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Araştırma

ÖZET

Amaç: Ertapenem ve doripenem karbapenem ailesinin 
yeni üyeleri olan ajanlardır. Antimikrobik ajanların 
etkinliği, yalnızca mikroorganizma üzerine direkt etkile-
rine değil, konağın immün sistem fonksiyonlarına da 
bağlıdır. Çalışmamızda, ertapenem ve doripenemin ısı 
ile inaktive edilmiş Escherichia coli ve Pseudomonas 
aeruginosa ile uyarılmış insan mononükleer hücrelerin-
den sitokin üretimi üzerine olan etkilerinin araştırılması 
amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Mononükleer hücreler ısı ile inaktive 
edilmiş mikroorganizmalarla uyarıldıktan sonra ertapenem 
ve doripenem hücre kültürüne eklenmiştir. İnkübasyondan 
sonra üst sıvıda interlökin-6 (IL-6), IL-10, IL-17, IL-23, 
interferon-gama (IFN-γ), tümör nekroz faktör-alfa (TNF-α) 
ve transforme edici büyüme faktörü-beta (TGF-β1) sitokin 
düzeyleri enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
yöntemi ile belirlenmiştir.

Bulgular: TGF-β düzeyleri ertapenem ve doripenem 
içeren kuyucuklarda bu ajanları içermeyen kuyucuklara 
göre anlamlı düzeylerde artış göstermiştir. Diğer sito-
kinlerin düzeylerinde anlamlı bir değişiklik oluşmamış-
tır.

Sonuç: TGF-β immünregülatuvar ve anti-inflamatuvar 
etkili bir sitokindir. TGF-β’nın ertapenem ve doripene-
min anti-inflamatuvar etkisinin oluşumunda önemli bir 
rolü olduğu düşünülmüştür. Bu nedenle, ertapenem ve 
doripenemin direkt immünmodülatör etkilerinin olduğu 
belirlenmiştir.

Anahtar kelimeler: Ertapenem, doripenem, sitokin

SUMMARY

Influence of Ertapenem and Doripenem on Cytokine 
Secretion from Human Peripheral Blood Mononuclear 
Cells

Objective: Ertapenem and doripenem are the new mem-
bers of the carbapenem family. Activity of antimicrobial 
agents depends not only on their direct effects on micro-
organisms, but also on the functional activity of the host 
immune system. In this study, it was aimed to investigate 
the effects of ertapenem and doripenem on cytokine sec-
retion from human peripheral mononuclear cells stimu-
lated with heat-inactivated Escherichia coli and 
Pseudomonas aeruginosa strains.

Materials and Methods: Mononuclear cells were stimu-
lated with heat-inactivated microorganisms, then erta-
penem and doripenem were added on cell culture media. 
After incubation, interleukin (IL)-6, IL-10, IL-17, IL-23, 
interferon-gamma (IFN-γ), tumor necrosis factor-alpha 
(TNF-α) and transforming growth factor-beta (TGF-β1) 
levels were determined by enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) in the culture supernatants.

Results: The levels of TGF-β was found to be signifi-
cantly increased in the wells that contained ertapenem 
and doripenem relative to the wells that did not contain 
these agents. There was no significant difference in the 
levels of the other tested cytokines.

Conclusion: TGF-β is a potent cytokine with immunore-
gulatory and anti-inflammatory activities. It was deter-
mined that ertapenem and doripenem had direct immu-
nomodulatory effects. Thus, it was suggested that TGF-β 
might play a critical role in the anti-inflammatory 
effects of ertapenem and doripenem.
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GİRİŞ

Karbapenemler, ciddi enfeksiyonların tedavisin-
de güvenilir ve etkin olarak kullanılan güçlü, 
geniş spektrumlu beta laktam antibiyotiklerdir. 
Karbapenem grubu antibiyotikler, hücre duvar 
sentezini inhibe eden ajanlardır(1). AmpC ve ge-
nişlemiş spektrumlu β-laktamlara (ESBL) karşı 
stabil olmaları ile diğer β-laktam antibiyotikler-
den ayrılırlar(2). Türkiye’de imipenem, merope-
nem, doripenem ve ertapenem kullanılmakta 
olan karbapenem grubu antibiyotiklerdir(3).

Doripenem ve ertapenem, parenteral olarak uy-
gulanan karbapenem grubunun yeni üyeleri olan 
antimikrobik ajanlardır. Karbapenemler, özel-
likle genişlemiş spektrumlu β-laktamaz (ESBL) 
üreten çok ilaca dirençli Enterobacteriaceae 
ailesi türlerine karşı etkili ilaçlardır(4). Doripe-
nem, parenteral 1-β-metil karbepenem olup, 
β-laktamaz stabilitesi ve renal dihidropeptidaz 
inaktivasyonuna direnç özelliği vardır(5). Ayrıca, 
imipenemden farklı olarak uygulama sırasın-
da cilastatin eklenmesi gerekmez(1). İmipeneme 
benzer şekilde gram-negatif ve gram-pozitif 
koklara karşı etkilidir ve meropeneme benzer şe-
kilde gram negatif organizmalara etkinliği var-
dır. Geniş spektrumlu etkinliği ile gram pozitif 
bakterilere ve özellikle immünsupresif hastalar-
da enfeksiyonlara neden olan Enterobacteriaceae 
ailesi, anaerob bakteriler ve Pseudomonas 
auroginosa gibi non-fermentatif bakterilere kar-
şı etkilidir(6,7). Ertapenem uzun etkili parenteral 
grup 1 karbapenemdir. Komplike toplumdan ka-
zanılmış enterik baterilerle gelişen enfeksiyonla-
rın tedavisinde önemli bir alternatiftir(4). Ertape-
nem özellikle, ESBL üreten Enterobacteriaceae 
ailesi; doripenem çok ilaca dirençli P. aeruginosa 
tarafından oluşturulan enfeksiyonlara karşı kul-
lanılan karbapenemlerdir.

Enfeksiyonların tedavisinde kullanılan anti-
biyotiklerin, konak immün yanıtı ve inflama-
tuvar yanıtı etkiledikleri çeşitli çalışmalarda 

gösterilmiştir(8). Pek çok ajan antimikrobik et-
kileri yanında, immün sistemin komponentleri 
üzerine düzenleyici etkilere de sahiptir. Antibi-
yotiklerin immünmodülatör etkileri; fagositoz, 
kemotaksis, endotoksin salınımı, tümörosidal 
etki ve sitokin üretimi üzerine arttırıcı veya 
azaltıcı etki şeklinde olabilir. Ayrıca, çeşit-
li çalışmalarda antimikrobik ajanların immün 
yanıtta görev alan pek çok hücreyi uyararak, 
fagositoz ve hücre içi öldürme kapasitesi gibi 
fonksiyonlarında arttırıcı etkiler oluşturduğu 
da gösterilmiştir(9). Özellikle makrolid gru-
bu antibiyotiklerin immün hücre fonksiyonu-
nu ve doku inflamasyonunu düzenlediği ve 
bu şeklide immünmodulatör etkileri olduğu 
belirlenmiştir(10). Benzer şekilde, β-laktam an-
tibiyotikler de bir yandan antibakteriyel etki 
gösterirken diğer yandan da immün hücre fonk-
siyonlarını etkileyerek immünmodulatör etkiler 
de oluşturabilir(11).

Çalışmamızda, β-laktam antibiyotik olan ve son 
yıllarda kullanıma giren ertapenem ve doripene-
min ısıyla inaktive edilmiş farklı mikroorganiz-
ma türleri ile uyarılmış insan periferik kan mo-
nonükleer hücrelerinden (MNH) immün yanıtta 
önemli proteinler olan sitokin üretimi üzerine 
olan etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Periferik kan mononükleer hücre izolasyonu: 
MNH izolasyonu için heparinize kan örnekleri 
kullanıldı. Kan örnekleri sağlıklı kan vericile-
rinden elde edildi. İzolasyon “ficoll-hypaque 
density gradient centrifugation” yöntemi ile 
yapıldı. Ficoll-hypaque üzerine dilüe edilmiş 
kan örneği yayılıp, santrifüj edildi. Lenfositleri 
içeren buffy coat ayrı bir santrifüj tüpüne alındı 
ve fosfat buffer saline (PBS) tampon solüsyonu 
eklenip, santrifüj edildi. Lenfositlerin bulunduğu 
çökelti RPMI besiyeri ile süspanse edildi. Hücre 
canlılığı “trypan blue” yöntemi ile %95 olarak 
bulundu(12).
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Mikroorganizma: P. aeruginosa ATCC 15442 
ve Escherichia coli ATCC 10536 suşları brain 
heart infusion broth (BHI) içinde inkübe edildi. 
İnkübasyon sonrası PBS içinde, yoğunluk 108 
CFU/ml (colony forming unit) olarak ayarlandı. 
Isı ile inaktive edilmiş bakteri süspansiyonu elde 
etmek için 100°C’da 30 dakika bekletildi.

Hücre kültürü hazırlanması: Periferik kan 
MNH’leri hücre kültürü kuyucuklarına 2x106/
ml konsantrasyonda dağıtıldı. Isı ile inaktive 
edilmiş (108 CFU/ml) mikroorganizma süspan-
siyonları da kuyucuklara eklendi. Periferik kan 
MNH’ler inaktive edilmiş mikroorganizmalarla 
uyarıldıktan sonra ertapenem ve doripenem ilave 
edildi. Kontrol kuyucukları olarak; yalnızca 
E. coli ve P. aeruginosa ve yalnızca doripenem 
ve ertapenem içeren kuyucuklar kullanıldı. Ör-
nek ve kontrol kuyucuklarının her biri ikişer ku-
yucuk olarak çalışıldı. Plaklar %5 CO2 etüvde 48 
saat süre ile inkübe edildi. Plak içerikleri 24. ve 
48. saatlerde tüpe aktarılıp, santrifüj edildi. Üst 
sıvı alınıp, sitokin düzeylerinin belirlenmesi için 
yapılacak ELISA çalışmasına kadar -30°C’da 

bekletildi(13).

Sitokin düzeyleri: İnterlökin-6 (IL)-6, IL-10, 
IL-17, IL-23, interferon-gama (IFN-γ), tümör 
nekroz faktör-alfa (TNF-α) ve transforme edici 
büyüme faktörü-beta (TGF-β1), sitokinlerinin 
düzeyleri firmanın önerileri doğrultusunda 
ELISA yöntemi ile belirlendi (Biosource corp; 
MO, ABD). Sitokin düzeylerini belirlenmesinde, 
hücre kültürü örneklerinde çalışılmaya uygun 
kitler kullanıldı. Sitokin düzeyleri spektrofoto-
metre ile 450 nm’de okunarak belirlendi. Sitokin 
standartları ile standart eğri çizilerek örneklerin 
sitokin konsantrasyonları belirlendi.

İstatistiksel analiz: Sonuçlar, tek-yönlü varyans 
analizi (ANOVA) kullanılarak analiz edildi. Post 
Hoc analiz için Bonferroni testi kullanıldı ve 
p<0.05 olan veriler istatistiksel olarak anlamlı 
kabul edildi.

BULGULAR

E. coli ve P. aeruginosa ile uyarılmış MNH 

Şekil. Periferik kan mononükleer hücre kültürü süpernatanlarında TGF-b1 düzeyi (24. sa) (1: E. coli, 2: P. aeruginosa, 3: Doripenem, 
4: Ertapenem, 5: E. coli+Doripenem, 6: P. aeruginosa+Doripenem, 7: E. coli + Ertapenem, 8: P. aeruginosa+Ertapenem).
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kültürlerine ertapenem ve doripenem eklenme-
si, bu antibiyotiklerin eklenmediği kuyucuklara 
göre TGF-β1 düzeylerinde hem 24, hem de 48. 
saatlerde artışa neden olmuştur (p<0.05). 
E. coli varlığında ertapenem ile TGF-β1 düzey-
lerindeki artış doripenem bulunan örneklerden 
daha fazla olmuş ama aradaki fark istatistiksel 
olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0.05). 
P. aeruginosa ise doripenem varlığında TGF-
β1 düzeylerinde daha fazla artışa neden olmuş 
ve bu artış ertapenem bulunan örneklere göre 
istatistiksel olarak daha anlamlı düzeylere ulaş-
mıştır (p<0.05).

Çalışmamızda, E. coli ve P. aeruginosa ile uya-
rılmış MNH kültürlerine doripenem ve ertape-
nemin eklenmesi hem 24. hem de 48. saatlerde 
incelediğimiz diğer sitokinler olan IL-6, IL-10, 
IFN-γ, TNF-α, IL-17, IL-23 düzeylerinde anti-
mikrobiyal ajanların eklenmediği örneklere göre 
anlamlı bir değişikliğe neden olmamıştır. 

TARTIŞMA

Antibiyotiklerin direkt antimikrobik etkileri 
yanında bazı antibiyotiklerin anti-inflamatuvar 
etkiler oluşturabileceği konusu araştırmalar-
da önem kazanmaya başlamıştır. Günümüzde, 
özellikle makrolid grubu antibiyotiklerin ko-
nak immün hücre fonksiyonlarını düzenlediği 
ve pro-inflamatuvar mediatör birikimini azal-
tarak, immünmodulatör etkiler oluşturduğu 
tanımlanmıştır(10).

İmipenem ve meropenem gibi karbapenem grubu 
antimikrobik ajanların sitokin salınımı üzerine 
etkileri çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir. Özel-
likle insanlarda diğer karbapenem grubu anti-
mikrobik ajanların sitokin profili üzerine etkileri 
konusunda çalışmalar yeterli sayıda değildir. Bu 
nedenle çalışmamızda, doripenem ve ertapenem 
antibiyotiklerin insan MNH kültürlerinde sitokin 
profilinde oluşturduğu değişikliklerin incelen-
mesi amaçlanmış ve bu amaçla in vitro MNH 

kültürü ortamında bazı pro-inflamatuvar ve anti-
inflamatuvar sitokinlerin salınımında oluşan de-
ğişiklikler incelenmiştir.

Doripenem ve ertapenemin insan MNH’lerden 
sitokin salınımı üzerine olan etkilerini araştır-
dığımız çalışmamızda, incelenen sitokinlerden 
IL-6, IL-10, IL-17, IL-23, IFN-γ, TNF-α, dü-
zeylerinde, her iki antibiyotiğin de belirgin de-
ğişikliğe neden olduğu belirlenemezken, insan 
MNH’lerden TGF-β1 salınımı bu ajanların var-
lığında artış göstermiştir.

Yardımcı T hücreleri (Th), antijen sunucu hüc-
reler aracılığıyla antijeni tanıyarak, immün yanı-
tın başlamasında anahtar rol oynayan hücreler-
dir. Ürettikleri sitokinler aracılığıyla Th1, Th2, 
Th17 alt gruplarına ayrılırlar. Th1 yanıtı IL-1, 
IL-2, IL-6, IL-12, TNF-α, IFN-γ, IL-6 gibi pro-
inflamatuvar sitokin üretimiyle, Th2 yanıtı ise 
IL-4, IL-10, TGF-β gibi anti-inflamatuvar sito-
kin salınımı ile ilişkilidir(14). 

Vianna ve ark.(15), imipenem ve siprofloksasin-
klindamisin kombinasyonu verilen sepsis ge-
liştirilmiş farelerde, antibiyotik uygulamasının 
TNF-α ve IL-6 düzeylerinde azalma, IL-10 kon-
santrasyonunda ise 24 saat sonra bir artış oluş-
turduğunu bildirmiştir. Çalışmamızda doripe-
nem ve ertapenem bu sitokin düzeyleri üzerinde 
anlamlı bir değişikliğe neden olmamıştır.

Brooks ve ark.(11), seftazidim, seftriakson ve pe-
nisilin V gibi β-laktam antibiyotiklerin IFN-γ 
aktivitesi üzerine güçlü inhibitör etkisi olduğu-
nu, meropenemin ise çok küçük değişiklikler 
oluşturduğunu gözlemlemiştir. Çalışmamızda 
doripenem ve ertapenem IFN-γ üzerinde herhan-
gi bir değişikliğe neden olmamıştır.

Buijs ve ark.(16), deneysel olarak sepsis gelişti-
rilmiş farelerde kuyruk veninden meropenemin 
sürekli olarak infüzyonunun pro-inflamatuvar si-
tokinler olan TNF-α ve IL-6 serum düzeylerinde 
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artışa neden olduğunu ve sepsis patogenezinde 
önemli bir aracı olan endotoksin konsantrasyo-
nu ile sitokin üretimi arasındaki ilişki nedeniyle 
sepsiste uygulanacak antibiyotik türü ve dozu-
nun oldukça önemli olduğunu bildirmiştir. Ça-
lışmamızda TNF-α ve IL-6 düzeyleri doripenem 
ve ertapenem varlığında bir artış göstermemiştir. 
Ancak, çalışmamızda 24. ve 48. saatlerdeki dü-
zeylere bakılmıştır. Buijs ve ark.’nın(16) çalışma-
sında yapıldığı gibi antibiyotiklerin sürekli ve 
daha uzun süre uygulanmasının hücre kültürü 
ortamında bu sitokinlerin salınımında değişik-
liklere neden olabileceği düşünülmektedir.

Coopersmith ve ark.(17), farelerde P. aeruginosa 
sepsis modelinde imipenemin pro-inflamatuvar 
sitokin salınımının baskıladığını ve farelerde ya-
şam süresini uzattığını belirlemiştir.

Maksin ve ark.(18), gram-negatif nozokomiyal 
pnömonili hastalarda yüksek konsantrasyonlar-
da bulunan TNF-α ve IL-6 düzeylerinde, imipe-
nem tedavisi sonrasında anlamlı bir değişiklik 
gözlenmediğini bildirmiştir. Biz de çalışmamız-
da bu sitokin düzeylerinde doripenem ve erta-
penem uygulaması sonrası belirgin bir farklılık 
gözlemlemedik.

Ziegeler ve ark.(19), in vitro yaptıkları bir çalış-
mada, karbapenem grubu antibiyotiklerden olan 
imipenem bulunan kültür süpernatanlarında 
TNF-α ve IL-10 sitokin düzeylerinde anlamlı bir 
değişiklik görülmediğini bildirmiştir.

Hilliard ve ark.(20) yaptıkları hayvan deneyinde, 
Klebsiella ile deneysel olarak solunum yolu en-
feksiyonu oluşturdukları farelerde doripenem 
uygulamasının IL-10 sitokin düzeylerinde ar-
tışa neden olduğunu belirlemiş ve bu şekilde 
doripenemin anti-inflamatuvar yanıtı uyararak, 
akciğer hasarında azalmaya neden olduğunu 
bildirmiştir.

Çalışmamızda doripenem ve ertapenem, ince-

lenen sitokinlerden yalnızca TGF-β1 düzeyle-
rinde anlamlı bir artışa neden olmuştur. TGF-
β1, konak savunmasında önemli rol oynayan, 
çok fonksiyonlu, güçlü bir immünregülatör 
sitokindir(21). Anti-inflamatuvar ve immunsup-
resif özelliklere sahiptir ve inflamatuvar olay-
ları inhibe eder(22,23). Çalışmamızda, doripenem 
ve ertapenemin TGF-β1 düzeylerinde artışa 
neden olması, bu ajanların anti-inflamatuvar 
etkilerinin oluşumunda bu sitokinin etkin rol 
oynadığını düşündürmüştür. Olasılıkla, doripe-
nem ve ertapenem bu şekilde immünmodülatör 
etkiler oluşturarak enfeksiyonların tedavisinde 
daha etkin rol oynuyor olabilir.

Karbapenem grubu antibiyotiklerin immünmo-
dülatör etkilerinin araştırılmasında genellikle 
meropenem ve imipenem kullanımıyla ilgili 
çalışmalar vardır. Çalışmamızın doripenem ve 
ertapenemin immünmodülatör etkilerinin araştı-
rıldığı az sayıda çalışmalardan biri olması nede-
niyle önemli olduğunu düşünmekteyiz. Ancak, 
çalışmamızın bu grup ilaçları kullanan hastalar-
da ve daha geniş kapsamlı olarak devam ettiril-
mesi önem taşımaktadır.

Sonuç olarak, ertapenem ve doripenemin anti-
mikrobik etkileri yanında, mikroorganizma ile 
uyarılmış periferik kan MNH’leri üzerine im-
münmodülatör etkiye sahip olabileceği ve özel-
likle anti-inflamatuvar etkilerinde bu mekaniz-
manın etkin rol oynayabileceği düşünülmüştür. 
Doripenem ve ertapenemin immün sistemin di-
ğer komponentlerine olan etkilerinin belirlenme-
si, özellikle sepsis ve kronik inflamatuvar has-
talıkların tedavisi için etkili bir ajan olmalarını 
sağlayacaktır.
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