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Pseudomonas aeruginosa Suslarinda imipenem, Tobramisin ve
Curcuminin Biyofilm Olusumu Uzerine Etkisi*
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ABSTRACT

Aminoglycoside antibiotics and imipenem are reported to stimulate exopolysaccharide alginate production and cause
an increased biofilm volume in Pseudomonas aeruginosa. Recently, some remarkable studies have been conducted on the
effects of curcumin (Turmeric), which is the fenolic form of Curcuma longa plant, on virulence factors of P.aeruginosa. In this
study, we aimed to investigate the effects of MIC and sub-MIC concentrations of imipenem, tobramycin, and curcumin on
biofilm formation of Paeruginosa strains. Paeruginosa strains (n= 2) used in this study were isolated from deep oropharyn-
geal swab samples of two cystic fibrosis patients. Antimicrobial susceptibilities of the two strains to imipenem, tobramycin,
and curcumin were investigated by broth microdilution method, and biofilm production was assessed by using crystal vi-
olet staining method. In our study, MIC values of imipenem, tobramycin and curcumin for strain-1 were 8 pug/ml, 8 ug/ml
and 16 pg/ml, respectively, while those values were 4 ug/ml, 8 ug/ml and 16 pg/ml for strain-2. Biofilm optical density va-
lues of the strain-1 and strain-2 before being treated with the test substances were 0.937 and 0.313 (control: 0.090), res-
pectively, Biofilm optical densities of the both strains showed an increase following treatment with MIC concentrations of
imipenem and tobramycin. The treatment of the strains with MIC and sub-MIC concentrations of curcumin led to no sig-
nificant increase in biofilm optical density. The data obtained in this study supported the promising inhibitory effect of cur-
cumin on P.aeruginosa biofilms. However, further more comprehensive studies are required to provide satisfactory data abo-
ut the use of curcumin to treat P.aeruginosa infections characterized by biofilm formation.
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Sayin Editor,

Pseudomonas aeruginosa hastane kokenli enfeksiyonlardan ve kistik fibrozis gibi kronik hastaliklardan
siklikla soyutlanan mortalite ve morbiditesi yiiksek bir enfeksiyon etkenidir. Kistik fibrozisli hastalarda P.ae-
ruginosa’'nin neden oldugu akciger enfeksiyonlarinin gelismesinde biyofilm olusumu 6nem tagir. Kistik
fibrozisli olgular erken yaslardan itibaren tekrarlayan ve kronik enfeksiyonlara baglh olarak siklikla ve uzun
stireli antibiyotik tedavisine maruz kalmaktadir. Tedavide imipenem ve aerosol formda tobramisin siklik-
la kullanilmaktadir; ancak aminoglikozitlerin ve imipenemin bakteride ekzopolisakkarit alginat Gretimini
uyardigi ve biyofilm hacminde artisa neden oldugu bildirilmistir'-2,

Curcuma longa (Turmeric; Zerdacal), Eski Misir ve Hindistan’da 6000 yildir ¢esitli hastaliklarin tedavisin-
de kullanilmakta olan antiinflamatuvar, antioksidan ve antitimor etkilere sahip bir bitki olup, bu bitkinin
rizomlarindan elde edilen curcumin, giiclii antiinflamatuvar etkinligi gésterilmis sari bir pigmenttir®. Son
zamanlarda curcuminin P.aeruginosa’nin viriilans faktorleri izerine etkisi ile ilgili calismalar dikkati cekmek-
tedir®. Bu calismada imipenem, tobramisin ve curcuminin MIK ve sub-MIK yogunluklarinda, P.aeruginosa
biyofilm olusumu tzerine etkisinin arastirilmasi amaclanmistir. Calismaya, kistik fibrozis tanisi ile izlenen,
klinik yakinmalari nedeniyle poliklinige basvuran ve akciger dinleme bulgulari olan iki hastanin derin oro-
faringeal surtintli 6rneklerinden soyutlanan iki P.aeruginosa susu alinmistir. Suslarin tobramisin ve imipe-
nem icin MiK ve sub-MIK degerleri CLSI° standartlarina gére sivi mikrodiltisyon yéntemi ile, curcumin (Sig-
ma, ABD) icin MIK ve sub-MIK degerleri ise, tretici firma onerilerine gére, maddenin ¢dzdurilmesinin ar-
dindan sivi mikrodiliisyon yéntemiyle calisilmistir®. Izolatlarin, bu maddelerle karsilasma sonrasi biyofilm
tretimleri kristal viyole boyama yontemiyle spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Istatistiksel analiz
icin Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney U testleri kullanilmis; anlamlilik p< 0.05 olarak kabul edilmistir.

Calismamizda, imipenem, tobramisin ve curcumin MiK degerleri sus-1 icin sirasiyla; 8 ug/ml, 8 ug/ml
ve 16 ug/ml iken, sus-2 icin 4 pg/ml, 8 ug/ml ve 16 pg/ml olarak bulunmustur. Suslarin etken madde-
lerle karsilasma oncesi biyofilm sonuclarina bakildiginda; optik dansite sus-1 icin 0.937 ve sus-2 icin
0.313 olarak bulunmustur (kontrol kuyucuklari ortalamasi: 0.090). Imipenem, tobramisin ve curcuminin
MIK yogunluklari ile karsilasma sonrasi her iki susun da biyofilm optik dansitelerinde artig saptanmistir
(p< 0.05). Biyofilm optik dansitelerinde goriilen artis, curcuminde, imipenem ve tobramisine gére daha
dustik oranda gézlenmistir (p= 0.01). Suslarin imipenem ve tobramisinin sub-MIK yogunluklari ile karsi-
lasma sonrasinda genel olarak biyofilm optik dansite artisinin devam ettigi gérilmustar. Curcuminin MiK
degerlerinde ise her iki sus icin biyofilm optik dansiteleri benzer oranlarda bulunurken, sub-MiK yogun-
luklara bakildiginda optik dansite araliklarinda dalgalanmalar olmakla birlikte genel olarak MiK diizeyle-
rinde seyrettigi belirlenmistir.

Calismamizda kistik fibrozisli hastalarda P.aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde siklikla kullanilan an-
tibiyotiklerin MIK degerlerine bakildiginda, sus-1'in imipenem ve tobramisine orta duyarli, sus-2'nin ise
imipeneme duyarli, tobramisine orta duyarli oldugu saptanmistir. Biyofilm pozitif olan bu suslarin, antibi-
yotiklerin MIK yogunluklarinda biyofilm optik dansitelerine bakildiginda ise, imipenem icin 6zellikle sus-
1'in biyofilm yogunlugunda yiiksek oranda artis oldugu saptanmis, sub-MiK yogunluklarinda dalgalanma-
lar olmakla birlikte artisin devam ettigi gozlenmistir. Aerosol formda tobramisin, kistik fibrozis hastalarin-
da yaygin olarak kullaniimaktadir. Gibson ve arkadaslari’, bu ilacin tiikiiriikte yiiksek konsantrasyonlara ula-
sabildigini, buna karsilik alveolar bélgede ve bronsiyollerde azalan oksijen miktarina bagh olarak gerekli
konsantrasyonlara ulasamadigini belirtmektedir. Coban ve arkadaslar® da kistik fibrozisli hastalardan izole
edilen 60 Paeruginosa susundan 20'sinin biyofilm trettigini, bunlarin dokuzunun mukoid koloni morfoti-
pinde oldugunu, biyofilm Ureten ve Gretmeyen her iki grupta da en dusuk etkili ilacin tobramisin oldugu-
nu bildirmislerdir. Landry ve arkadaslan® P.aeruginosa enfeksiyonlarinda biyofilm olusumu ve antibiyotik di-
renci Uzerine yaptiklar bir calismada, biyofilmlerin, tobramisin toleransini artirdigini gostermislerdir. Calis-
mamizda, suslarin izole edildigi iki hastanin son 16 ay icindeki klinik izlemlerine bakildiginda, tekrarlayan
aerosol tobramisin kullanimlari oldugu gérilmiistir. Tobramisinin MiK ve sub-MiK yogunluklarinda P.ae-
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ruginosa biyofilm olusumu tizerine etkisi incelediginde ise, her iki susta da biyofilm optik dansitelerinde be-
lirgin artig oldugu izlenmistir.

Son yillarda, biyofilm olusumunun 6nlenmesi ve biyofilm enfeksiyonlarinin tedavisinde alternatif yak-
lagimlar gtindeme gelmistir. Bunlar arasinda bitkisel maddeler 6nemli yer tutmaktadir. Curcumin, Curcu-
ma longa bitkisinin fenolik formudur ve antiseptik 6zelligi nedeniyle yiyecek endstrisinde yaygin olarak
kullaniimaktadir. Curcuminin antifungal ve antibakteriyel etkinligi de bildirilmistir'®'2. Yiiksek dozlarinda
bile toksik olmadigi bildirilen bu madde, National Cancer Institute tarafindan da GRAS (Generally Recog-
nized as Safe) olarak siniflandirnlmistir'. Rudrappa ve arkadaslari*, P.aeruginosa enfeksiyonlarinin patoge-
nezinden ve cesitli virtilans faktorlerinin Gretiminden sorumlu tutulan “quorum sensing” sisteminin kont-
roliinde curcuminin alternatif olabilecegini belirtmektedir. Sonug olarak, P.aeruginosa’ya bagl akciger en-
feksiyonlarinin tedavisinde halen yaygin olarak kullanilan aerosol formda tobramisin ve imipenem kulla-
nimi konusunda dikkatli olunmasi gerektigi; verilerimizin, literatlirde P.aeruginosa enfeksiyonlarinin teda-
visinde bitkisel ajan curcuminin kullanilabilecegi yoniindeki bilgileri destekledigi, ancak bu konuda daha
fazla sus sayisi ile yapilacak kapsamli calismalara gerek oldugu distnilmustr.

KAYNAKLAR

1. Bagge N, Schuster M, Hentzer M, et al. Pseudomonas aeruginosa biofilms exposed to imipenem exhibit
changes in global gene expression and beta-lactamase and alginate production. Antimicrob Agents Che-
mother 2004; 48(4): 1175-87.

2. Hoffman LR, D’Argenio DA, MacCoss M|, Zhang Z, Jones RA, Miller SI. Aminoglycoside antibiotics induce
bacterial biofilm formation. Nature 2005; 436(7054): 1171-5.

3. Aggarwal BB, Sundaram C, Malani N, Ichikawa H. Curcumin: the Indian solid gold. Adv Exp Med Biol 2007;
595:1-75.

4. Rudrappa T, Bais HP. Curcumin, a known phenolic from Curcuma longa, attenuates the virulence of Pseudo-
monas aeruginosa PAO1 in whole plant and animal pathogenicity models. | Agric Food Chem 2008; 56(6):
1955-62.

5. Clinical and Laboratory Standards Institute. Methods for dilution antimicrobial tests for bacteria that grow
aerobically. Approved Standard, M07-A8. 2008, 8" ed. CLSI, Wayne, Pennsylvania.

6. Martins CV, da Silva DL, Neres AT, et al. Curcumin as a promising antifungal of clinical interest. | Antimic-
rob Chemother 2009; 63(2): 337-9.

7. Gibson RL, Emerson ], McNamara S, et al; Cystic Fibrosis Therapeutics Development Network Study Gro-
up. Significant microbiological effect of inhaled tobramycin in young children with cystic fibrosis. Am ] Res-
pir Crit Care Med 2003; 167(6): 841-9.

8. Coban AY, Ciftci A, Onuk EE, et al. Investigation of biofilm formation and relationship with genotype and
antibiotic susceptibility of Pseudomonas aeruginosa strains isolated from patients with cystic fibrosis. Mikro-
biyol Bul 2009; 43(4): 563-73.

9. Landry RM, An D, Hupp |T, Singh PK, Parsek MR. Mucin-Pseudomonas aeruginosa interactions promote bi-
ofilm formation and antibiotic resistance. Mol Microbiol 2006; 59(1): 142-51.

10. Egan ME, Pearson M, Weiner SA, et al. Curcumin, a major constituent of turmeric, corrects cystic fibrosis
defects. Science 2004; 304(5670): 600-2.

11. Wang Y, Lu Z, Wu H, Lv F. Study on the antibiotic activity of microcapsule curcumin against foodborne pat-
hogens. Int | Food Microbiol 2009; 136(1): 71-4.

12. Karaman M, Arikan Ayyildiz Z, Finnci F, et al. Effects of curcumin on lung histopathology and fungal burden
in a mouse model of chronic asthma and oropharyngeal candidiasis. Arch Med Res 2011; 42(2): 79-87.

13. ltokawa H, Shi Q, Akiyama T, Morris-Natschke SL, Lee KH. Recent advances in the investigation of curcu-
minoids. Chin Med 2008; 3: 11.

194 MiKROBIYOLOJi BULTENI



