli bagladigi gosterilmistir. Dis membran proteinleri,
lipopolisakkarit (LPS), aginat, flagel vetip IV pili tutunmada 6nemli olan adhezinlerdir. Bu
geri-donlsumsiiz tutunma evresinde, bakteri hareketinin sona erdigi ve flagel kaybinin oldugu
gosterilmistir. Olgunlasma evresinde ise; ikinci CA sistemi olan rhl sistemi aktive olmaktadir.
Hucre dig1 matriks olan glikokaliks Uretimi ile mikrogevrede oksijen seviyelerinin dismesine
bagli olarak anaerobik solunum ile ilgili proteinlerin yapimi artar. Bu protein yapiminin
artmast ile de biyofilm mimarisi sekillenir. Hareketin 6nemli oldugu dagilma evresinde ise;
bakteri kiimelerinden ayrilan bakterilerin hareketli oldugu, bakteri kiimelerinin duvarinda
kalan bakterilerin hareketsiz olduklar1 gosterilmistir. Ortam kosullart duzeldiginde hareket
0zelligi kazanan bakteriler biyofilmden ayrilmaya baslamaktadir (83).

P. aeruginosa biyofilmleri; enfeksiyonun akut veya kronik olusuna ve tutundugu
dokuya gore farkli mimaride olmaktadir. Schaber ve arkadaslar1 klinikten izole ettikleri P.
aeruginosa suslarinin polikarbonat membranda biyofilm olusumunu saglayarak, planktonik
form ile biyofilm formunun; P. aeruginosa enfeksiyonlarinda siklikla kullanilan imipenem
(karbopenem p-laktam), gentamisin (aminoglikozid) ve piperasilin-tazobaktam (B-laktamaz
inhibitord) antibiyotiklerine karsi duyarliliklarim arastirmiglar  ve biyofilm formunun
planktonik forma gore yaklasik 10 kat daha direncli hale geldigini gostermislerdir (87).
Calismalarimizda imipenem, meropenem ve ertapenemin MiK, % 50 MIK ve % 25 MIK
yogunluklarinda biyofilm olusumlar: degerlendirilmistir. Las mutant ve rhl mutant P.
aeruginosa suslarimin imipenemin MiK, % 50 MIK ve % 25 MIK degerlerinde biyofilm
olusturdugu gozlenirken, standart P. aeruginosa PAOL1 susunun imipenemin sadece % 25
MIK degerinde biyofilm olusturup, MiK ve % 50 MiK degerinde olusturmadig: gozlenmistir.
Bu sonuca gore her iki CA sistemini kullanan susta biyofilm olusumunun, imipenemin MiK
ve %50 MIK degerlerinde baskilandigi gorulmektedir. Her G¢ P. aruginosas susunun
meropenemin % 50 MIK ve % 25 MIK degerlerinde biyofilm olustururken, MIK degerinde
olusturmadig: belirlenmistir. Kullandigt CA sstemi hangisi olursa olsun suslarda biyofilm
olusumunun meropenemin MIK degerinde baskilandig: gosterilmistir. Standart P. aeruginosa
PAOL ve rhl mutant P. aeruginosa suslarinin ertgpenemin MiK, % 50 MiIK ve % 25 MIK

degerleri etkisinde iken biyofilm olusturdugu gorulurken, las mutant P. aeruginosa



ertapenemin - % 50 MIK ve % 25 MIK degerlerinde biyofilm olusturup, MIiK de

olusturmadig: belirlenmistir.

Biyofilmler bakterilerin hizli ve yavas veya degisen mikrogevre kosullarina gore
tremelerini durdurmalar: ile olusmaktadir (88). Enfeksiyon bolgesinde bakteri hiicreleri farkl
fizyolojik mikrogevrelerde bulunabilirler. Biyofilm olusumunda; yuzeye tutunma, yizeyde
cogalma ve bakterinin bulundugu Ureme fazi Onemlidir (89, 90). Farkli fizyolojik
mikrogevrelerde, Uremenin yavaglamasi bakterileri  antibiyotiklerden  korunmasin
saglamaktadir ve bu da biyofilm olusumu ile meydana gelen direncin bakteri Uremes ile
iliskili oldugunu gostermektedir (91, 92).
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5. SONUC VE ONERILER

Hazirlanan deneysel model, antibiyotik uygulamal arinin basarisint sorgulamak amaciyla
gelistirilebilir. Bir bakteriyoloji laboratuvarinda in vitro kosullarda bazi Olgutler
degerlendirilerek, izole edilen bakterinin secilen antibiyotige yamtlarim degerlendirerek,
sagaltimin basarisi — basarisizligi, sagaltimin donemlerinin yonlendirilmesi — degistirilmesi -
gelistirilmesi ile ilgili yorum vyapilabilir. Pseudomonos aeruginosa enfeksiyonlarinda;
virulans etmenlerinin sunumu, direng gelisimi, konagin davraniglarina kadar genis bir alam

ilgilendiren CA sistemlerinin agiklanmasi ile yeni sagaltim yontemleri gelistirilebilir.
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