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¢ Calismada, nitrik oksit (NO)'in 15 klinik Mycobacterium tuberculosis izolatina kars: et-

kinligi aragtinlmistir. NO donort olarak DETA-NO kullamilmistir. NO igin minimum in-
hibitér konsantrasyonlar (MIK) OADC (oleik asit, albumin, dekstroz, katalaz)li Midd-
lebrook 7H9 buyyonda mikrodiliisyon yontemi ile tespit edilmistir. Cahsmada klinik
izolatlar icin elde edilen MIK degerleri 0.015-0.125 mg/ml arasinda bulunmustur.
NO'nun M. tuberculosis izolatlarma kars: etkili oldugu sonucuna varimistir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, nitrik olsit, DETA-NO, diazeniumdiolate

The Investigation of The Efficacy of Nitric Oxide Against Mycobacterium
tuberculosis In Vitro

In this study, the efficacy of NO against 15 Mycobacterium tuberculosis clinical isolates
was examined. DETA-NO was used as NO donor. Minimum inhibitor concentrations
{MIC) for NO detected with microdilution method by using Middlebrook 7H9 broth with
OADC (oleic acid, albumin, dextroz, catalase). In this assay detected MIC values for
clinical isolates were found in a range of 0.015-0.125 mg/ml. According to our results NO

was efficient to M. tuberculosis.
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GIRIS

Bir¢cok mikroorganizma makrofajlar tara-
findan fagosite edildikten sonra fagozomlar-
dan salman lizozomal icerik tarafindan
oldurulir. Ancak bazi miroorganizmalar mak-
rofaj icerisinde canlihk ve ¢ogalmalarini stir-
durebilirler.  Bunlar; Mycobacterium  tu-
berculosis, Salmonella enterica seravar Typhi-
murium, Listeria monocytogenes, Neisseria
gonorrhoeae, Mycobacterium avium, Myco-
bacterium leprae, Brucella abortus ve Candida
albicans'dirV),

Makrofajlar bagisik yamt olusmasinda
cesitli uyaranlar ile aktive olarak reaktif nit-
rojen ara maddeleri (RNIs) ve reaktif oksijen
ara maddeleri (ROIs) tretirler. Bu ara mad-
deler antimikrobiyal etkiye sahiptir. Mak-

rofajlarin interferon-gama (IFN-y) ile birlikte

bakteriyel hiicre duvan lipopolisakkariti veya
muramil dipeptid ile aktive olmalan yiiksek
oranda nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin
eksprese edilmesine neden olur. Bu enzim,
L-arjinini oksidize ederek sitrtillin ve bir RNI
olan nitrik oksit (NO) tretimini saglar. NO
kendi kendine etkili bir antimikrobiyal ak-
tiviteye sahip olup, stiperoksid anyonlan ile
kombine olarak daha etkili antimikrobiyal
maddeler de olusturabilir. Makrofajlarin an-
timikrobiyal aktivitesi ile ilgili son bulgular
bakterilere, mantarlara, helmintlere ve pro-
tozoal patojenlere kars: etkinliklerinde, NO ve
ondan derive maddelerin 6énemli dlciide rol
oynadifimi géstermektedir. Ancak mevcut bil-
giler NOmnun mikroorganizmalan &ldiirme
mekanizmasini  agiklamakta yetersiz kal-

maktadir; bununla birlikte NO tarafindan
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indiiklenen sitotoksisitenin biyokimyasal te-
melinin, hedef hiicrelerdeki respiratuvar sik-
lus ve DNA sentezinin anahtar enzimle-
rindeki demir-iceren bolgelerle NO'nun et-
kilesimine bagh oldugu belirtilmektedir(!.
NO'nun antibakteriyel etkinliginin géste-
rilmesinden sonra infeksiyonlarin tedavisin-
deki yeri ve antimikrobiyal ajanlarla olan et-
kilesimleri konusunda bir takim c¢alismalar
yapilmaya baslanmistir. Ancak, NO'nun gaz
yapisinda serbest bir radikal olmasi nede-
niyle calismalarda temini ve kullanimi zor
goriilmektedir. [N(O)NOT]
adi verilen kimyasai maddelerin sivi ortam-
larda birtakim bioregiilatér maddeleri ve NO'yu
salmak ig¢in aynstiklant bilinmektedir. Bu
maddeler, DETA-NO ((Z)-1-[N-(2-aminoethyl}-
N-{2-ammonicethyllamingc] diazen-1-ium-1,2-
diolate), SPER-NO, DEA-NO, PROLI-NO,
"MAHMA-NO ve PAPA-NO'dur. DETA-NO yan
omruntin digerlerine gére (20 saat) daha

Diazeniumdiolate

uzun olmasi nedeniyle in vitro ¢alismalar icin
tercih edilmistir3),

Bu ¢alismada; NO'nun M. tuberculosis sus-
larina karsi etkinliginin arastirmas: amag-
lanmistir. NO kaynag olarak da DETA-NO
kullanilmistir.

GEREC VE YONTEM

Suslar: Calismada M. tuberculosis H37Rv
virulan ve H37Ra avirulan standart suslan
ile 15 klinik izolat kullanimistir. Klinik izo-
latlar niasin toplanmasi, nitrat rediiksiyonu
ve pigment olusturma o6zelliklerine gore
tanimlanmstir®.

NO kaynagi: Calhismada, NO kaynag: ola-
rak DETA-NO ((Z)-1-[N-(2-aminoethyl)-N-(2-
ammonioethyl)amino}diazen- 1-ium- 1,2-diolate)
kullanilmastir. DETA-NO saf etken maddesi
Frederick Kanser Arastirma Enstitiisiinden
Prof. Dr. Joseph A. Hrabie ve Prof. Dr. Lary
Keefer tarafindan hediye edilmistir. DETA-NO,
etken maddenin hediye edildigi enstitiitiintin
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bilgileri dogrultusunda 0.1 N NaOH ile ¢oztlip,
son konsantrasyonu 16 mg/ml olacak sekilde
hazirlanmistir. DETA-NO calismanin yapildig:
ayni giinde taze olarak hazirlanmstir.

Minimum inhibitor konsantrasyonun
(MIK) tespit edilmesi: MiK'ler 96 kuyucuklu
U tabanl plaklarda bkuyyon mikrodiliisyon
yontemiyle tespit edilmistir. Besiyeri olarak
OADC (oleik asit, albumin, dekstroz, katalaz)
iceren Middiebrook 7H9 buyyon kul-
lanilmistir. Taze UGremis M. tuberculosis Ko-
lonileri icerisinde 3-5 adel steril cam boneuk
ve 3-4 ml 7H9 buyyon igeren tiiplere akta-
rilmustir. Taplerin agzt iyice kapatilip 10-15
dk vorteks ile iyice karistinldiktan sonra
buyltk partikiller ve aerosollerin ¢ékmesi
icin 20 dk dik konumda bekletilmistir. Daha
sonra her birinden 0.5 McFarland bulamk-
hginda inokiilim kaynaklan hazirlanmstirt.

Hazirlanan stok NO kaynaginin 100 pl
7H9 buyyon igeren kuyucuklarda seri diliis-
yonlan yapilarak 8-0.007 mg/mllik son
konsantrasyonlarn hazirlanmistir. Her bir
izolat i¢in herhangi bir ajan icermeyen bir
kuyucuk kontrol kuyucugu olarak kul-
lanilmistir. Hazirlanan inokalimden her ku-
yucuga 5 pl inokiile edilmistir. Plaklar plas-
tik torbalar icerisine yerlestirilerek 37 °C ve
%5-10 CO, iceren etavde inkiibasyona
birakilmistir. MIK degerleri 28 ganlik
inkiibasyon sonrasinda {remenin goézlen-
medigi en son kuyucuk olarak belirlen-
mistir(®,

BULGULAR
Calismada elde edilen bulgular Tablo'da
sunulmustur.

Calismada MIK degeri; 2 izolat i¢in 0.015
mg/ml, 9 izolat icin 0.03 mg/ml, 1 izolat i¢in
0.06 mg/ml ve 3 izolat i¢in 0.125 mg/ml ola-
rak tespit edilmistir. Standart H37Rv ve
H37Ra suslarimin her ikisi icin de MIK degeri
0.125 mg/ml olarak saptanmistir.
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TARTISMA

Mikobakteri infeksiyonlan tiim dinyada
yaygin olarak bulunan, insan mortalite ve
morbiditesine dogrudan etkili infeksiyon-
lardir. Tm diinyada 1.7 milyar kisinin tiiber-
ktiloz basili ile infekte oldugu ve her yil 3 mil-
yon kisinin tiberktilozdan 6ldugi bilinmek-
tedir. Tiberktiloz savasinda basari, yeni tani
ve antibiyotik duyarhlik yéntemlerinin gelis-
tirilmesine ve yeni antimikobakteriyel ajan-
larm bulunmasina baghdir7-8,

Son yillarda NO'nun o6zellikle hiicre ici
patojenlere karsi antibakteriyel etkinliginin
gosterilmesi konuya ilgiliyi artirmistir. Long
ve ark.®, NO'nun mikobakterisidal etkin-
ligini hazirladiklart bir diizenekte in vitro
olarak gostermislerdir. Calismalarinda, M.
tuberculosis H37Rv susuna 3, 6, 12 ve 24
saat stireyle 0, 25, 50, 70 ve 90 ppm NO
gazi verdikten sonra 28 gin inkiibasyona
birakmisglardir. 28. giin sonunda plaklardaki
bakteri kolonilerini saymuislar ve 24 saat ve
90 ppm NO ile muamele edilen plaklarda ko-
loni sayisinmm o6nemli oranda azaldigim
gostermislerdir. Yine aymi calismada cok
ilaca direncli (izoniazid ve rifampisin) M. tu-
berculosis susu da kullanarak 3, 6, 12, 24
ve 48 saat 70 ve 90 ppm NO ile muamele
edilmistir. 28 giinltik inktibasyon sonunda
48 saat hem 70 hem de 90 ppm NO'ya
maruz birakilan plaklarda herhangi bir
Ureme tespit edilmemistir. Arastirmacilar
NO'nun bu etkisinin bakterisidal mi yoksa
inhibitér mt oldugunu tespit etmek icin
plaklarn 3 haftalik bir inkabasyona daha
birakmislar ve NO'nun etkisinin mi-
kobakteriyosidal oldugunu gdstermislerdir.
Bizim calismamizda M. tuberculosis izolatlar

icin MIK degerleri
arasmda bulunmustur.
McElhaney-Feser ve ark.”, NO'nun Can-
dida turlerine kars: tek basma ve azollerle
kombine olarak etkilerini arastirmuslardir. NO
kaynag olarak DETA-NO, DEA-NO ve MAHMA-
NO'yu denemislerdir. Bunlardan DETA-NO'nun
yar émriniin daha uzun {20 saat) olmasi ne-
deniyle NO kaynag: olarak kullanmminin diger-
lerinden daha uygun oldugunu belirtmislerdir.
Bizim cahsmamizda da bu nedenle NO kay-
nag1 olarak DETA-NO tercih edilmistir. Arastir-
macilar calismalarinda Candida tirlerine
karst DETA-NO'nun MIK degerini yaklasik 2
mg/ml olarak bulmuslar ve ketokonazol, flu-

0.015-0.125 mg/ml

konazol ve mikonazoltin her biriyle sinerjistik
etkisini saptamislardir. Bu c¢alisma so-
nucunda Candida infeksiyonlarninin tedavisi
i¢in yeni stratejiler gelistirilmesinde DETA-NO
veya benzer o&zellikteki kimyasallarin kul-
lamhish olabilecegi rapor edilmistir.

De Groote ve ark.19, calismalarmda metL
mutant S. enterica serovar Typhimurium susla-
rnna karst NO donérit DETA-NO'nun ve O,-
ureten redoks-cycling ajan paraquatin (PQ)
disk difftizyon metod ile etkili oldugunu
gdstermislerdir.

Coban ve ark.0Y, NO'nun Salmonella en-
terica serovar Typhimurium klinik izo-
latlarma karsi etkinligini arastirmislar ve NO
kaynag: olarak DETA-NO kullamlmislardur.
Calismalarinda, 15 klinik izolattan bir izolat
icin MIK degeri 1 mg/ml tespit edilirken,
digerleri igin 2 mg/ml olarak tespit edilmistir.

Candida ve Salmonella enterica serovar
Typhimurium izolatlarina karsit MIK degeri 1-
2 mg/ml olarak belirlenirken, bu calismada
M. ftuberculosis icin 0.015-0.125 mg/ml
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arasmda tespit edilmistir. Bu da NOTmun
ttiberktiloz basillerine daha etkili oldugunu
gostermektedir.

Sonuc olarak bu bulgularimiz, DETA-NO
gibi NO kaynaklan kullamlarak ileri in vitro
ve in vivo calismalara gereksinim oldugunu
dustindtirmektedir. Belki de ileride hticre ici
ve cok ilaca direncli infeksiyonlarin teda-
visinde antibiyotikler yamisira NO'nun an-
tibakteriyel bir ajan olarak kullanilabilmesi
glindeme gelecektir.
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