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ÖZET

Bu çal›flman›n amac›, in vitro olarak nitrik oksit donörü DETA-NO’nun ((Z) – 1 - [N - (2 – aminoetil) – N - (2 –

ammonyoetil) amino] diazen – 1 – ium – 1, 2 - diyolat) 15 tane klinik ve bir standart Salmonella typhimurium sufluna

karfl› minimum inhibitör konsantrasyon (M‹K) de¤erlerini saptamak idi. M‹K de¤erleri NCCLS M7-A2’de önerildi¤i

flekilde buyon mikrodilusyon yöntemi ile araflt›r›ld›. Ondört klinik köken ve standart sufl için M‹K de¤erleri 2 mg/ml ve

bir klinik izolat için ise 1 mg/ml olarak bulundu. Bulgular, NO vericisi DETA-NO’nun S. typhimurium’a etkin oldu¤unu

göstermesine karfl›n, NO donörlerini S. typhimurium, Mycobacterium tuberculosis, Candida spp. vb. gibi hücre içi

patojenlerine karfl› in-vivo olarak kullanabilir miyiz?  

SUMMARY

The aim of this study was to determine the MIC value of nitric oxide donor DETA-NO ((Z) – 1 - [N -(2 – aminoethyl) –

N - (2 – ammonioethyl) amino] diazen – 1 – ium – 1, 2 - diolate) to 15 Salmonella typhimurium clinical isolates and a

standard strain in vitro. The minimum inhibitory concentration (MIC) values were assayed with broth microdilution

method recommended by NCCLS M7-A2. The MIC values of 14 clinical isolates and standard strain were 2 mg/ml

and for one clinical isolate was 1 mg/ml. Although the results indicated that the NO donor DETA-NO was effective on

S. typhimurium, can we use NO donors in vivo against intracellular pathogens such as S. typhimurium,

Mycobacterium tuberculosis, Candida species, etc.?

G‹R‹fi

Tifoid atefl insanl›¤› etkileyen önemli infeksiyon etken-

lerindendir. Tifoit ateflin klinik belirtilerinin esas etkeni

Salmonella typhi’dir, ancak Salmonella paratyphi A ve B

ve nadiren S. typhimurium gibi di¤er Salmonella türleri de

etken olabilir (1).

Baz› bakteri türleri makrofajlarda hücre içi öldürme mek-

anizmalar›na karfl› direnç gösterebilirler ve retikülo-

endotelial sistem hücrelerinde yaflay›p ço¤alabilirler (2).

Salmonella typhimurium farelerde fakültatif hücre içi bir

organizmad›r ve insanlarda gastro-enterite neden olur.

Salmonella typhimurium fizyolojik ve genetik olarak iyi 
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Besiyeri ve mikrodilusyon testi:  NO duyarl›l›k testi

National Committee for Clinical Laboratory Standards’›n

önerileri do¤rultusunda 96 kuyucuklu plaklarda yap›l-

m›flt›r (11). Çal›flmada Muller-Hinton besiyeri (MHB) kul-

lan›lm›fl ve bakteri konsantrasyonu 105 bakteri/ml olarak

ayarlanm›flt›r. M‹K testinde kullan›lan DETA-NO’nun

konsantrasyon aral›¤› 10-0.125 mg/ml olarak ayar-

lanm›flt›r. ‹nokulasyon yap›lan plaklar 37°C’de 24 saat

inkübe edilmifltir. M‹K de¤erleri, görsel olarak  üremenin

gözlenmedi¤i en son kuyucuk olarak rapor edilmifl ve

sonuçlar M‹K de¤erlerinin bir alt ve bir üst konsantrasyo-

nundan kültür yap›larak do¤rulanm›flt›r.

BULGULAR

M‹K de¤erleri Tablo 1’de sunulmufltur. Bir klinik suflta

M‹K de¤eri 1 mg/ml olarak, di¤er klinik sufllar ve stan-

dart suflta ise 2 mg/ml olarak saptanm›flt›r. M‹K50 ve

M‹K90 de¤erleri de 2 mg/ml olarak saptanm›flt›r.

Tablo 1. Salmonella typhimurium sufllar›na karfl› DETA-

NO’nun M‹K de¤erleri

Kökenler DETA-NO’nun M‹K de¤erleri (mg/ml)

Standart sufl 2

Klinik kökenler

1 1

2 2

3 2

4 2

5 2

6 2

7 2

8 2

9 2

10 2

11 2

12 2

13 2

14 2

15 2

M‹K50= 2 mg/ml; M‹K90= 2 mg/ml

TARTIfiMA

Birçok infeksiyonun ortaya ç›kmas›nda konak makrofaj-

lar› ile bakteriyel patojenler aras›ndaki iliflki önemli bir

kriterdir (4). Salmonella’lar hücre içi patojenleridir. Sal-

monella’lar›n hücre içi popülasyonu ve yaflamlar› makro-

fajlar›n sahip oldu¤u çeflitli faktörlerle inaktive olabilmek-

tedir. Bu faktörler içerisinde; reaktif nitrojen radikalleri

(RNI); NO, NO2 vb. ve reaktif oksijen radikalleri (ROI);

süperoksit anyonlar›, hidroksil radikalleri, hidrojen perok

karakterize edilmifl olmas›na ra¤men, makrofajlar içinde

yaflamlar›n› sürdürmeleri için gerekli olan mekanizmalar

konusunda pek fazla bilgi bulunmamaktad›r. Bu bakteri-

nin fagolizozomlarda replike oldu¤u ve yaflad›¤› rapor

edilmifltir (3). Salmonella typhimurium, makrofaj içi

yaflamlar› virulans ile ba¤lant›l› olan ve çok iyi bilinen bir

hücre içi patojen modelidir. Hücre içi yaflamlar› ile bir

çok gen iliflkilidir, fakat hücre içi yaflamda rol alan özgül

mekanizmalar tam olarak ayd›nlat›lamam›flt›r (4, 5).

Makrofajlar, bakteri hücre duvar› lipopolisakkariti (LPS)

veya muramil dipeptit ile birlikte T hücre sitokinleriyle

(IFN-g) uyar›ld›klar›nda, L-arjinini oksidize ederek sitrul-

lin ve reaktif bir radikal olan nitrik oksit (NO) oluflmas›na

neden olan nitrik oksit sentetaz eksprese etmeye

bafllarlar. Nitrik oksit, tek bafl›na potansiyel olarak anti-

mikrobiyal aktiviteye sahiptir, ayr›ca süperoksit anyonu

ile birleflerek daha potent antimikrobiyal yap›lar da

oluflturabilir (6). Nitrik oksit, toprakta ve havada bulun-

makta, bakteriler, hayvanlar ve bitkiler taraf›ndan

üretilmektedir (7). Nitrik oksit, viruslardan helmintlere ka-

dar birçok patojene karfl› antimikrobiyal aktivite

göstermektedir, fakat bu aktiviteden sorumlu olan özgül

reaktif nitrojen radikalleri tam belirlenememifltir (8). Son

zamanlarda diazeniyumdiyolatlar olarak adland›r›lan bir

grup bilefli¤in bu problemleri çözmede yararl› olabilece¤i

düflünülmektedir. Diazeniyumdiyolatlar, s›v› ortamda

veya ortam pH’s›ndaki bir de¤iflikli¤e yan›t olarak NO sa-

lan NO-nükleofil komplekslerdir. Daha da önemlisi, bu

kompleksler gliseril trinitrat ve sodyum nitroprussit gibi

bilefliklerin ihtiyaç duydu¤u redoks reaksiyonu veya elek-

tron transferi gibi aktivasyona gereksinim duymamak-

tad›rlar (9, 10). Sonuç olarak, bu kompleksler kararl›d›r

ve biyolojik olarak kullan›labilir ve ortama belirlenebilen

bir oranda NO salabilirler (9).

Bu çal›flman›n amac›, S. typhimurium’un klinik kökenleri

ve standart suflu için DETA-NO’nun ((Z)-1-[N-(2-

aminetil)-N-(2-ammoniyoetil) amino] diazen-1-ium-1,2

diyolat) M‹K de¤erlerini saptamakt›r.

GEREÇ VE YÖNTEM

Salmonella typhimuriu m  sufllar›: 15 tane S. typhimurium

klinik kökeni Ankara Üniversitesi, T›p Fakültesi Mikrobi-

yoloji Anabilim Dal›’ndan (Prof. Dr. Birsel ERDEM), S.

typhimurium SZH KUEN 557 standart suflu ise

KÜKENS-‹stanbul’dan sa¤lanm›flt›r.

NO-salan bileflik:  NO kayna¤› olarak kullan›lan DETA-

NO ((Z)-1-[N-(2-aminoetil)-N-(2-ammoniyoetil)amino] dia-

zen-1-ium-1,2-diyolat) bilefli¤i National Cancer Institute,

Frederick Cancer Research Center, Frederick, MD.’den

Prof. Dr. Joseph A. Hrabie ve Prof. Dr. Larry Keefer’›n

hediyesidir. DETA-NO, 0.1 N NaOH ile çözülmüfltür. 
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flekilde (bir-iki dakika) veya yavafl olarak (bir kaç gün) 2

mol NO salabilirler (9, 10).Nitrik oksit, kardiyovasküler,

immün, merkezi ve periferal sinir sistemleri üzerinde

önemli role sahiptir (9). Yeni nitrik oksit vericileri olan

NONOate’lerin in vitro ve in vivo olarak vazodilatör ola-

rak etki gösterdi¤i rapor edilmifltir (14). Nitrik oksit salan

diazeniyumdiyolotlarin etkin olarak fare derisinde

da¤›ld›¤› gösterilmifltir (15). Seksen ppm NO gaz› iki haf-

taya kadar hipoksik solunum yetmezlikli ve persistan

akci¤er hipertansiyonlu yenido¤anlarda herhangi bir yan

etkileri gözlenmeksizin uygulanabilmifltir ve NO gaz›n›n

kullan›m›n›n çok güvenli oldu¤u rapor edilmifltir (16, 17).

In vitro olarak yap›lan bir çal›flmada (18), DETA-NO ile

muamele edilen s›çan vasküler düz kaslar›nda sitotoksik

bir etki gözlenmemifltir (18), ancak NO vericilerinin in

vivo kullan›m› konusunda henüz kesin bilgiler yoktur.

Sonuç olarak, DETA-NO S. typhimurium’a karfl› etkili

görülmesine ra¤men, acaba NO vericisi DETA-NO’yu S.

typhimurium, M. tuberculosis, Candida spp. vb. gibi

hücre içi patojenlere karfl› in vivo olarak kullanabilir

miyiz? sorusuna yan›t vermek bu gün için olanakl›

görünmemektedir. 

TEfiEKKÜR

Çal›flmam›z›n yürütülmesi için DETA-NO’yu hediye eden

ve nas›l kullan›laca¤› konusunda bilgiler veren Say›n

Prof Dr. Joseph A. Hrabie ve Say›n Prof. Dr. Larry Keefer’e,

ayr›ca Salmonella typhimurium klinik kökenlerini sa¤la-

yan Say›n Prof. Dr. Birsel Erdem’e flükranlar›m›z› sunar›z.

sit vb. bulunmaktad›r (4, 6). Fagositler taraf›ndan üretilen

ROI’lardan Salmonella’lar›n korunmas›n› sa¤layan bir

çok gen bulunmaktad›r. Bu genlerin içerisinde, DNA

onar›m›ndan sorumlu recA ve recBC, süperoksit dismu-

taz için sodA ve katalaz için katE ve katG veya oxyR (4).

pag C, msgA ve spiA ise makrofajlar içinde yaflamlar›n›

sürdürmeleri için önemlidir. Buna ek olarak, metL geni

de NO direncinde önemli bir role sahiptir (5, 8). Salmo-

nella typhimurium konakta kal›c›l›¤›n› sürdürmek için bir-

kaç mutasyon yetene¤ine sahiptir ve indüklenebilir NO

sentez aktivitesinin inhibisyonu belki de en büyük adap-

tasyondur (12). 

DETA-NO Candida türlerine etkin olarak bulunmufl olup

(DETA-NO’nun M‹K de¤eri 2 mg/ml), azollerle de yine

Candida türlerine karfl› sinerjistik etkili oldu¤u rapor edil-

mifltir (9). Ekzojen NO, ilaçlara duyarl› laboratuvar suflu

H37Rv ve çoklu ilaca (izoniazit ve rifampin) dirençli

Mycobacterium tuberculosis sufllar›na karfl› mikobakteri-

sidal etkinlik göstermektedir. Akci¤er tüberkülozlu hasta-

larda hücre d›fl› basillere ekzojen NO’nun zarar verebi-

lece¤i rapor edilmifltir (13). Nitrik oksit vericisi DETA-NO

disk difüzyon yöntemi ile metL S. typhimurium’a karfl›

denendi¤inde etkinli¤i gösterilmifltir (8). Bu çal›flmada S.

typhimurium sufllar›na karfl› DETA-NO’nun M‹K

de¤erlerini 1 ve 2 mg/ml olarak saptanm›flt›r.

Bu bulgular, NO donörü DETA-NO’nun hücre içi patojen

olan S. typhimurium’a karfl› etkin oldu¤unu göstermek-

tedir.

Diazeniyumdiyolatlar (DETA-NO, SPER-NO, DEA-NO,

PROLI-NO, PAPA-NO ve MAHMA-NO), ortama h›zl› bir
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