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OZET

Bu calismanin amaci, in vitro olarak nitrik oksit donérii 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 susuna
karsi minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerlerini saptamak idi. MiK degerleri NCCLS M7-A2'de énerildig:
sekilde buyon mikrodilusyon yéntemi ile arastirildi. Ondért klinik kéken ve standart sus icin MK degerleri 2 mg/mi ve
bir klinik izolat igin ise 1 mg/ml olarak bulundu. Bulgular, NO vericisi DETA-NO'nun S. typhimuriuma etkin oldugunt
g0Ostermesine karsin, NO dondrlerini S. typhimurium, Mycobacterium tuberculosis, Candida spp. vb. gibi hiicre i¢
patojenlerine karsi 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 microdilutior
method recommended by NCCLS M7-A2. The MIC values of 14 clinical isolates and standard strain were 2 mg/m
and for one clinical isolate was 1 mg/ml. Although the results indicated that the NO donor DETA-NO was effective or.
S. typhimurium, can we use NO donors in vivo against intracellular pathogens such as S. typhimurium
Mycobacterium tuberculosis, Candida species, etc.?

GIRI3 Bazi bakteri tirleri makrofajlarda hicre igi 6ldirme mek-
Tifoid ates insanhgi etkileyen onemli infeksiyon etken-  anizmalarina kargi direng g0sterebilirler ve retikilo-
lerindendir. Tifoit atesin klinik belirtilerinin esas etkeni  endotelial sistem hiicrelerinde yagayip g¢ogalabilirler (2).
Salmonella typhi’dir, ancak Salmonella paratyphi A ve B Salmonella typhimurium farelerde fakdltatif hiicre ici bil
ve nadiren S. typhimurium gibi diger Salmonellatiirleri de  organizmadir ve insanlarda gastro-enterite neden olur.
etken olabilir (1). Salmonella typhimurium fizyolojik ve genetik olarak iyi
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karakterize edilmis olmasina ragmen, makrofajlar iginde
yasamlarini strdirmeleri i¢in gerekli olan mekanizmalar
konusunda pek fazla bilgi bulunmamaktadir. Bu bakteri-
nin fagolizozomlarda replike oldugu ve yasadigi rapor
edilmistir (3). Salmonella typhimurium makrofaj igi
yasamlari virulans ile baglantili olan ve ¢ok iyi bilinen bir
hiucre i¢i patojen modelidir. Hiicre i¢i yasamlar ile bir
cok gen iligkilidir, fakat hiicre ici yasamda rol alan 6zgul
mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir (4, 5).

Makrofajlar, bakteri hiicre duvar lipopolisakkariti (LPS)
veya muramil dipeptit ile birlikte T hiicre sitokinleriyle
(IFN-g) uyarildiklarinda, L-arjinini oksidize ederek sitrul-
lin ve reaktif bir radikal olan nitrik oksit (NO) olusmasina
neden olan nitrik oksit sentetaz eksprese etmeye
baslarlar. Nitrik oksit, tek basina potansiyel olarak anti-
mikrobiyal aktiviteye sahiptir, ayrica stperoksit anyonu
ile birleserek daha potent antimikrobiyal yapilar da
olusturabilir (6). Nitrik oksit, toprakta ve havada bulun-
makta, bakteriler, hayvanlar ve bitkiler tarafindan
Uretilmektedir (7). Nitrik oksit, viruslardan helmintlere ka-
dar birgok patojene karsi antimikrobiyal aktivite
gOstermektedir, fakat bu aktiviteden sorumlu olan 6zgul
reaktif nitrojen radikalleri tam belirlenememistir (8). Son
zamanlarda diazeniyumdiyolatlar olarak adlandirilan bir
grup bilesigin bu problemleri ¢ézmede yararli olabilecegi
dusunidlmektedir. Diazeniyumdiyolatlar, sivi ortamda
veya ortam pH’sindaki bir degisiklige yanit olarak NO sa-
lan NO-nikleofil komplekslerdir. Daha da énemlisi, bu
kompleksler gliseril trinitrat ve sodyum nitroprussit gibi
bilesiklerin ihtiya¢ duydugu redoks reaksiyonu veya elek-
tron transferi gibi aktivasyona gereksinim duymamak-
tadirlar (9, 10). Sonug olarak, bu kompleksler kararldir
ve biyolojik olarak kullanilabilir ve ortama belirlenebilen
bir oranda NO salabilirler (9).

Bu calismanin amaci, S. typhimuriumun Klinik kékenleri
ve standart susu icin DETA-NO’nun ((2)-1-[N-(2-
aminetil)-N-(2-ammoniyoetil) amino] diazen-1-ium-1,2
diyolat) MiK degerlerini saptamaktir.

GEREC VE YONTEM

Salmonella typhimuriu m suslan: 15 tane S. typhimurium
klinik kékeni Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi Mikrobi-
yoloji Anabilim Dal’ndan (Prof. Dr. Birsel ERDEM), S.
typhimurium SZH KUEN 557 standart susu ise
KUKENS-istanbul'dan saglanmistir.

NO-salan bilesik: NO kaynag: olarak kullanilan DETA-
NO ((2)-1-[N-(2-aminoetil)-N-(2-ammoniyoetil)amino] dia-
zen-1-ium-1,2-diyolat) bilesigi National Cancer Institute,
Frederick Cancer Research Center, Frederick, MD.’den
Prof. Dr. Joseph A. Hrabie ve Prof. Dr. Larry Keefer'in
hediyesidir. DETA-NO, 0.1 N NaOH ile ¢ézulmustdir.
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Besiyeri ve mikrodilusyon testi: NO duyarlilik test
National Committee for Clinical Laboratory Standards’in
Onerileri dog@rultusunda 96 kuyucuklu plaklarda yapil-
mistir (11). Galismada Muller-Hinton besiyeri (MHB) kul-
lanilmis ve bakteri konsantrasyonu 10° bakteri/ml olarak
ayarlanmistir. MIK testinde kullanilan DETA-NO’nun
konsantrasyon arahg 10-0.125 mg/ml olarak ayar-
lanmistir. inokulasyon yapilan plaklar 37°C’de 24 saal
inklibe edilmistir. MiK degerleri, gérsel olarak iiremenin
gozlenmedigi en son kuyucuk olarak rapor edilmis ve
sonuglar MiK degerlerinin bir alt ve bir st konsantrasyo-
nundan kultir yapilarak dogrulanmistir.

BULGULAR

MIK degerleri Tablo 1’de sunulmustur. Bir klinik susta
MIK degeri 1 mg/ml olarak, diger Klinik suslar ve stan-
dart susta ise 2 mg/ml olarak saptanmistir. MiK50 ve
MiK90 degerleri de 2 mg/ml olarak saptanmistir.

Tablo1. Salmonella typhimurium suslarina karsi DETA

NO’nun MiK degerleri

Kokenler DETA-NO’nun MIK degerleri (mg/ml

Standart sus 2
Klinik kékenler

0 N o g WN =

9

10
11
12
13
14
15

NS \CT \C R \C R \C T \C R \C RN \C T \O B \C TN \C T \C B \C I \C T

MiK50= 2 mg/ml; MiK90= 2 mg/ml

TARTISMA

Bircok infeksiyonun ortaya ¢cikmasinda konak makrofaj-
lari ile bakteriyel patojenler arasindaki iliski énemli bir
kriterdir (4). Salmonella’lar hlcre i¢i patojenleridir. Sal-
monella’larin hiicre i¢i populasyonu ve yasamlari makro-
fajlarin sahip oldugu cesitli faktorlerle inaktive olabilmek-
tedir. Bu faktorler icerisinde; reaktif nitrojen radikalleri
(RNI); NO, NO, vb. ve reaktif oksijen radikalleri (ROI)
stiperoksit anyonlari, hidroksil radikalleri, hidrojen perok
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sit vb. bulunmaktadir (4, 6). Fagositler tarafindan Uretilen
ROrllardan Salmonellglarin korunmasini saglayan bir
¢ok gen bulunmaktadir. Bu genlerin igerisinde, DNA
onarimindan sorumlu recA ve recBC, slperoksit dismu-
taz icin sodA ve katalaz igin katE ve katG veya oxyR (4).
pag C, msgA ve spiA ise makrofajlar icinde yasamlarini
surdirmeleri icin énemlidir. Buna ek olarak, metL geni
de NO direncinde énemli bir role sahiptir (5, 8). Salmo-
nella typhimurium konakta kaliciligini strdirmek icin bir-
ka¢ mutasyon yeteneg@ine sahiptir ve indiklenebilir NO
sentez aktivitesinin inhibisyonu belki de en blylk adap-
tasyondur (12).

DETA-NO Candida tirlerine etkin olarak bulunmus olup
(DETA-NO’nun MIK degeri 2 mg/ml), azollerle de yine
Candida tirlerine kargi sinerjistik etkili oldugu rapor edil-
mistir (9). Ekzojen NO, ilaglara duyarli laboratuvar susu
H37Rv ve coklu ilaca (izoniazit ve rifampin) direncli
Mycobacterium tuberculosis susglarina kargi mikobakteri-
sidal etkinlik géstermektedir. Akciger tiberkilozlu hasta-
larda hiicre disi basillere ekzojen NO’nun zarar verebi-
lecegi rapor edilmistir (13). Nitrik oksit vericisi DETA-NO
disk difizyon yoéntemi ile metL S. typhimuriunia karsi
denendiginde etkinligi gésterilmistir (8). Bu ¢alismada S.
typhimurium  suglarina karsi DETA-NO’'nun  MIK
degerlerini 1 ve 2 mg/ml olarak saptanmigtir.

Bu bulgular, NO donéri DETA-NO’nun hiicre igi patojen
olan S. typhimuriuma karsi etkin oldugunu gdéstermek-
tedir.

Diazeniyumdiyolatlar (DETA-NO, SPER-NO, DEA-NO,
PROLI-NO, PAPA-NO ve MAHMA-NO), ortama hizli bir
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