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KARBAPENEMLERIN NITRIK OKSIT YANITI UZERINE
ETKILERI*

Zeynep GULAY, Mine YUCESOY, Nuran YULUG
OZET

Yogun bakim hastalarinda gelisen infeksiyonlarin tedavisinde sik kullanilan
imipenem ve meropenemin, fare peritoneal makrofajlarindan nitrik oksit (NO)
sahmmina etkileri, in-vitro bir deney sistemi ile incelenmistir. Bu amagla,‘ degigen
diizeylerde (0 “kontrol”, 10,30,100, 300 pg/ml) imipenem veya meropenem cklenmis
fare peritoneal makrofaj kiiltiirleri (5x10 hiicre/ml), 1 pg/ml lipopolisakkarit (LPS) ile
uyarilarak, kiiltiir stipernatamindaki nitrit diizeyleri 6lgiilmiistiir. Sadece besiyeri igeren
kontrol ¢ukurlaninda, 1., 2. ve 4. giinlerde yaptlan bu uyarim sonucunda sirasiyla
18.617.3 pM, 22.2+6.6 pM ve 34.247.9 pM nitrit tretimi saptanmistir. Kuyucuklara,
imipenem (300 pg/ml) ilavesi ile bu miktarlarin %4.3-%8.7; meropenem (300 ug/ml)
ilavesi ile de %3.8-%7.1 oraninda azalma gosterdigi ve sonuglarin istatistiksel olarak
anlamb olmadif belirlenmistir.

Sonuglarimiz, imipenem ve meropenemin dogal bagisitkhiin bir parcas: olan NO
yamtim etkilemedigint gistermektedir,

SUMMARY
The effects of carbapenems on nitric oxide response.

The effects of imipenem and meropenem which are widely used in intensive care
units, on nitric oxide (NO) production by murine peritoneal macrophages were
investigated in an in-vitro test model. Peritoneal macrophages (5x 105 cell/ml) which
had been cultured in the presence of varying doses (0 “control”, 10,30,100, 300
pg/ml) of imipenem or meropenem, were stimulated by 1 pg/ml lipopolysaccharide
(LPS) and the resulting NO response was assessed by measuring the nitrite levels
in the culture supernatants. After LPS stimulation, nitrite level in the control wells
reached (o 18.6£7.3 pM, 22.246.6 pM, 34.2+7.9 pM on the 1st, 2nd, and 4th days of
the culture respectively. When imipenem (300 pg/ml} or meropenem (300 pg/ml) were
added to the wells these nitrite levels decreased by 4.3-8.7% by the former and 3.8-
7.1% by the latter agents, The results were statistically insignificant.

Our results indicate that, imipenemn and meropenem have a neutral effect on NO
response, a member of murine immune system,

GIRIS

Makrofajlar, gerek insan gerekse hayvanlarda intraseliler infeksiyonlarin
kontroliinde rol oynayan en énemli hiicre gruplarindandir.

* 1. Antibiyotik ve Kemoterapi (ANKEM} Kongresi'nde sunulmustar {2-6 Haziran 1996, Kugadasi),
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrabiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Daly, inciralti, izmir,
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Son yiliarda yapilan gahismalarda, makrofajlar tarafindan salman bir serbest
radikal gaz olan nitrik oksitin (NO), tiimér hiicreleri ve gesitli patojen mikroorganizma
tiirlerine karg: sitotoksik etkili oldugu gosterilmistir (8,10,12,19). Bilindigi gibi, NO,
nitrik oksit sentaz enzimleri tarafindan L-argininin terminal guanido-nitrojen
atomlarindan birinin oksidasyonu sonucunda olugan bir ara {iriindtr ve IFN-y, IL-18,
IL-2, TNFat ve IL-6 gibi sitokinler ve lipopolisakkarit (LPS) veya stafilokokkal
ekzotoksinler gibi bakteriyel iriinler NO sentezini arttirmaktadir (4,6,9,13).
Antitiimbral, antifungal, antibakteriyel, antiviral ve antiprotozoal etkinlikte oldugu ve
yangt gelisiminden sinir iletisine kadar pek gok iglevi etkiledigi ayrica, septik ok
geligimindeki vazodilatator etkisiyle oliimcill de olabildigi belirtilmektedir
(1,4,8,11,12,15-17). Bu islevsel gesitlilik nedeniyle, NO sisteminin farmakolojik
manipulasyonuna ilgi giderek artmaktadir.

Cesitli antimikrobiyal ajanlarin bu etkinlikleri yamsira imminomodiilator
tzellikleri bulundugu da bildirilmektedir (3,13,18). Buda tedavi sonucunu etkilemekte
veya yan etkiler ¢tkmasina neden olabilmektedir.

Karbapenem grubu antibiyotikler, anaeroplar dahil olmak iizere ¢esiti Gram
pozitif ve Gram negatif bakteri tiirlerine etkili beta-laktam ajanlardir (5). Bu grupta
bulunan imipenem ve meropenem, kromozomal ve geniglemis spektrumlu beta-
laktamazlar ile pargalanmaya direngli olmalan, bakterisidal etkinlikieri, Gram pozitif
ve negatif bakteriler iizerinde post-antibiyotik etkileri bulunmasi nedeniyle yagarm
tehdit edici nitelikteki infeksiyonlarm sagattiminda yaygin olarak kullaniimaktadirlar
(5). Ancak pek gok antibiyotik igin oldugu gibi, karbapencmlerin de bagigikbk sistemi
iizerine etkileri tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle ¢alismamizda, imipenem ve
meropenemin fare peritoneal makrofajlarindan NO salimmina etkileri in-vitro bir deney
sistemi ile tncelenmigtir.

-

GEREC VE YONTEM

Fare peritoneal makrofaj kiiltérlerinin hazirlanmasi

Swiss albino farelerin (n=53), peritoneal kaviteleri fosfat tamponlu tuzlu su (PBS)
ile yikanarak peritoneal hiicreleri toplanmgtir (14). Hiicreler PBS ile 2 kez
yikandiktan sonra, sayilar1 5x10° olacak sekilde RPMI 1 640 besiyeri (fenol kirmzis
ve antibiyotik icermeyen, %10 fotal kalf serumu “FCS”, L-glutamin, 1x10% M 2-
merkaptoetanol eklenmig) igerisinde siispanse cdilmigtir. Bu siispansiyon 96 gukurlu
plastik hiicre kiiltiir plaklarma dagitilmistir. Plaklar 37°C’de, %5 CO,'li ortamda 2 saat
inkiibe edildikten ve non-adheran hiicreler uzaklagtinldiktan sonra, kontrol cukurlarina
sadece RPMI 1640 besiyeri, test gukuriarina ise aymi besiyeri igerisinde degigen
konsantrasyonlarda (10 pg/ml, 30 pg/ml, 100 pg/ml 300 pg/ml) imipenem (Merck
Sharp Dohme Inc.) veya meropenem (Zeneca Inc.) eklenmistir. Her konsantrasyon
igin ii¢ gukur kullamlmigar. Bu antibakteriyel ajanlarla temas stiresinin NO yanitina
etkilerinin incelenmesi amaciyla, 1, 2 ve 4 giin inkiibasyondan sonra, test ve kontrol
cukurlarina 1 pg/ml LPS (Serratia marcescens lipopolisakkariti, Sigma Chem. Comp.,
St Louis, Mo, ABD) eklenmistir. Uyarim esnasinda bazi gukurlara LPS yamnda 1 mM
L-NMMA (NG monomethyl L-arginine, Sigma) konmustur. Bir gece 37°C, %5 COl
ortarnda inkiibasyon sonrast kiiltiir siipernatanlart toplanmusgtir.
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Nitrit diizeylerinin 6l¢iimii

NO liiretimi, bunun stabil bir son iiriinii olan nitrit (NO,) diizeylerinin dlgiilmesi ile
degerlendirilmigtir (9). Bu amagla, siipernatanlardan 50 pl alinarak izerine egit
miktarda Griess ayirict (% 1 siilfanilamid / %0.1 naftiletilen diamin dihidroklorid / %2.5
H;PO,) ilave edilmistir. Nitrit konsantrasyonu, renk degisimi standart sodyum nitrit

soltisyonununki ile karsilagtirdarak 550 nm dalga boyunda, spektrofotometrik olarak
Olgiilmiigtiir,

Istatistiksel testler
Meropenem ve imipenem ile inkiibasyonun nitrit sallmmina etkisi, Wilcoxon
eslestirilmis iki drnek testi ile degerlendiritmigtir (7).

BULGULAR

Sadece besiyeri igeren kontrol gukurlarinda 1., 2. ve 4, giinlerde LPS uyanim
sonucunda, nitrit dilzeylerinin siras: ile 18.627.3 pM, 22.246.6 pM ve 34.21£7.9 pM’a
ulagtig1 belirlenmigtir. Degisen konsantrasyonlarda (10,30,100,300 pg/ml) imipencm
ilavesi ile bu miktarlarin bir giinliik inkiibasyon sonucunda %0-%4.3; 2 giinlitk
inkiibasyon sonucunda %0-%7.2; 4 giinlik inkiibasyen sonucunda ise 9%1.5-%8.7
oraminda azaldigi saptanmistic (p> 0.05). 10 pg/ml imipenem ilavesinin sonuglar
etkilemedigi gbzlenmigtir.

Meropenemin nitrit salimmina etkileri incelendiinde; 1. ve 2. giinlerde sadece bu
ajanin diizeyinin 300 pg/m! oldugu ¢ukurlarda nitrit diizeylerinin kontrole gire %3.8-
%4.0 oranlarinda azaldif belirlenmigtir. 4 giin inkiibasyon senunda ise, 10,30,100,300
ug/ml meropenem iceren gukurlardaki nitrit diizeylerinde sirasiyla %0.8, %0.6, %0.4 ve
%7.1 oramnda azalma saptanmistir (p> 0.05), Her iki-karbapenem tiirevinin eklendigi
cukurlarda saptanan nitrit diizeyleri kontrol ¢ukurlan ile kiyaslandifinda, degerler
arasinda istatistikse! acidan 6nemli bir fark bulunmadig: belirlenmigtir. Ayrica, bu
ajanlarla 6n inkiibasyon siiresinin de sonuglan etkilemedigi gozlenmigtir. Bulgular
tabloda Gzetlenmistir.

TARTISMA

NO, basta makrofajlar olmak iizere cesitli hiicreler tarafindan sentezlenen ve
konak immiin yanitindan sok geligsimine kadar pek ¢ok siiregte rol alan bir serbest
radikal gazdir (4,8,12). Bu nedenle, tedavide kullanilacak antibakieriyel ajanlarin NQ
salintmi fizerine etkisinin bilinmesi énemli olmaktadir. Son 20-3G yildir, antimikrobiyal
ajanlarin konak bagisitk yanmitim degigtirebildigine iliskin veriler giderek artmaktadir
(3,13,18). Banlar ayrnica, subinhibitdor konsantrasyonlarda kullanildiklarinda
bakterilerin ylizey yapilarini degistirerek, fagositoz ve hiicre igi 6ldirme gibi bagisik
islevleri dolayh olarak da etkileyebilmektedirler (2,3). Antimikrobiyal ajanlarin bu
etkileri, yasam tehdit edici nitelikteki infeksiyonlanin tedavisinde vefveya immiin
sistemi baskilanmig hastalarda kullamldiklarinda ézellikle Snemli olmaktadir. Genel
olarak, imipenemin de aralarinda oldugu gesitli beta-laktam ajaniarin terapotik
diizeylerde uygulanmasiyla, fagositoz ve hiicre i¢i 6ldiirme iglevierinde belirgin bir
degisiklik goriilmedigi bildirilmektedir (3). Ancak, mikroorganizmalar fagositoz
degerlendirilmesi dncesinde subinhibitér konsantrasyonlarda imipenem ile inkiibe
edildiklerinde, olasihkla yiizey yapilarimn defismesi sonucunda, fagositoz ve
sitotoksisiteye duyarliliklar artmakiadir (2,3),
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Karbapenem tiirevleri olan imipenem ve meropenem, difer beta-lakiam ajanlara
benzer gekilde bakferi hiicre duvar sentezini bozarak antibakieriyel aktivite
gosterirler (5). Genig etki spektrumlan nedeniyle, ézellikle yogun bakim iinitelerinde
kullanilmaktadirlar. Bu ajanlanin diger beta-laktam ajaniara benzer gekilde fagositik
hiicre sitozoliine girdigi ancak burada birtkmedigi bildirilmektedir (20). Bu ézellikleri
ve yaygin kullammlar nedeniyle ¢aligmamizda imipenem ve meropenemin fare
peritoncal makrofajlarindan NO salinmuna etkileri incelenmistir. Her iki ajan ile 1, 2
ve 4 giinlitk inkiibasyonun peritoneal hiicrelerden nitrit salimmini ancak minimal
oranlarda ctkiledifi ve bunun istatistiksel agidan dnemli olmadigi saptanmistir.
Literatiir incelemelerinde benzer bir ¢alismaya rastlanmamistir.

Sonug olarak, imipenem ve meropenem, dofal bafisikhifin bir pargasi olan nitrik
oksit yanitint etkilememektedir,
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