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OzET
NITRIK OKSIT DONORU DETA-NO’NUN TEK BASINA VE BAZI
ANTIBiYOTIKLERLE KOMBINASYONUNUN SALMONELLA ENTERICA
SEROVAR TYPHIMURIUM iZOLATLARINA ETKINLiGININ iN VITRO
ARASTIRILMASI

Ahmet Yiimaz COBAN, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi, Samsun, Ocak-2002.

Salmonella enterica serovar Typhimurium’da kinolon veya ¢oklu antibiyotik direnci
ile iligkili iki regulon vardir. Bunlar soxRS ve marRAB’dir. Bu regulonlar nitrik oksit (NO)
veya paraquat ile aktive olurlar ve acrAB’nin kodladig: efflux pompasini aktif hale getirirler.
Bu g¢alismada, NO’nun tek basmna ve ofloksasin, siprofloksasin, pefloksasin, ampisilin ve
ampisilin/sulbaktam ile kombinasyonunun §S§. enterica serovar Typhimurium klinik
izolatlarina in vitro etkisini arastirdik. Caligmada, aditif veya indiferan ve antagonist etki
gozlenirken, sinerjistik bir etki gézlenmedi. Ofloksasin, siprofloksasin, pefloksasin, ampisilin
ve ampisilin/sulbaktam gibi bazi antibiyotiklerin etkinliginin S. enterica serovar
Typhimurium’da NO taraﬁndan soxRS ve marRAB regulonlarinin aktivasyonu yoluyla
azaldigy diistinlilmektedir. Daha ileri ¢alismalarin salmonella genleri ve ¢oklu antibiyotik
direnci ile NO etkilesimini aydinlatmak agisindan gerekli oldugu gériilmektedir.

Anahtar  kelimeler: Nitrik oksit, Salmonella enterica serovar Typhimurium,

diazeniumdialate.
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ABSTRACT
THE IN VITRO INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF NITRIC OXIDE DONOR
DETA-NO ALONE AND IN COMBINATION WITH SOME ANTIBIOTICS AGAINST
SALMONELLA ENTERICA SEROVAR TYPHIMURIUM ISOLATES

Ahmet Yiimaz COBAN, Ph.D. Thesis
University of Ondokuz Mayis, Samsun, January-2002

Two regulons, soxRS and marRAB, are associated with resistance to quinolones or
multiple antibiotics in Salmonella enterica serovar Typhimurium. These regulons are
activated by nitric oxide (NO) and paraquat and, cause on activation of the acrAB-encoded
efflux pump. In this study, the effect of NO was investigated alone and in combination with
ofloxacin, ciprofloxacin, pefloxacin, ampicillin and ampicillin/sulbactam against S. enterica
serovar Typhimurium clinical isolates in vitro. Synergistic effect was not observed while
additive or indifference and antagonistic effect were found. It can be supposed that the
efficiencies of some antibiotics, including ofloxacin, ciprofloxacin, pefloxacin, ampicillin and
ampicillin/sulbactam, are decreased via activation of soxRS and marRAB regulons by NO in
S. enterica serovar Typhimurium. Further studies are need to be done to establish the

interaction of NO with the genes of salmonella and, with multiple antibiotic resistance.

Key words: Nitric oxide, Salmonella enterica serovar Typhimurium, diazeniumdiolate.
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L. GIRIS VE AMAC

Makrofajlar bagisik yanit olugmasinda gesitli uyaranlar ile aktive olarak reaktif
nitrojen ara maddeleri (RNIs) ve reaktif oksijen ara maddeleri (ROIs) tiretirler. Bu ara
maddeler antimikrobiyal ve sitotoksik etkiye sahiptirler. Makrofajlarin IFN-gama ile
birlikte bakteriyel hiicre duvari lipopolisakkariti (LPS) veya muramil dipeptid (MDP) ile
aktive olmalan yiiksek oranda nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin ekspresse edilmesine
neden olur. Bu enzim, L-arjinini oksitleyerek sitriillin ve bir RNI olan nitrik oksit (NO)
tiretimini saglar. NO, kendi kendine etkili bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasinin
yaninda, siiperoksid anyonlar ile kombine olarak daha etkili antimikrobiyal maddeler de
olusturabilir. Makrofajlarin antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili son bulgular bakterilere,
mantarlara, helmintlere ve protozoal patojenlere karsi etkinliklerinde NO ve ondan derive
maddelerin 6nemli 6l¢lide rol oynadigim géstermektedir. Ancak mevcut bilgiler NO’nun
mikroorganizmalar1 6ldiirme mekanizmasimi agiklamakta yetersiz kalmaktadir; NO
muhtemelen, hedef hiicrelerdeki respiratuvar siklus ve DNA sentezinin anahtar
enzimlerindeki demir-igeren bolgelerle etkileserek sitotoksisiteyi indiiklemektedir (Kuby,
1997).

Cogu mikroorganizma makrofajlar tarafindan fagosite edildikten sonra
fagozomlardan salinan lizozomal igerik tarafindan Oldiiriiliir. Ancak, baz1
mikroorganizmalar makrofaj icerisinde canlilik ve ¢ogalmalarimi siirdiirebilirler. Bunlar;
Salmonella enterica serovar Typhimurium (Salmonella typhimurium), Listeria
monocytogenes, Neisseria gonorrhoeae, Mycobacterium avium, Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium leprae, Brucella abortus ve Candida albicans’dir (Kuby,
1997). S. enterica serovar Typhimurium’un makrofaj iginde canlilifim siirdiirebildigi iyi
bilinmektedir. Hiicre i¢i yerlesimi ve hiicre i¢inde canlilifim siirdiirebilmesi virulans ile
iligkilidir. Salmonellalarin virulans ile ilgili en az 60 tane geni bulundugu ve bu genlerin
iyi tanimlanmigs olmasi hiicre i¢i model olarak ¢alismalarda kullamlmasim
kolaylagtirmaktadir (Buchmeier ve Heffron, 1989; Collazo ve ark., 1995; Hueck ve ark.,
1995; McCormick ve ark., 1995; Mills ve ark., 1995; Pegues ve ark., 1995; Shea ve ark.,
1996; Groisman ve Ochman, 1997; Mandell ve ark., 2000).

S. enterica serovar Typhimurium gibi hiicre i¢i yerlesimli bir patojenin tedavisinde
hiicre i¢i penetrasyonu iyi olan bir antibiyotigin se¢imi kadar, antibakteriyel etkinligin
makrofajlar tarafindan tiretilen defans molekiilleri ile artirilmas: da 6nemli goriilmektedir.
Kinolon grubu (ofloksasin, siprofloksasin, pefloksasin vb) antibiyotiklerle B-laktam
(ampisilin, ampisilin/sulbaktam vb) antibiyotiklerin hiicre igine gecerek yiiksek
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konsantrasyonlara ulagabildikleri bilinmektedir (Balland ve ark., 1996; Schiiler ve ark.,
1997).

NO’nun antibakteriyel etkinlifinin bildirilmesi ile infeksiyonlarin tedavisindeki
yeri ve antimikrobiyal ajanlarla olan etkilesimleri konusundaki ¢aligmalar yogunluk
kazanmistir. Ancak, NO’nun gaz yapisinda serbest bir radikal olmasi nedeniyle
caligmalarda temini ve kullanimi zordur. Diazeniumdiolate [N(O)NO] adi verilen
kimyasal maddelerin ise s1v1 ortamlarda birtakim bioregiilatér maddeleri ve NO’yu salarak
ayrigtiklart bilinmektedir. Bu maddeler, DETA-NO ((Z)-1-[N-(2-aminoethyl)-N-(2-
ammonioethyl)amino]diazen-1-ium-1,2-diolate), SPER-NO, DEA-NO, PROLI-NO,
MAHMA-NO ve PAPA-NO’dur. DETA-NO yan 6mriiniin digerlerinden daha uzun (20
saat) olmasi1 nedeniyle in vitro ¢aligmalar i¢in daha uygun bulunmustur (McElhaney-Feser
ve ark., 1998; Fitzhugh ve Keefer, 2000).

Yukarida verilen bilgiler dogrultusunda; DETA-NO’nun tek basina ve kinolon
(ofloksasin, siprofloksasin ve pefloksasin) ve PB-laktam (ampisilin, ampisilin/sulbaktam)
grubu antibiyotiklerle kombinasyonlarinin S. enterica serovar Typhimurium izolatlarina

etkinliginin aragtirilmasi amaglanmustir.



II. GENEL BILGILER

A. NITRIK OKSIT (NO)

NO, onceleri gevreye ait bir zehir olarak bilinmekte ve yaklagik 15 yil 6ncesine
kadar sadece kimyacilar ve atmosferin kirlenmesiyle ilgilenen c¢evrecilerin ilgisini
¢ekmekteydi. Ancak, daha sonraki ¢aliymalarda memeli hiicreleri tarafindan iiretildigi ve
birgok biyolojik olayda rol aldig1 gosterildiginde her bilim dalinin 6zenle ilgilendigi bir
konu olmugtur (Kosay 1996; Marangoz, 1996; Gokge, 1999).

NO atmosferik bir gaz olup, ortam havasinda bulunur. Ayrica kirli havada, eksoz
gazinda, sigara dumaninda ve toprakta yogun olarak bulunmaktadir. Bakteriler, asit
yagmurlar1 ve jetler bu yolla atmosferde gevre kirlenmesine neden olabilmektedirler.
Cevre kirlenmesine neden olan reaktif nitrojen oksitlerinin karsinojenik etkileri rapor
edilmektedir. Bununla birlikte nitratlar, uzun yilardan beri tedavi amaciyla
kullanilmaktadir. Nitratlarin etki mekanizmalar ile ilgili ¢aligmalar 1970’lerden sonra
hizla artmus ve daha sonraki yillarda, NO konusunda edinilen yeni bilgiler, bu
mekanizmanin agiklik kazanmasim saglamigtir (Gibaldi, 1993; Kosay 1996; Gokge, 1999;
Bryk ve ark., 2000).

NO’nun bakterilerdeki varligi uzun yillardir bilinmekte ise de, memelilerdeki
Oonemi yeni anlagilmugtir. Furchgott ve arkadaglar1 1980 yilinda yaptiklart deneylerde
tavsan aort geritlerinde asetilkolinle gevseme saglanabilmesinin ancak endotel varliginda
gergeklestigini, bu etkinin olusumuna aracilik eden ve dayaniksiz olan bir madde olasilif
lizerinde durmuslardir. Aragtirmacilar “endotel kaynakli gevsetici faktor” (Endotelium
Derived Relaxing Factor = EDRF) olarak adlandinlan bu maddenin arterler, venler, kilcal
damarlar gibi ¢esitli damar yapilarinda bulundugunu, farkli bazi vazodilatdr maddeler
uygulandiginda da salindiim gostermislerdir (Synder ve Bredt, 1992; Cakmake1, 1999;
Eroglu, 1999; Gékee, 1999).

Tannenboum ve &grencileri 1981°de diisiik nitrat diyeti ile beslenen siganlarin
idrarinda bol miktarda nitrat saptamislar ve buna endojen bir kaynak aramiglardir.
Infeksiydz diyareli bir hastanin idrarinda da bol miktarda nitrat gériilmesi inflamasyon-
nitrat iliskisini glindeme getirmistir. Bakteriyel endotoksinin siganlara verilmesinin
inflamasyona ve nitrat olusumuna neden olmasi, genetik olarak makrofajsiz farelerde nitrat
atiliminin azalmasi makrofaj-nitrat iligkisini diigiindiirmiigtiir. Daha sonralan ayni gruptan
Hibb, kiiltlir ortamindan arjininin kaldirlmasimn nitrit-nitrat olusumunu engelledigini,
makrofajlarda spesifik bir enzimin arjinini ara bir iiriine déniigtiirdiigiinii, o ara {iriiniin de

nitrit-nitrat1 olugturdugunu ve sonugta makrofajlarmn, T hiicreleri ya da endotoksin ile



aktive olarak arjininden toksik bir madde olugturup mantar, bakteri ve tiimér hiicrelerini
oldiirdiigiinii 6ne siirerek makrofajlardaki NO islevine ilk atift yapmugtir. Bu arada Murad
tarafindan da organik nitratlarin etkinliklerini NO tizerinden olugturduklan bildirilmigtir
(Synder ve Bredt, 1992; Eroglu, 1999).

NO’ya kars: bilimsel ilginin gittikge artmasi sebebiyle diinyanin &nde gelen
bilimsel dergilerinde NO’ya iligkin yi1llik yaymn sayis1 1981-1983 yillarinda 10’un altinda
iken, 1987°de 75’¢, 1988’de 148’e, 1989’da 274’e, 1990°da 485’e, 1991’de 612’ye,
1992°de 1144’e, 1995°de 3178’e¢ ve 2000 yilinda 39072’ye ulagmustir. Science dergisi
NO’yu Aralik 1992 sayisina kapak logosu yaparak bu molekiilii yilin molekiilii olarak
segmigtir (Editorial, 1992).

NO, iki atom igeren, 30 molekiil agirhiginda, membranlardan kolayca diffiize
olabilen, suda minimal ¢dziinen fakat membran ve hiicrelerin lipid fazinda selektif olarak
¢Oziinen renksiz, kokusuz gaz yapisinda bir serbest radikaldir. NO, yanan havadaki
nitrojen molekiillerinin yiiksek 1sidaki oksidasyonundan ya da maden kdmiirii ve agir
yaglar gibi 6nemli yakitlarda bulunan nitrojen bilesiklerinin oksidasyonu sonucu yanma
olaylariin bir {irlinii olarak agi3a ¢ikmaktadir (Synder ve Bredt, 1992; Bolanos ve ark.,
1997; Moncado ve ark., 1997; Goékge, 1999; Eroglu, 1999; ).

Bugiinkii bilgilerimize gére NO; immiin sistem ile sinir, sindirim, kardiyovaskiiler
ve {irogenital sistemlerde bulunan ¢ok 6nemli bir diizenleyici molekiil, ikinci haberci ve
transmitterdir. Normal fizyolojik fonksiyonlar1 yaninda septik sok, hipertansiyon, inme,
epilepsi ve diger nérodejeneratif hastaliklar gibi patofizyolojik durumlarla da yakindan
ilgilidir (Marangoz, 1996; Gokge, 1999).

NO, potent bir vazodilatér olmasi yaminda nérotransmitter, immunomodiilatdr,
sitotoksik etkili ve doku hasar1 olugturmayan bir otakoid olarakAda goriilmektedir (Kosay,
1996; Gokge, 1999).

1. NO’nun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

NO (N=0), azot monoksit veya nitrik oksit olarak adlandirilir. NO° seklinde
gosterilirken kimyasal yapisin diger ad1 #itrosonium cation NO")’dur. En ¢ok oksijen
ile birleserek azot dioksit meydana getirir, bununla birlikte siiperoksit radikali ile birlegserek
peroksinitrit olugturur. NO ile iligkili nitrojenin okside metabolitleri Tablo 1’de
sunulmugtur (Erbas, 1997; Gokge, 1999).

NO, tek sayida paylagilmamus elektron tasir ve paramagnetiktir. Paylasilmamig

elektron nitrojen ve oksijen atomu lizerinde yer degistirerek rezonans stabilitesini saglar



(Synder ve Bredt, 1992; Kharitonov, 1994; Dawson ve Dawson, 1995; Kréncke ve ark.,
1995; Eroglu, 1999; Gokee, 1999).

Tablo1. Nitrojenin okside metabolitleri (Grisham’dan, 1992)

Sembol Isim Etki
NO Nitrik oksit Serbest radikal (S-R)
NOy Nitrojen dioksit S-R, nitroze edici etken ajan
N,O Nitroz oksit Genel anestetik
N>O5 Dinitrojen trioksit Nitroze edici etken ajan
N>Oq4 Dinitrojen tetraoksit Dimerik NOjy', nitroze edici ajan
NO,- Nitrit Asidik ortamda NO- olusur
NO5 Nitrat Stabil anyon

:N=0 : == :N=0:

NO’nun biyolojik sistemlerdeki kimyasal etkilesimleri bu paylasilmamis elektronun
stabilizasyonu ile karakterizedir. Bir radikal olan siiperoksit, hidroksil gibi radikallerden
daha az reaktif olup, yani daha stabil paylasilmamis elektron tasiyicisidir. Biyolojik
aktivitesi molekiiliin seklinden ¢ok molekiiliin kiigiikliigiine, reaktivitesine, difiizibilitesine
baglidir. Yarnlanma omrii 3-10 saniyedir (Synder ve Bredt, 1992; Dawson ve Dawson,
1995; Kroncke ve ark., 1995; Yun ve ark., 1996; Eroglu, 1999).

NO, su ve oksijen varlifinda agagida belirtilen bir dizi nitrojen oksitlerin

olusumuna neden olur (Grisham, 1992):

2NO" + O, > 2NOy
2NOy » NoOy ———— 3 NOy +NO5
NO7 +N,04 » NO +2NO3

NO +NOy » N,03; —» 2NOy




2. NO’nun biyosentezi

NO parakrin bir hormondur; sadece salindif: hiicrenin hemen yakininda etkilidir.
NO biyolojik yann 6mrii yalmzca birka¢ saniye olan kararsiz bir radikaldir. Hiicrelerdeki
sentezi L-arjininin nitrik oksit sentaz (NOS) (NADPH diaforaz) enzimi tarafindan

oksidasyonu sonucunda gergeklesir (Sekil 1-2) (Moncado ve Higgs, 1993; Yun ve ark.,
1996; Moncado ve ark., 1997; Taylor ve ark, 1998).

Sekil 1. Hiicre i¢i NO sentezinin basitlestirilmis semasi.
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Sekil 2. NOS enzimi ile L-arjinin {izerinden NO sentezi.
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NOS ilk kez 1989’da tanimlanmus, 1990°da izole edilmis ve 1991°de klonlanmugtir.

Yapisinda hem ve sitokrom tasir. p-450 rediiktaz ile %60 homologdur (Moncado ve ark.,
1991; Garthwaite ve Boulton, 1995; Zweier ve ark., 1995; Rao ve Butterworth, 1998;

Eroglu, 1999).

NOS organizmada benzer bigimde birkag sekilde bulunabilirse de esas olarak iki

ana formu vardir: a) yapisal NOS (cNOS) bazal ya da denetim mekanizmalarmnm bir

boliimii olarak reseptdr uyarisna yamt sonucu kisa donemli NO sentezler, b)
indiiklenebilen NOS (iNOS) sitokinlerin etkisiyle NO sentezler. iNOS, NO’yu cNOS’a
gore daha biiyiik hizla olusturur ve yiiksek konsantrasyonlarda NO’nun sitotoksik etkileri

ortaya ¢ikabilir (Tablo 2) (Moncado ve ark.,1991).



Tablo 2. NOS enziminin 6zellikleri (Cakmakgi’dan, 1999)

Ozellik Yapisal (cNOS) Indiiklenebilen (iNOS)
Ca™ bagimlilif + -
NO olugum diizeyi pikomol nanomol
Uyariya cevap ani gecikmig
Utretim siiresi kisa uzun
Glukokortikoid ile etkilesme etkilenmez inhibe olur

NOS enzimi; daha ¢ok sinir, endotel, endokard, miyokard hiicreleri ve

trombositlerde olmak tizere viicuttaki hiicrelerin ¢ogunda bulunmaktadir (Tablo 3).

Tablo 3. ctNOS ve iNOS enzimlerinin salindig1 hiicreler (Gokge’den, 1999)

cNOS iNOS
Endotel hiicresi* Makrofaj, hepatosit*
Santral néron Kupfer hiicresi
NANC néron** Vaskiiler diiz kas hiicresi
Notrofil Fibroblast, mezenkial hiicre
Mast hiicresi Astrosit*, kondrosit
Trombosit Inflamatuar nétrofil*
Astrosit Karsinoma hiicresi
B-hiicresi* Sinovyosit
Renal makula hiicresi*
Adrenal meduller hiicre
Adrenal korteks hiicresi

Fare néroblastoma

*Selektif antikor siniflamasina dayamir, digerlerinin siniflamas: spekiilatiftir.

**Nonadrenerjik nonkolinerjik ndron




1) Yapisal nitrik oksit sentaz (cNOS): cNOS siirekli olarak olusturulur ve iki gruba
ayrilir; endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS=NOS III) ve néronal nitrik oksit sentaz
(nNOS=NOS I) (Cakmakg1, 1999; Gokge, 1999).

a) eNOS: Endotel koékenlidir (Sekil 3). Bu enzim, vazodilatasyon, platelet
aggregasyonunun onlenmesi ve vaskiiler tonusun devamliligindan sorumludur. NO
dengesinin bozulmas: hipertansiyon, trombozis ve aterosklerozise neden olabilir. Hiicre
i¢inde siirekli bulunur ve damar direnci ile sinir iletimi gibi fonksiyonlarda da gérev yapar
ve arahklarla ve ¢ok kiigiik miktarlarda NO iiretir (Anggard, 1994;
http:/www.imakerala.org/nitricoxide 1.htm; Coban ve Durupinar, 2001).

Sekil 3. Endotel kaynakli NOS (eNOS) enziminin uyarilmasi
(http://www.bi.bbsrc.ac.uk/ WORLD/Labs/MOLCOGNEUR/LMCNpce.html’den)

b) nNOS: Noron kokenlidir (Sekil 4). Inme (stroke) de vaskiiler hasarin
6nlenmesinde aracidir.  Yetmezliginde pilorik spazm goriilebilir (Anggard, 1994;
http:/www.imakerala.org/nitricoxide 1.htm; Coban ve Durupinar, 2001).



Sekil 4. Noronal NOS (nNOS) enziminin uyarilmasi
(http://www.bi.bbsrc.ac.uk/WORLD/Labs/MOLCOGNEUR/LMCNpce.html den)

cNOS, kofaktér olarak Ca” -kalmodulin bagimlidir ve hiicre i¢i kalsiyum diizeyini
yiikselten agonistlere iyi cevap verir. Kalsiyum yiikselmesi kalmodulinin c¢NOS’a
baglanmasini uyarir ve anmnda pikomol diizeylerinde NO sentezlenmesine neden olur
(Tablo 2). Kalsiyum baglayict maddeler ve kalmodulin inhibitérleri bu yolla meydana
gelen NO sentezini dnleyebilirler. Sentez edilen NO, esas olarak hiicreler arasi ve hiicre i¢i
iletisimin fizyolojik aracisidir (Cakmake1, 1999; Gokge, 1999).

c¢NOS’un aktivasyonunda (cevap veren hiicreye bagimli olarak) rol oynayan etkili
bazi aktivatorler sunlardir: kalsiyum iyonofor, eksitatér aminoasitler, elektriksel uyar,
asetilkolin, bradikinin, trombin, ADP, lipopolisakkarit, formil peptidler, l8kotrienler,
trombosit aktive edici faktér (PAF), forbol miristat asetat (PMA), tromboksan A, ve
endotelin (Mehta 1995).
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m)Makrofajlarda NO sentezleyen indiiklenebilen nitrik oksit sentaz (iNOS): iNOS
aym1 zamanda NOS II olarak da adlandinilir. Endotel hiicreleri, damar diiz kas hiicreleri,
makrofaj, nétrofil, kalp kas1 ve endokard hiicrelerinde gosterilmigtir. Ancak bu hiicrelerin
prototipi makrofajlardir (Sekil 5). Makrofajlarda sitokin uyarisi sonucunda, birkag saat
sonra baglayan ve giinlerce siiren nanomol diizeylerinde NO sentezi s6z konusudur (Tablo
2). Sitokinler tarafindan aktive olmus makrofajlarn kullandig: L-arjininin 1/3’4 NO
tiretmek i¢in kullanilir. iNOS aktivasyonu, asil olarak endotoksin ve sitokinler (IL-1, TNF,
IFN-y) tarafindan yapilir. Bazi hiicrelerde sentez IL-8, IL-10, TGF-B gibi maddelerce
yavaglatilabilir; glukokortikoidlerle de bu enzimin uyarilmas: 8nlenebilir. Septik sok
gelisiminde 6nemli bir ajandir. Lipopolisakkarit (LPS), IFN-y ve endotoksin ile uyarilan
makrofajlardan salman yogun NO septik sok gelisimine neden olur (Anggard, 1994;
http://www.imakerala.org/nitricoxide 1.htm; Coban ve Durupinar, 2001).

iNOS enzimi, transkripsiyon diizeyinde daha uzun siireli uyarilarak daha fazla
miktarlarda (digerlerinden en az 1000 kat daha fazla; nanomol diizeylerinde) NO {iretimine
neden olur. Bu sistem fizyolojik sartlarda kalsiyumdan bagimsizdir (Cakmake¢i, 1999;
Gokge, 1999).

iNOS toksik diizeylerde NO iiretebilen bir enzimdir. Beyinde iNOS enzimi;
timorler, travma, demiyelinizasyon, AIDS demansi, Alzheimer hastalifx ve serebral iskemi
gibi degisik patolojik durumlarda da tamimlanmistir. Bununla birlikte beyin hastaliklarnin
olusum mekanizmasinda iNOS tarafindan firetilen NO’un oynadifi rol heniiz
bilinmemektedir (Gross ve Volin, 1995).

Bu iki enzimin genleri 1991 yilinda klonlanmmstir. Ug farkli NOS i¢in kodlayici
cDNA’lann klonlanmas: insan nNOS, eNOS ve iNOS enzimlerinin sirastyla 1433, 1203 ve
1153 amino asit igerdigini gostermektedir. Tiimi NADPH, FAD, FMN, kalmodulin ve
protein kinaz A fosforilasyonu igin ortak dizilere sahiptir. Izoenzimler tamamen farklidir.
Sadece %51-57 oraminda bir dizilim benzerligi gosterirler. Memeli tiirleri arasinda
izoenzimlerde %81-93’liik bir dizilim esitlii gosteren belirli bir benzerlik mevcuttur
(Grisham, 1992; Garthwaite ve Boulton,1995; Zweier ve ark., 1995; Yun ve ark., 1996;
Moncado ve ark., 1997; Rao ve Butterworth, 1998; Taylor ve ark., 1998).

Her iki enzim sistemi N-monometil-L-arjinin (L-NMMA), N-nitro-L-arjinin metil
ester (L-NAME) ya da N-nitro-L-arjinin (L-NNA) gibi L-arjinin analoglar tarafindan
kompetetif tiirde inhibe edilebilir. Bu enzim izoformlart aym hiicrede birlikte de
bulunabilirler. Omegin; endotel hiicreleri NO iiretimi agisindan TNF-a ile uzun siireli
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uyarilirken bir kalsiyum agonisti olan bradikinin ile de kisa siireli uyarilabilmektedir. Ya
da, sinir hiicreleri ve makrofajlar TNF-a veya LPS ile uyanildiklarinda, iNOS aktif hale
gelirken ¢ctNOS’un mRNA’s1 baskilanmaktadir. Transkripsiyonun denetlenmesi sirasinda
ters igleyen bir kontrol mekanizmas: gosterilmistir (Cakmakg1, 1999; Gékge, 1999).

RUGLKES

Sekil 5. Indiiklenebilir NOS (iNOS) enziminin uyarilmast
(http://www.bi.bbsrc.ac.uk/WORLD/Labs/MOLCOGNEUR/LMCNpce.html’den)

NOS izoformlart hiicre igi Ca™ artis1 ile aktive olurlar. eNOS ve cNOS Ca™
bagimli, iNOS ise Ca™’dan bagimsiz olarak hareket etmektedir. Sitokin ile uyarilabilen
iNOS bir ¢ok hiicrede tanimlanmistir. iNOS enzimi, immiinolojik ya da inflamatuar bir
uyar1 sonucu birkag giin boyunca yiiksek diizeylerde NO tiiretimine neden olarak viicut i¢in
zararli olabilir (Briine ve ark., 1995).

3. NO’nun biyokimyasal fonksiyonlar

NO, nitrojen gazindan agiga cikan, tek degerlikli elektronlardan olusan (.N=0),
kararli olmayan (degisebilir) gaz halinde bir maddedir. NO, diger serbest radikal
bilesiklerine gore daha az reaktif olmasina ragmen bazi durumlarda toksik olabilmektedir.
NO, su tabiatindaki eriyiklerde oksijen (O,) ve su (H,0) ile gok hizli tepkimeye ugrayarak
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nitrit ve nitrat bilesiklerine doniiserek hiicre i¢inde sadece birkag saniye siiresince olugup
sonra kaybolur (Gokge, 1999).

NO salindiktan sonra, oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarna egilim gosterir.
Endotel tabakasinda iiretilmis olan NO hizla plazmaya geger ve plazmada iki tiir akibete
ugrar: ya eritrosit igine girer ve okside formu ile birleserek methemoglobin, nitrit ve
nitrozotiollerin olusumuna neden olur. Ya da okside olmayan NO ile birlegir ve nitrata
doniigiir. Nitritler ve nitratlar, NO doniisiimiiniin son iiriinleri olup viicuttaki NO iiretim
seviyesinin gostergeleridir (Briine ver ark., 1995).

Memelilerde, sitozolik bir enzim olan NOS L-arjininden NO ve sitriillin olusumunu
katalize eder. Arjininin bu oksidasyonunda onemli bir koenzim olan NADPH ile
tetrahidrobiopterin (BH4), FMN, FAD ve bir gesit sitokrom p-450 gibi ilave kofaktorlere
ihtiya¢ bulunur. Bu reaksiyon ile olusan NO, bakteriye karsi direng, kan damarlarinin
dilatasyonu ve bir norotransmitter olarak glutamatin aktivasyonunu igeren bir ¢ok farkli
fonksiyonlarda rol almak {izere bir mesajer molekiil gibi difiizyona ugrayarak
salimmaktadir (Dinerman ve ark., 1994).

Makrofajlar bakteriyel hiicre duvari lipopolisakkariti gibi bir takim uyaricilarin
etkisiyle NO iiretebilirler. Kisa siireli NO’nun varligi makrofajlarin bakteri ve tiimér
hiicrelerini 6ldiirmelerine olanak saglar. NO’nun bu etkisi, siiperoksit anyonlari (.0,) ile
hiicre 6ldiirticti etkisini agiklayan daha toksik reaktanlara doniigiimii arasinda karsiliklt
etkilesimle ilgili olabilir (Dinerman ve ark., 1994).

NO, serbest bir radikaldir ve oksijen siiperoksit (O,) ile reaksiyona girerek
peroksinitrit anyonlar1 (ONOO) olusturabilir. Daha sonra peroksinitrit, gii¢lii ve sitotoksik
oksidan formlar1 olan hidroksil radikali ve nitrojen dioksite ayrigir. Peroksinitrit bu
ayrisim Oncesinde birkag um kalinliktaki porlardan rahathikla diffiize olabilir (Buisson ve
ark., 1992).

NO’nun biyokimyasini ve biyolojik fonksiyonunu anlamak igin ilk reaksiyon
tiriinleri olan NO™ (nitrozonyum iyonu) ve NO™ (nitroksil anyonu) olusumunu ve esas olan
sekonder hedef etkilerinin iyi bilinmesi gerekmektedir. Biyolojik sistemlerde NO, oksijen,
stiperoksit ve ara iirlinler ile reaksiyona girer. Olusan reaksiyon iiriinleri sirasiyla NOy,
peroksinitrit (OONO") ve metal-NO bilesikleri olup redoks (indirgenme) ve artirilma
yoluyla hedef dokularla iliskiye girerek sonradan gelecek reaksiyonlar desteklenir.
Thiollerin (RSH/RS") hiicre i¢i reaktivitesi ve etkisi niikleofillerin destekledigi nitrozatif
reaksiyonlar ile gergeklesir ve sonugta S-nitrozotioller olusur. Bdylece reseptérler, iyon

kanallari, enzimler ve transkripsiyon faktorlerinin yaninda gegis (ara) metalleri ve tiolleri



de igeren aktif ya da allosterik alanlar NO-ileti sisteminin esas komponentini olusturur.
Ayrica, NO mevcudiyetinde ferritin mRNA’s1 demir diizenleyici protein-1 (IRP-1)
tarafindan baskilanir (Briine ve ark., 1995).

NO, eritrositlerdeki oksihemoglobin ile ve ayrica rediikte hemoglobin ile
nitrozohemoglobin (HbNO) iizerinden methemoglobin ve nitrata (NOj3’) doniigerek
metabolize edilir. Methemoglobin, methemoglobin rediiktaz ile tekrar hemoglobine
doniigtir. NO;3” ise idrarla atilima ugrar.

NO’nun biyokimyasal yollarla &lglimii, in vivo olarak az miktarda sentez
edildiginden ve oksijen ile hizla reaksiyona girdiginden dolay:1 oldukga zordur. Ayrica,
yarilanma 6mrii ¢ok kisadir ve eldeki yontemler zahmetli ve spesifik degildir (Gokge,
1999). Buna ragmen NO asagidaki yontemlerle olgiilebilmektedir (Wennmalm ve ark.,
1993;):

- Kemilliminesans yontemi (NO, nitrit, nitrat)

- UV-Vis spektrofotometrik yéntem (Griess, Met Hb)
- ESR (EPR)-spektroskopisi

- Mass spektroskopisi

- Flow sitometre

- Infrared spektroskopisi

4. NO’nun hastahklardaki patofizyolojik rolii

Birgok durumda hastaliklar ve NO arasinda ¢ok yakin bir iligki vardir; klinik
tabloyu diizenlemede NO’nun katkisini ortaya koyan yeni bilgiler, bilinen hastaliklara
biitiiniiyle yeni bir agidan bakma firsati vermektedir ve yeni sendromlarin yarattig:
sorunlari ¢6zmede, genellikle NO’ya basvurmak giincel bir yaklagimdir.

Simdiye kadar saglanan veriler isiginda, deney sonuglarini irdelemek ya da
sonuglar1 dogrulamak i¢in daha kapsamli hasta topluluklarinda klinik ¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.

1) NO’nun iligkili oldugu hastaliklar

a) Hipertansiyon ve bobrek islevi (Johnson ve Freeman, 1991).

b) Diyabet (Panagiotidis ve ark., 1992).

¢) Sindirim kanali hastaliklar1 (Kitagawa ve ark., 1989; Pique ve ark., 1992).

d) Akciger islevleri (Frostell ve ark., 1991; Gustafsson ve ark., 1991; Pepke-Zaba
ve ark., 1991).
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e) Serebral metabolizma hastaliklar1 (McDonald ve Johnston, 1990; Izumi ve ark.,
1992).

f) Agr1 (Meller ve ark., 1990).

g) Antiateroskleroz ve trombosit aggregasyonunun inhibisyonu (Sinzinger ve ark.,
1992).

h) Reperfiizyon hasar1 (Masini ve ark., 1991; Pearson ve ark., 1992; Siegfried ve
ark., 1992).

1) NO’nun sitostatik ve sitotoksik rolii

a) Makrofajlar ve nétrofiller: Aktive olmus fare makrofajlart nitrit ve nitrat
sentez etmektedir. Bu sentez L-arginine bagimhdir ve L-arginin analoglar tarafindan
inhibe edilmektedir. Sentez, tiim&r hiicreleri ve bakterilere karg1 makrofajlarin sitotoksik
yanitindan sorumludur (Moncada ve Higgs, 1993).

NO tarafindan indiiklenen sitotoksisitenin biyokimyasal temeli, hedef hiicrelerdeki
respiratuvar siklus ve DNA sentezinin anahtar enzimlerindeki demir-igeren takilarla
NO’nun kombinasyonuna baglidir. Fare makrofajlarinda L-arginin NO yolu tiimor
hiicrelerine, intraselliiler ve ekstraselliiler mikroorganizmalara karsi primer bir defans
mekanizmasi olusturmaktadir (Moncada ve Higgs, 1993).

b) Immiinite ve inflamasyonda NO’nun rolii: Bir asir 6nce Fehleisen kansere
karsi direncin bakteriyel {iriinler tarafindan nonspesifik bir yolla artirilabilecegini
gostermistir. Bu fenomen makrofaj aktivasyonuyla iligkilidir. Son bulgular, bu
nonspesifik immiinitenin NOS indiiklenmesiyle birlikte oldugunu gostermektedir. NO-
bagimli nonspesifik immiinite hem retikiiloendotelial hem de nonretikiiloendotelial (ANOS
bulundugu tespit edilen hepatositler, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve vaskiiler endotel)
sistemi igeren genel bir fenomendir. NO-bagimli nonspesifik immiinitede akciZer ve
karaciger bir filtre olarak gorev yapmalari nedeniyle ¢ok Onemli rol oynamaktadirlar
(Moncada ve Higgs, 1993).

Allograft atilimmda NO’nun siipressér bir rol oynadigt hipotezi kabul gérmektedir.
Bu veriler, NO’nun spesifik immiinitede rolii oldugunu fakat bunun tam olarak
agiklanamadigini gostermektedir (Moncada ve Higgs, 1993).

NO ile ilgili artan bulgular akut ve kronik inflamasyonun bir béliimiinde NO’nun
rolii oldugunu gostermektedir. NOS inhibitorleri ile tedavi akut inflamasyonlu veya
adjuvant artritli ratlarda inflamasyon siddetini azaltmaktadir. Oysa, L-arjinin bunun tam
tersi bir etki yapmaktadir. Sigan akcifer ve dermal vaskiiler yapilarinda immiinkompleks
ile indiiklenen vaskiiler hasar NOS inhibit&rleri ile azaltilabilmektedir. Ayrica, NO’nun
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kolonik sentezi iilseratif kolitli hastalarda artmakta ve NOS inhibit6rleri deneysel olarak
indiikklenmis deneysel kronik ileiti iyilestirmektedir. Bunlara ilave olarak, plazma ve
sinoviyal sividaki nitrit konsantrasyonu romatoid artritli ve osteoartritli hastalarda
artmaktadir. Inflamatuvar stiregde NO’nun kokeni agik olmamakla birlikte etki, kan
damarlari, nétrofiller ve makrofajlardan kaynaklanabilmektedir (Moncada ve Higgs, 1993).

NO, doku hasarinin olusumunda rol oynayabilir. Hem mikroorganizmalar i¢in hem
de komsu hiicreler igin sitostatik veya sitotoksik olabilmektedir. Ayrica, NO sitostatik ve
sitotoksik olmasina ragmen, bazi durumlarda sitotoksik aktivitelerini artiran oksijen derive
radikallerle de etkilesebilmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda NOS inhibitérleri ve NO
dondrlerinin her ikisinin olusan hasarin bazi formlarina karsi1 koruyucu oldugu
belirtilmektedir. Bu muhtemelen, NO’nun bir yandan sitotoksik bir yandan da vazodilatér
etkisine baglidir. NO, inflamatuvar reaksiyonlarda, vazodilatasyonun artirilmasinda, 6dem
formasyonunda (sinir uyarisiyla), doku sitotoksisitesine neden olan 16kosit aktivasyonunda
muhtemelen goklu bir fonksiyona sahiptir (Moncada ve Higgs, 1993).

B. MONONUKLEER FAGOSITLER

Mononiikleer fagositler graniilositler gibi kemik iligindeki stem hiicreden koken
alirlar. Ancak, stem hiicrenin olgunlasarak farklilagsmas: asamasinda her iki hiicre grubu
birbirlerinden ayr yollarla farklilasarak sonunda hem morfolojik ve hem de fonksiyonel
olarak farkli hiicre gruplarinin ortaya ¢ikmasim saglarlar. Mononiikleer fagositlerin kemik
iligindeki Oncii hiicresi stem hiicreden sonra promonosittir. Bu hiicre daha da olgunlagarak
monosit haline doniiglir ve periferal kana geger. Periferal kanda monositlerin &mri
olduk¢a kisadir ve degisik organ ve dokulara migrasyonla gegerek doku makrofajlarim
olugtururlar. Dokudaki makrofajlara “histiosit” ad1 da verilmektedir. Doku makrofajlart
monositlere gére daha uzun Omiirlii hiicrelerdir ve bulunduklan ortamin &zelliklerine
uygun olarak farklilagmalarin siirdiiriirler. Sonunda degisik dokularda hem morfolojik ve
hem de fonksiyonel olarak farkh hiicreleri olustururlar. Omegin, karacigerde Kupffer
hiicresi, bobrekte intraglomeriiler mezangial hiicreler, akciferde alveolar makrofajlar,
serbz membranlarda serozal makrofajlar, beyinde mikroglia hiicreleri, dalakta ve lenf
bezlerindeki siniis makrofajlar1 dokuda farklilagan monosit kdkenli hiicrelerdir. Boylece
dolasimdaki monositler “monosit havuzu”nu olustururken, dokudaki makrofajlar
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Doku makrofajlarinin bir 6zelligi de birbirleri ile birleserek “gok gekirdekli dev
hiicreleri” olusturabilmeleridir. Birgok klinik &rnekte goriilen ve bazi hastaliklar igin
patognomonik olan dev hiicreler boyle olugmaktadir (6rnegin tiiberkiiloz infeksiyonunda
goriilen Langhans Dev hiicresi).

Monosit/makrofaj yiizeylerindeki ¢ok sayida reseptér yardimi ile hem canli
viicudunda birgok diger hiicre ve dokuya ve hem de viicut disinda plastik ve cam yiizeylere
yapisma yetenegindedir. Laboratuvarlarda bu yapigsma o&zellikleri nedeni ile diger
mononiikleer hiicrelerden (lenfositler) kolaylikla ayrilarak elde edilebilmektedirler.
Yiizeyde tasidiklan reseptorlerin pek ¢ogu iyi tammmlanmig ve fonksiyonlar: biliniyor ise
de, cam ve plastik yilizeye yapisma Ozelliinin baslica hangi reseptér yardim ile
gergeklestigi bilinmemektedir.

Monosit/makrofajlar ylizeylerindeki yapiyma reseptorleri (adezyon reseptdrii)
yardum ile dolagimda damar i¢i endotel hiicrelerine, diger dolasan hiicrelere (lenfositler
gibi) ve dokularda da bulunduklari ¢evreyi olusturan hiicre ve hiicreler arast matrikse
yapismaktadirlar. Monosit/makrofaj ylizeyinde bulunan en 6nemli yapigsma reseptorleri
CR3 (kompleman reseptorii) ve LEA-I’dir (leucocyte function antigen-I).

Mikroorganizma gibi yabanci partikiillerin fagositozu baslica Fc reseptorleri,
kompleman reseptorleri, mannozil-fukozil reseptorleri ve sialo-adhezinler yardimi ile
olmaktadir. Mannozil-fukozil reseptorleri hem fagositoz ve hem de pinositozda rol
oynamaktadirlar. Birgok kapsiilsiiz mikroorganizma ylizeyinde mannoz ve fukoz gibi
sekerleri tasidig igin bu tiir bakterilerin hiicre igine alim1 bu reseptérlerce saglanmaktadir.

IgG molekiiliintin Fc pargasimi baglayan birbirinden farkli ii¢ tip Fc reseptéril
bulunmaktadir. Bunlar insanda Fcy R1, Fcy R2 ve Fcy R3 olarak isimlendirilmektedir.
Bunlar arasmda ozellikle Fcy R1, IgG’nin Fc pargasma karsi ¢ok yiiksek bir affinite
gostermektedir. Ug Fc reseptoriiniin de farkli fonksiyon ve ozellikleri oldugu
bilinmektedir.

Monosit/makrofaj yiizeyindeki diger Onemli bir reseptér grubu kompleman
reseptorleridir.  Bunlar da CR1, CR3 vs gibi adlandinr ve farkli fonksiyonlan
bulunmaktadir. Viicuda giren mikroorganizmalar dolasimda kendileri i¢in spesifik IgG
molekiilii ile baglanip (opsonizasyon) kompleman: aktive ettikierinde monositler igin gok
iyl bir yem haline gelmekte ve kompleman reseptorlerinin yardimi ile monositler
tarafindan yakalanmaktadirlar. Monosit/makrofaj tarafindan yakalanan bakterinin etrafi
hiicre zar tarafindan kusatilarak fagositer vakuol (fagozom) olusturulmaktadir. Daha
sonra sitoplazmadaki lizozimler vakuol membran: ile birleserek lizozomal igerik vakuol
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i¢ine dokiiliir ve mikroorganizmanin hazmedilmesi siireci baglamig olur. Yabanci antijenin
iceri alinmas: sirasinda kullamlmayan reseptorler (Fc) tekrar hiicre digina ¢ikarak hiicreyi
yeni bir fagositoza hazir hale getirirler.

Monosit/makrofaj ylizeylerinde ¢ok sayida sitokin reseptérleri de bulunmaktadir.
Omnegin; interferon, prostoglandin, monokin ve TNF reseptorii bunlar arasindadir. Bunun
anlami ise bu mediat6rlerin hiicre islevini etkileyebilmesidir. Gergekten baghca T
hiicrelerinden salgilanan degisik mediatérler (sitokinler) monosit/makrofaj fonksiyonlarini
cok bilylik Olglide etkileyebilmekte ve istirahatteki monositi, aktif monosit haline
doniistiirebilmektedir. Monosit/makrofajlarin kendileri de ¢ok sayida sitokin ve mediatér
salgilama yetenegindedirler. Ozellikle aktif monosit/makrofajlardan salgilanan sitokinler
(monokinler) diger monosit/makrofajlari, nétrofilleri ve T ve B hiicrelerini etkileyerek
immiin savunmanin ¢ok kapsamh bir sekilde gergeklestirilmesini saglamaktadir
(Ustagelebi, 1999a).

1. Makrofajlarin antimikrobiyal ve sitotoksik aktiviteleri:

Aktive makrofajlar tarafindan iiretilen birgok antimikrobiyal ve sitotoksik madde
fagosite edilmis mikroorganizmalarnn intraselliiler harabiyetinden sorumiudur. Bununla
birlikte bu toksik maddeler antitimor etkinligin saglanabilmesi i¢in de makrofajlardan
saliabilmektedir. Bu maddelerin toksik etkileri oksijen-bagimli ve oksijen-bagimsiz iki
mekanizmayla gergeklesmektedir (Kuby, 1997).

1) Oksijen-bagimh 6ldiirme mekanizmalari: Tablo 4’de 6zetlendigi gibi aktive
makrofajlar ¢cok fazla miktarda reaktif oksijen ara maddeleri (ROIs) ve reaktif nitrojen ara
maddeleri (RNIs) iiretmektedirler. Bu ara maddeler etkin bir antimikrobial aktiviteye
sahiptirler. Fagositoz sirasinda respiratuar patlama (respiratory burst) olarak bilinen
molekiiler bir siire¢ aktive makrofajlarda olusmaktadir. Bu siireg, siiperoksit anyonunun ve
reaktif bir oksijen ara maddesinin olugumu i¢in oksijenin rediiksiyonunu katalizleyen
membran-bagli bir oksidazin aktivasyonuyla baglamaktadir. Olugan reaktif oksijen ara
maddesi sindirilmis mikroorganizmalar i¢in olduk¢a toksiktir. Siiperoksit anyonu diger
giiclii. oksidan ajanlarin da {iretimini saglamaktadir. Bu ajanlar, hidroksil radikalleri,
singlet oksijen ve hidrojen peroksittir. Fagozom ile lizozom kaynasirken, myeloperoksidaz
i¢in toksik bir madde olan ve hipoklorit igeren uzun Omiirlii oksidanlarin tiretimi igin
hidrojen peroksit ile etkilesmektedir (Kuby, 1997).

Makrofajlar bir T-hiicre-kaynakh sitokin (IFN-y) ile birlikte bakteriyel hiicre duvar
LPS’i veya MDP ile aktive olduklar zaman, yiiksek oranda NOS ekspresse etmektedirler.
Bu enzim, L-arjinini oksitleyerek sitriillin ve reaktif bir radikal olan NO iiretimini
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saglamaktadir. NO, kendi kendine etkili bir antinmikrobiyal aktiviteye sahiptir ve hatta
daha etkili antimikrobiyal maddelerin olugumu igin siiperoksid anyonlar1 ile de kombine
olabilmektedir. Son zamanlarda elde edilen bulgular, bakterilere, mantarlara, helmintlere
ve protozoal patojenlere karsi makrofajlarin antimikrobiyal aktivitesinin ¢ogunun NO ve
NO’dan kaynaklanan maddelere bagli oldugunu gostermektedir (Kuby, 1997).

1) Oksijen-bagimsiz 6ldiirme mekanizmalan: Aktive makrofajlar lizozim ve
¢esitli hidrolitik enzimler de sentez edebilmektedirler (Tablo 4). Bunlarin ayrigma {iriinleri
oksijen igermemektedir. Bununla birlikte aktive makrofajlar defensinler olarak bilinen
antimikrobiyal ve sitotoksik peptidlerin bir grubunu {iretmektedir. = Defensinler,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pnemoniae, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ve Haemophilus influenza’yr iceren bir ¢ok bakteriyli o6ldiirebilme
yetenegindedirler. Aktive makrofajlar TNF-a da sekrete etmektedirler ve bu faktor timér
hiicreleri igin sitotoksik olmasina ragmen normal hiicrelere toksik etki yapmamaktadir
(Kuby, 1997).

Tablo 4. Makrofaj ve nétrofillerin antimikrobiyal ve sitotoksik antivitelerinin mediatérleri
(Kuby’den, 1997)

Oksijen-bagiml 6ldiirme Oksijen-bagimsiz 6ldiirme
Reaktiv oksijen ara maddeleri Defensinler
O, (siiperoksit anyonu) Tiim6r nekrozis faktor o (yalmzca
OH (hidroksil radikalleri) Makrofajlar igin)
'0, (singlet oksijen) Lizozim
H,0; (hidrojen Peroksit) Hidrolitik enzimler
HOCI (hipoklorik asit)
NH,Cl (monokloramin)
Reaktiv nitrojen ara maddeleri
NO (nitrik oksit)
NO; (nitrojen dioksit)
HNO,; (nitroz asit)
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2. Antimikrobiklerin makrofajlardan NO salimimi iizerine etkileri

NO, bagta makrofajlar olmak iizere gesitli hiicreler tarafindan sentezlenen ve konak
immiin yanitindan gok gelisimine kadar pek ¢ok stiregte rol alan bir serbest radikal gazdir.
Bu nedenle tedavide kullanilacak antibakteriyel ajanlarin NO salinimi iizerine etkisinin
bilinmesi énemli goriinmektedir (Giilay ve ark., 1997).

Son zamanlarda bu konu ile ilgili yapilan ¢aligmalarin sayisinda giderek bir artig
gbzlenmektedir. = Antifungal bir ajan olan amfoterisin B’nin TNF-o¢ ve IL-1’in .
makrofajlardan salmimini indiikleyerek, buna bagli NO-bagimli yolu uyardiklan
gosterilmistir (Tohyama ve ark.,1996). Ayrca amfoterisin B ve Cryptococcus
neoformans’a karsi olusmus antikapsiiler antikorlarin sinerjistik olarak nitrit seviyesini
artirdigt da gosterilmistir (Mozaffarian ve ark.,1997). Tetrasiklinin farelerde olusturulan
septik sok profilaksisi ve tedavisinde avantajli oldugu ve bu etkisini de TNF-a, IL-1a ve
iNOS’u inhibe ederek yaptig1 belirtilmektedir (Milano ve ark., 1997; D’Agostini ve ark.,
1998). Makrolid antibiyotiklerin de sigan akciger makrofajlarindan NO salmimini inhibe
ettigi bildirilmistir (Kohri ve ark., 2000). Bunlara ek olarak, izoniazid, ampisilin,
ofloksasin, streptomisin ve etambutoliin in vitro olarak insan-derive makrofajlardan NO
salimimun artirdig1 gosterilmistir (Ekinci ve ark., 2001)

3. Makrofaj i¢i direngli patojenler

Cogu fagosite edilmis mikroorganizmalar fagozomlardan salinan lizozomal igerik
tarafindan Oldiiriilmektedir.  Bununla birlikte, bazi mikroorganizmalar makrofajlar
icerisinde canlilik ve ¢ogalmalanm siirdiirebilmektedirler. Bu hiicre i¢i patojenler L.
monocytogenes, S. enterica serovar Typhimurium, N. gonorrhoeae, M. avium, M.
tuberculosis, M. leprae, B. abortus ve C. albicans’tan olusmaktadir (Kuby, 1997).

Bazi hiicre i¢i patojenler lizozom-fagozom birlesimini engeller ve fagozom
icerisinde ¢ogalabilirler. Diger patojenlerin sahip oldugu hiicre duvar1 komponentleri
lizozom igerigine bu bakterilerin direngli hale gelmesini saglamaktadir. Kalan diger hiicre
i¢i patojenler ise, fagozomlardan kagarak canhiliklarim korumakta ve infekte makrofajin
sitoplazmas: igerisinde gofalmaktadirlar. Nonspesifik fagositik defans sistemine karsi
zekice bir savunma gelistiren bu hiicre i¢i patojenler, spesifik bir immiin cevaptan
korunmaktadirlar. Gecikmis tip hipersensitivite (DTH) olarak adlandirilan benzersiz bir
hiicre-aracili immiinolojik defans mekanizmas: ¢ogu patojenle savagmaktadir (Kuby,
1997).
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C. SALMONELLA ENTERICA SEROVAR TYPHIMURIUM
(SALMONELLA TYPHIMURIUM)

1. Tarihgesi

Salmonella’lar adlarm ilk kez Salmonella choleraesuis’i domuz barsagindan izole
eden patolog Salmon’dan almuslardir. Salmonella’lar dogada yaygin olarak bulunurlar
(evcil ve yabani memelilerin, siirlingenlerin, kuslarin ve béceklerin gastrointestinal
sisteminde). Salmonella typhi, Salmonella paratyphi ve Salmonella sendai gibi bazi
Salmonella tiirleri yalnizca insana adapte olmuslardir ve dogal konag: bilinmemektedir. S.
enterica serovar Typhimurium gibi diger organizmalar genis bir konaga sahiptirler ve ¢ok
genig bir hayvan konagim infekte edebilmektedirler. Salmonella dublin ve Salmonella
arizonae gibi bazi Salmonella’lar hayvan tiirlerine ¢ok iyi adapte olmuslardir ve bu tiirler
nadiren insanlan infekte etmektedirler (Mandell ve ark., 2000).

Salmonella’larin bugiin kullamlan serotiplemesi veya antijenik smiflandirmasi
1920-1940 yillarinda Kauffman ve White tarafindan bakteriyel yiizey antijenleri ile
antikorlarm etkilesiminin uzun yilar ¢alisilmasimn bir sonucudur (Mandell ve ark., 2000).

1952°’de Zinder ve Lederberg S. enterica serovar Typhimurium’u kullanarak bir
virus partikiilii olan bakteriyofaj P22 yoluyla bir hiicreden bir baska hiicreye geneﬁk bilgi
transferiyle genetik transdiiksiyonu geligtirmislerdir. Bu ilk ¢aligmanmn sonucu olarak S.
enterica serovar Typhimurium genetik ¢aligmalar i¢in bir model haline gelmigtir. S.
enterica serovar Typhimurium genetik ¢aligmalarimin bir {iriinii kimyasal bilesiklerin
mutajenik aktivitesini test etmek igin oxotrofik S. enterica serovar Typhimurium
mutantlar1 kullanarak yapilan Ames testinin 1973’de gelistirilmesini kapsamasidir.
Giiniimiizde de Salmonella’larin patogenezi ve immiinitesi ile ilgili bircok ¢aligma
yapilmaktadir (Mandell ve ark., 2000).

2. Genel ozellikleri

Salmonella bakterileri yaklasik olarak 2.0-5.0 um boyunda 0.7-1.5 pm eninde
gomakecik seklinde peritris kirpikleri araciligy ile hareketli (Salmonella gallinarum veya
Salmonella pullorum hareketsizdir), sporsuz, kapsiilsiiz .bakterilerdir. —Bakteriyolojik
boyalarla iyi boyanirlar ve Gram olumsuzdurlar. Cogunda tip 1 (mannoza duyarh
hemagliitinasyon yapan), S. gallinarum ve bazi kokenlerde ise tip 2 fimbrialar
bulunmaktadir (Bilgehan, 2000).

Salmonella’lar alisilmis birgok besiyerinde iiremektedirler. Aerop ve fakiiltatif
anaeropturlar, 37°C’de en iyi {irerlerse de tireme 1s1lar1 sinir1 oldukga genigtir (20°C-42°C).
Ortalama pH 7.2 ortaminda {iremeyi severler. Buyyon ve benzeri sivi besiyerlerinde



22

homojen bulaniklik yaparlar. Jelozda biiyiik 2-3 mm ¢apinda yuvarlak ¢ogu kez kabarik,
diizgiin yiizeyli ve diiz kenarli koloniler yaparlar (Bilgehan, 2000).

Salmonella’lar 1stya direngsizdirler. 55°C’de 20 dakikada 6liirler. Kuruluga
direngleri yoktur. Ancak giin 151indan uzak nemli ortamlarda lagim sularinda, kuyu
sularinda ve toprakta uzun siire canh kalabilirler. Soguga ¢ok direnglidirler. Soguk
yiyecek ve igeceklerde canli kalmalarmin epidemiyolojik 6nemi vardir. Liyofilize halde
yillarca canli kalabilirler. Dogrudan temas etmek kogulu ile antiseptikler gabuk etkilidir.
Normal konsantrasyonlardaki klor, sulardaki Salmonella’lan 6ldiirmektedir. Ancak disk:
pargalar1 ve diger organik maddeler igindeki Samonlella’lara bu maddelerin etkisi
azalmaktadir (Bilgehan, 2000).

Salmoﬁella’lann saklanmasi i¢in iginde % 1 agar ve % 2 NaHPO4 12H,0 igeren dik
jeloza batirma kiiltliri yapilip iiretildikten sonra sikica kapatilip oda isisinda, karanhikta
aylarca canl kalabilirler. Sodyum deoksikolat koliformlarin iiremesini indirgedigi halde
Salmonella ve Shigella’larin {iremesini etkilemez (Bilgehan, 2000).

3. Smiflandirma ve taksonomileri

Salmonella’lar Enterobacteriaceae familyasinin bir genusudur. 1983’den once
birgok Salmonella’min varlig1 taksonomik olarak kabul edilmigtir. Giiniimiizde yapilan
birgok deneyin sonucunda DNA benzerliklerine gore tiim Salmonella’lar tek bir tiir olarak
S. choleraesuis diye simiflandirilmaktadir. S. choleraesuis tiirleri de DNA benzerlikleri ve
konaklarina gdre 7 alt sinifa ayrilmaktadir. 7 Salmonella alt grubunun iiyeleri O somatik,
Vi ylizey ve H flagel antijenlerine gore 2300’den daha fazla serovarin birisi icerisinde
serotiplenebilmektedir (Mandell ve ark., 2000).

4. Fagositler icerisinde canhliklan

Fare makrofajlannin S. enterica serovar Typhimurium ile infeksiyonunun
morfolojisi ve hiicre biyolojisi c¢aligilmaktadir.  Salmonella, epitel hiicrelerinde
tammlandif1 gibi makrofajlarda da membramn biiziilmesini indiikler. Salmonella’lar
kompleman ile opsonize olduklar1 zaman reseptér-aracili endositozdan ziyade yaygin
makropinositoz ile makrofajlar igerisine girerler. Salmonella’lar, igerisinde ekstraselliiler
sivi bulunan 2-5 ym membran-bagh bir vakoul ile igeri alimir. Bu vakouller, membran
biiziilmesinin fiizyonu ile olusur. Endositozdan sonra diger makropinozomlar ile fiizyon,
genis fagozomlarin meydana gelmesi ile sonlanir ve Salmonella igeren biiylik vakouller
olusur. Fagozom lizozomal kompartmant i¢in asidifikasyonu ve yeni olugumlar
geciktirebilmesine ragmen, Salmonella igeren vakouliin lizozomal kompartman ile hizlica
fiizyona girdigi goériilmektedir. Notrofillerin de Salmonella’lan fagosite ettikleri ve hizlica
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Oldiirdiikleri bilinmektedir (Alpuche-Aranda ve ark., 1992, 1994; Chen ve ark., 1996;
Monack ve ark., 1996; Oh ve ark., 1996; Rathman ve ark., 1997; Mandell ve ark., 2000).

Kronik graniilomatdz hastalikli kisilerden elde edilen nétrofiller ile ilgili bulgular
nétrofillerin S. enterica serovar Typhimurium’un hatta S. #yphi’nin Sldiiriilmesinde etkili
oldugunu gostermistir. Notrofiller igerisindeki Salmonella’larn Sldiiriilmesinde yalmzca
oksijen-bagimsiz  §ldiirme mekanizmas: gereklidir. Oksijen-bagimhi  6ldiirme
mekanizmasma direng makrofaj igerisinde daha Onemli olmaktadir. Bu goriis recd
(rekombinaz; DNA onarimi) ve recBC (rekombinaz; DNA onarimi) mutant S. enterica
serovar Typhimurium ile ilgili bulgulann desteklemektedir. Bu mutantlar, oksidatif bir
patlama olusturan fare makrofajlan igerisinde yalmizca canlilifini siirdiirebilen suslardaki
defektif rekombinasyon ve DNA onarimu ile tammlanmaktadir (Looney ve Steigbigel,
1986; Buchmeier ve ark., 1993; Mandell ve ark., 2000).

5. Patogenez

a) Bakteriyel faktorler

Salmonella’larn patogenezinde birgok bakteriyel faktér onemlidir. S. enterica
serovar Typhimurium’un virulansinda iki gen dnem tagimaktadir. Bu genler, “patojenite
adaciklar1” olarak bilinen boélgede lokalizedir. Bu adaciklar SPII ve SPI2 olarak
adlandinlir ve 30. kromozom sentromer 63’ de lokalize DNA’nin yaklagik 40 kilobazindan
olusur. Bu bdlgelerin her ikisi tip III sistemleri ve hedefleri olarak adlandirilan 6zellesmis
bir sekresyon sistemini kodlar. Bu sekresyon aparatusunun hedefi memeli hiicresi ile
temas ettifinde sitoplazmaya gecisi saglamaktadir. Benzer sistemler birgok bakteri
tiirlinde bulunmaktadir ve apoptozis, sitokin t{iretimi, sitoskeletal fonksiyonlar1 igeren
Okaryot hiicre siireglerini degistirmeye adapte olmuslardir. Bu sistemler hiicre Sliimii,
inflamasyon, fagositozun degistirilmesi ve asil ilk immiin cevapta 6nemli bir rol
oynayabilirler. SPII’i kodlayan genler epitelyal hiicreler ve nétrofil transmigrasyonu
tarafindan makropinositozun indiiklenmesinde Gnemlidir. Bu nedenle gastrointestinal
sistem gibi mukozal yiizeylerde patojenik siireg i¢in &nemli olabilirler. Ik sonuglar
SPI2’nin makrofaj igerisindeki canliligt ve sistemik patogenezi kapsadigini 6nermektedir.
SPII ve SPI2, patojenik Salmonella serotiplerinin biiyiik bir béliimiinde belirli bir bolgede
korunmaktadir. Bu da onlarin S. enterica serovar Typhimurium’a ilaveten diger
serotiplerle olusan infeksiyonlartn patogenezinde onemli oldugunu géstermektedir
(Collazo ve ark., 1995; Hueck ve ark., 1995; McCormick ve ark., 1995; Mills ve ark.,
1995; Pegues ve ark., 1995; Shea ve ark., 1996; Mandell ve ark., 2000).



24

Gen transkripsiyonunun belirli basamaklarinda birgok proteinin sentezini kontrol
eden diizenleyici proteinler Salmonella patogenezi igin temeldir. En iyi ¢ahsilmig rnek
PhoP/PhoQ (transkripsiyonel regiilatdrler)’dur. Bu diizenleyici genler makrofaj igerisinde
canlilik, katyonik antimikrobiyal proteinler ve asit pH’ya direng ve epiteliyal hiicrelere
invazyon igin 6nemlidir. PhoP/PhoQ tarafindan diizenlenen genler bir asit fosfataz, katyon
tagtyicilar1 ve dig membran proteinlerini kodlar, ayrica lipopolisakkarit modifikasyonu
lipopolisakkarite palmitat, aminoarabinoz ve 2-OH-miristatin ilavesi i¢in 6nem arz eder.
Modifikasyonlar antimikrobiyal katyonik peptidlere kars: direnci destekler ve lipid-A’nin
makrofajlar iarafindan TNF-a sekresyonunu uyarma yeteneklerini degistirir. S. fyhpi’nin
PhoP/PhoQ mutantlar1 insanlarda avirulandir ve yeni canli tifoid ates asilar igin umut
vermektedir.

Diger diizenleyici genler patogenezde rol almaktadir. Bunlardan crp/cya
(transkripsiyonel regiilatorler) katabolik baskilamay: ve adenilat siklaz aracilif ile yiizey
proteinlerini  diizenler. OmpR/envZ (transkripsiyonel regiilatérler) porin gen
transkripsiyonunu; katF bir alternatif bakteriyel o-fakt6rdiir ve katalaz iiretimini; ssr4B
sistemik patogenezde onemli olan SPI2’deki genleri diizenler (Fields ve ark., 1986, 1989;
Curtiss ve Kelly, 1987; Dorman ve ark., 1989; Miller ve ark., 1989; Fang ve ark., 1992;
Behlau ve Miller, 1993; Gunn ve Miller, 1996; Hohmann ve ark., 1996; Guo ve ark., 1997;
Mandell ve ark., 2000).

LPS’in lipid-A komponenti memeli hiicreleri igin giiglii bir toksindir ve farelerdeki
S. enterica serovar Typhimurium infeksiyonunda temel bir virulans determinantidir. Kor
polisakkaritlerini ve O-polisakkarit yan zincirini kaybetmig mutantlar avirulandir. O-
polisakkarit yan zincirinin modifikasyonu kompleman-aracili 6ldiirmeye ve fagositoza
direnci artirmaktadir (Mandell ve ark., 2000).

b) Konak faktérleri

Virulans; mikroorganizma ile konagin infeksiyonu sinirlandirma yetenegi
arasindaki kompleks bir etkilesimi kapsar. Salmonella infeksiyonlarinda konak 6zgiilliigii
hastalik igin gok onemlidir. Ormegin, S. fyphi potansiyel olarak insanlarda Sliimciil tifoid
atese neden olabilmektedir fakat, farelerde avirulandir. Bunun tersi olarak, S. enterica
serovar Typhimurium’un en sik rastlanilan tipleri insanlarda gastroenterite neden olurken,
farelerde lethal infeksiyona neden olurlar (O’Brien, 1982; Mandell ve ark., 2000).

Son zamanlarda Salmonella infeksiyonuna direngte IL-12’nin 6nemi gsterilmigtir.
IL-12 reseptoriinden yoksun kisiler mikobakteriyel ve Salmonella infeksiyonlarina gok
duyarlidirlar. Bu bulgular intraselliiler bakteriyel infeksiyonlarin kontroliinde hiicre-aracili
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immiinitenin Snemini gostermektedir. IL-12 Th hiicre cevabmi ve IFN-y iiretimini
indiikledigi i¢in, bu ilk immiin cevap yolu salmonellozise direngte gok énemlidir (de Jong
ve ark., 1998; Mandell ve ark., 2000).

6. Salmonellozlar

a. Tifoidal Salmonelloz

S. typhi’nin etken oldugu, mental konflizyon, diigmeyen ates, bas agrisi, karmn
agnisi, relatif bradikardi, splenomegali, l6kopeni, bakteriyemi, rozeol denilen deri
dokiintiileri ile karakterize, insanlara 6zgii, sistemik bir infeksiyon hastaligidir. Daha ¢ok
gida ve sularla, fekal-oral bulasan, baz: iilkelerde endemik olarak bulunan, zaman zaman
salginlara yol agmasi yaninda tedavi edilmezse g¢esitli komplikasyonlar1 ile 6liimle
sonuglanabilen bir hastaliktir (Topgu, 1996).

Tifo hastalig1 gegiren kisilerde hem humoral hem de hiicresel yamt gelisir. Kisi
ikinci kez tifo basili ile kargilastiginda genellikle tekrar hastalanmaz, ancak antibiyotik
tedavisi erken baslanan hastalar ikinci kez tifo gegirebilir. S. #phi’nin ¢esitli antijenlerine
kars1 gelisen antikorlarin koruyuculuktaki rolii tam olarak bilinmemektedir. Vi antijeni ile
yapilan galigmalar, bu antijene kars1 olusan antikorlarin koruyuculukta énemli oldugunu
gostermigtir. “O” antijenine kars1 gelisen intestinal salgisal IgA ve hiicresel bagisiklik da
koruyuculukta rol oynamaktadir (Topgu, 1996).

Tifo hastalifinin antimikrobiyal tedavisinde eskiden beri kullanilan ilaglar tercih
sirasina gore kloramfenikol, ampisilin (amoksisilin) ve trimetoprim/sulfametoksazol’diir.
Bu ilaglara direng gelisimi basta olmak tizere gesitli nedenlerle tifo tedavisinde son yillarda
yeni antibakteriyel ilaglar kullanilmaya baslanmugtir. Bu yeni ilaglar; kinolonlar, iigiincii
kusak sefalosporinler ve bir dl¢iide de aztreonamdir (Topgu, 1996).

b) Nontifoidal Salmonellozlar

1994°de S. enterica serovar Typhimurium ve S. enteritidis insanlardan en sik izole
edilen alt tiplerdir. Nontifoidal Sa/monella’lar gok siklikla karsilagilan etken degillerdir
fakat, gelismekte olan iilkelerde tasiyicilarda ve yetiskin ¢ocuklarda diyarenin énemli bir
bollimiinii olusturmaktadirlar. Salmonellozlarin insidansi besin zehirlenmelerinin artig
gosterdigi Mayis-Ekim donemlerinde ve tropikal iklimli bolgelerdeki yagisli dénemlerde
en {ist diizeye ¢ikmaktadir (Mandell ve ark., 2000).

Insanlarda, nontifoidal Salmonella infeksiyonlar1 gogu zaman yiyecek kaynaklidir.
Hayvan kaynakli ve giinlikk yiyeceklerin Salmonella’lar ile kontamine olmasi sonucu
olusmaktadir. Geligmekte olan iilkelerde, nontifoidal salmonellozlarin olugumu siklikla
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kiimes hayvanlan ve yumurtalarin tiiketimi ile birliktedir fakat, tagiyicilarin biiyiik bir
kismu insanlara transmisyonda énemlidir (Mandell ve ark., 2000).

Insan nontifoidal Salmonella izolatlar arasindaki antimikrobiyal diren¢ diinyada
artiy gostermektedir ve muhtemelen bu direng artig1 febril sendromlarin ampirik tedavisi
icin antimikrobiyal ajanlarin yaygmn olarak kullanilmasmma baghdir.  Ampisiline,
kloramfenikole ve trimetoprim-sulfometaksazole yiiksek diren¢ oranlan (>%50) Afrika,
Asya ve Giiney Amerika’dan rapor edilmektedir. Klinik olarak kullamigh antimikrobiyal
ajanlara karsi1 ¢oklu Salmonella direnci gelismekte olan lilkelerde 6nemli ve acil bir sorun
olmaktadir. Direngli bakteri ile infekte kigilerde sistemik infeksiyon olugsma olasilig
duyarli bakteri ile infekte kigilerden daha fazladir.  Transfer edilebilen direng
plazmidlerinin  gesitliligi ¢ok 1ilaca direngli nontifoidal Salmonella suslarinda
gosterilmektedir. Direng plazmidlerinin bu ¢esitliligi enterik bakteriyel tiirler arasinda
direncin i¢ transferi i¢in 6nemlidir (Zoukh, 1988; Kariuki ve ark., 1996; Mandell ve ark.,
2000).

Son zamanlarda, Ingiltere’de cok ilaca direngli baska bir S. enterica serovar
Typhimurium susu goériilmiistiir ve bu sus faj tip 104 (DT104) olarak tanimlanmugtir.
DT104 (definitive type) susu ampisilin, kloramfenikol, streptomisin, siilfonamidler ve
tetrasikline kars1 direnglidir. Ingiltere’de S. enteritidis PT4 (phage type)’den sonra en sik
izole edilen ikinci Salmonella izolatidir. DT104 susunun trimetoprim ve florokinolonlara
direngli olmas1 da 6nem arz etmektedir. Ingiltere ve Galler Ulkesi’nde DT104 suslarmn
kazamlmasi hasta ¢iftlik hayvanlar ile temas ve gesitli et liriinlerine maruz kalma ile
birliktedir. DT104 ile olusan infeksiyonun mortalite ve morbiditesi duyarli S. enterica
serovar Typhimurium ile olugsan infeksiyona goére daha fazladir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde yukarida belirtilen bes antibiyotige direngli S. enterica serovar
Typhimurium izolatlariin prevalans: 1979-1980°de % 1’den az iken, 1996’da %34’e
ylikselmistir. Pulsed-field jel elektroforezi ile bu suslarin gogunun faj tip DT104 oldugu
gosterilmigtir (Wall ve ark., 1995; Glynn ve ark., 1998; Mandell ve ark., 2000).

Gelismis ve Arjantin, Tiirkiye, Cezayir ve Hindistan gibi gelismekte olan {ilkelerde
3. kusak sefalosporinlere direngli nontifoidal Salmonella’larin neden oldugu salgin ve
sporadik vakalar bildirilmektedir. 3. kusak sefalosporinlere diren¢ plazmid tarafindan
kodlanan ve transfer edilebilen genislemis spektrumlu p-laktmazlara (sefotaksimaz)
baglanmaktadir. Son zamanlarda karbapenem direngli suglar da rapor edilmektedir
(Poupart ve ark., 1991; Bauernfeind ve ark., 1992; Wattal ve ark., 1994; Barguellil ve ark.,
1995; Vahaboglu ve ark., 1995; Mandell ve ark., 2000).
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gyrd ve gyrB DNA giraz genlerinde olugan mutasyonlar sonucu meydana gelen
kinolon direnci insan ve hayvan Salmornella suslar1 arasinda meydana gelmektedir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde 1994-1995 yillan1 arasinda 4008 Salmonella izolat1 test
edilmis ve nalidiksik aside % 0.5, siprofloksasine % 0.02 oranminda diren¢ saptanmustir.
Buna karsilik, Ingiltere’de kinolon direnci insidansi 1993’de % 0’dan 1996°da % 14°e
yiikselmistir. Bu artig, Ingiltere’de 1993 yilinda hayvanlarda kullanilmak iizere bir kinolon
olan enrofloksasinine lisans verilmesi ile aym1 zamana rastlamaktadir (Heisig, 1993; Reyna
ve ark., 1995; Griggs ve ark., 1996; Herikstad ve ark., 1997; Threlfall ve ark., 1996;
Mandell ve ark., 2000).

7. Nontifoidal salmonellozisin tedavisi

Salmonella gastroenteritleri genellikle kendi kendini smirlar. Bu yiizden tedavi sivi
ve elektrolit kaybimin giderilmesine yoneliktir.  Komplike olmayan Salmonella
gastroenteritlerinde kisa stireli veya tek doz oral kinolonlar, amoksisilin veya trimetoprim-
siilfometoksazol tedavisinin semptomlarm veya diski tagryiciligmin azalmasina bir katki
saglamadigt goriilmiistir. Bu nedenle komplike olmayan Salmonella gastroenteritlerinde
rutin olarak antimikrobiyal tedavi nerilmemektedir (Mandell ve ark., 2000).

Salmonella gastroenteritli hastalarin %5’inden daha azinda bakteriyemi geligmesine
ragmen, asil hastalar invaziv infeksiyonlar i¢in artmus bir risk altindadir ve bunlarda
Oncelikli olarak antimikrobiyal tedavi faydali olabilir (Mandell ve ark., 2000).

S. enterica serovar Typhimurium hiicre i¢i bir patojen oldugu igin tedavisinde
makrofaj icine gegisi iyi olan antibiyotikler segilmelidir. Ozellikle kinolon grubu
antibiyotiklerin makrofaj igerisine gegisi ¢ok iyidir. Bu grubun antibakteriyel etkinligi
DNA’nin siiper sarmal olusturmas: i¢in gerekli DNA giraz enziminin inhibisyonu ile
gergeklesir. Hiicre igi gegisi oldugu bilinen diger grup ise beta-laktamlardir. Beta-
laktamlar etkilerini hiicre duvar sentezini inhibe ederek saglarlar (Balland ve ark., 1996;
Schiiler ve ark., 1997; Ustagelebi, 1999b; Ekinci, 1999).

8. Salmonella enterica serovar Typhimurium’da kinolon diren¢ mekanizmalar

Gram-negatif bakterilerde kinolonlara direng genellikle iki mekanizma ile gélisir.
Ilki, kinolonlarin bakteriyel hedeflerindeki genlerde (DNA giraz (GyrA) ve topoizomeraz
IV (ParC)) mutasyon olusmasidir. Ikincisi, antibiyotigin efflux pompas: araciligiyla aktif
olarak hiicre digina atilmasidir (Poole, 2000). . .

Efflux pompasina bagh direng gelisimi ilk olarak 1980’lerin baginda rapor
edilmistir. = Daha sonralari pompa ile ilgili determinantlarm ¢ogu klonlanmig ve
tammlanmigtir.  Bakterilerdeki efflux pompasi tagtyicilar 4 siiperfamilya igerisinde
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gruplandinilmigtir. Bu gruplama, aminoasit dizilerindeki homoloji baz alinarak yapilmagtir.
Bu familyalar; major kolaylastmcﬁ sﬁberfamﬂya (MFS), ATP-baglayan kaset familya,
resistance-nodulation-division familya (RND), kii¢itk multidrug resistans protein familyas:
(SMRYdir. Son zamanlarda, beginci bir familya olarak multidrug ve toksik bilesiklerin
¢ikarildig1 familya (MATE) tanimlanmigtir. Antibiyotik efflux pompalar1 RND, MFS veya
MATE gruplan igerisinde yer alir ve hiicreden antibiyotigin atilmast i¢in proton hareket
giiciinden elde edilen enerjiyi harcar. RND familyasina ait tasiyicilar gram-negatif
bakteriye baglanir ve periplazmik membran flizyon proteini (MFP) (periplazmik efflux
proteini olarak da adlandirilir) ve bir dis membran proteini (dis membran efflux proteini
olarak (OEP) da adlandinlir) ile birlikte galigir (Poole, 2000).

Efflux mekanizmasmnin neden oldugu kinolon direnci bir ¢ok gram-negatif
bakteride rapor edilmistir.  Bunlar; Burkholderia cepacia, Campylobacter jejuni,
Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica serovar Typhimurium,
Shigella  dysentariae, Stenotrophomonas maltophilia, Vibrio parahaemolyticus,
Bacterioides fragilis. S. enterica serovar Typhimurium’da AcrA (MFP familyasinda) ve
AcrB (RND familyasinda) efflux sisternleri bildirilmistir. Bu sistemlerin substratlan
antibiyotikler, boyalar ve deterjanlardir. Gram-negatif bakterilerdeki efflux pompasmin
sematik bir sekli agagida sunulmugtur (Poole, 2000).

Sekil 6. Gram-negatif bakterilerdeki efflux pompasinin sematik
bir gekli (Poole, 2000°den).
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D. DIAZENIUMDIOLATE’LER

Diazeniumdiolate’ler [N(O)NOY] fonksiyonel grubunu igeren kimyasal maddelerdir.
Bu yapisal {initenin tagidigy bilesiklerin biomedikal aragtirmalar ve klinik kullanimi ile
ilgili yaklagimlar artmaktadir. Bunun asil temeli, bu bilesiklerin ¢ogunun siv1 ortamlarda
ve lokal pH degisikliklerine yamit olarak kendili§inden 6nemli bioregiilatér maddeleri ve
NO’yu salmak i¢in aynismalandir. En 6nemli 6zellikleri elektron transferi veya redoks
reaktivasyonu gerektirmemeleridir. Oysa ki, NO kaynag: olarak gliseril trinitrat veya
sodyum nitroprussid i¢in. elektron transferi veya redoks reaktivasyonu gerekmektedir
(McElhaney-Feser ve ark., 1998; Fitzhugh ve Keefer, 2000).

NO arastirmalan igin diazeniumdiolate’lerin diger NO salan kimyasal maddelere
gore 4 avantaj1 vardir. Bunlar;
1. Salman NO miktan bilinir. Bireyselvolarak diazeniumdiolateler sabit pH’da, kinetik

olarak iyi bir tavirda NO {iretimi i¢in ayrigmaya egilim gosterirler.

%

NO iiretimleri ¢ok fazladir. Yar1 6miirleri 2 sn- 20 saattir.
3. NO kendiliginden salmir. Cogu diazeniumdiolate redoks avtivasyonu olmaksizin NO
salar. Bu olay tioller veya diger redoks aktif ajanlarin yokluguna nispeten duyarsizdir.
4. Cogu diazeniumdiolate redoks aktivasyonuna kars: direng gésterse de yine de, NO',
NO,, ONOO" ve NO" donérlerinin giivenilir kaynaklart olarak kullamilir.
NO salan diazeniumdioleteler sunlardir; DETA-NO ((Z)—1-[N-(2-aminoethy1)fN-(2-
ammonioethyl)amino]diazen-1-ium-1,2-diolate), SPER-NO, DEA-NO, PROLI-NO,
PAPA-NO, MAHMA-NO (Fitzhugh ve Keefer, 2000). Bu maddelerin kimyasal yapilart

ve yarilanma Omiirleri $ekil 7°de sunulmustur.
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Sekil 7. NO salan diazeniumdiolateler ve yarilanma siireleri

(Fitzhugh ve Keefer, 2000’den).
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III. MATERYAL VE METOD

A. Bakteri izolatlar:

Calismada 15 S. enterica serovar Typhimurium klinik izolat1 kullanilmigtir. Klinik
izolatlar Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali §gretim tiyesi Prof. Dr. Birsel ERDEM’den temin edilmistir. Klinik
izolatlarin bakteriyolojik tanmimlanmasi da aym merkezde yapilmigtir. Standart sug olarak
S. typhimurium SZH KUEN 557 susu kullanilmigtir. Standart sus, KUKENS (Istanbul Tip
Fakiiltesi Mikroorganizma Kiiltiir Kolleksiyonlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi)’den
temin edilmigtir.

B. Bakteri inokiiliimiiniin hazirlanmast

Saklama besiyerlerindeki izolatlardan Eosin Metilen Blue (EMB) agarda bir gecelik
taze kiiltiirler hazirlanmigtir. Her izolatn 0.5 Mc Farland (0.5. 10® basil/ml) bulamkhginda
bakteri soliisyonlar1 hazirlanmigtir.  Bu soliisyonlardan 1:100 oraninda diliisyonlar
hazirlanip, inokiiliim kaynag: olarak kullanilmigtir.

C. Antimikrobiyal ajanlarin hazirlanmas:

Caligmada kullamlan antimikrobiyal ajanlardan ofloksasin “Hoechst Marion
Roussel’den, siprofloksasin “Bayer Tiirk Kimya San. Ltd. Sti.”den, pefloksasin
“Eczacibag1 Rhone Poulenc”den, ampisilin ve ampisilin/sulbaktam “Mustafa Nevzat Ilag
San. A.$.”’den temin edilmistir. Bu antimikrobiyal ajanlarin 4096 pg/ml’lik stok
soliisyonlar1 hazirlanarak kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmugtir.

Caligmada, NO kaynag olarak DETA-NO ((Z)-1-[N-(2-aminoethyl)-N-(2-
ammonioethyl)amino]diazen-1-ium-1,2-diolate) kullamlmugtir. DETA-NO saf etken
maddesi Frederick Kanser Aragtirma Enstitiisii’'nden Prof. Dr. Joseph A. Hrabie ve Prof.
Dr. Lary Keefer tarafindan hediye edilmistir. DETA-NO etken maddenin hediye edildigi
enstitiitiiniin bilgileri dogrultusunda 0.1 N NaOH ile ¢oziilerek ve son konsantrasyonu 16
mg/ml olacak sekilde hazirlanmistir. DETA-NO ¢aligmanin yapildifi aym giinde taze
olarak hazirlanmigtir.

D. Antibiyotik kombinasyonlarinin in vitro etkinliginin saptanmas

Calismada antibiyotik kombinasyonlarinin in vitro etkinligini Olgmede
mikrodiliisyon dama tahtasi (checkerboard) yontemi kullanilmigtir. Bu ydntem antibiyotik
kombinasyonlarinin 6lglilmesinde kolay ve sonuglann yorumlamak ig¢in kullanilan
matematiksel hesaplamalarin basit olmasi nedeniyle tercih edilmigtir (Koneman ve ark.,
1997; Bal, 1999).
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Bu yontemde 96 kuyucuklu steril mikroplaklar kullanilmistir. Her bakteri ve buna
kars1 denenecek kombinasyon i¢in bir mikroplak paneli gereklidir. Kombinasyon testi i¢in
antibiyotiklerin tek tek stok soliisyonlarimin hazirlanmasi ve buradan ayn tiiplerde ¢ift kat
seri diliisyonlarinin yapilmas: gerekir. Antibiyotiklerin kombine etkilerinin denenecegi her
kuyucukta her iki antibiyotik egit miktarda bulunur. Bu nedenle antibiyotiklerin istenen
son konsantrasyonlarmin elde edilmesi igin tiipte bu konsantrasyonlarin iki kati
hazirlanmigtir (Koneman ve ark., 1997; Bal, 1999).

Tiipte hazirlanan her iki antibiyotik soliisyonundan kombinasyon denenecek
kuyucuga 50°ser pl aktarldigz igin, test kuyucugundaki son hacim 100 pl’dir. Her
mikroplak panelinde ilk yatay sira (A2-A12) ve ilk dikey siitun (A1l-H1) kuyucuklar
antibiyotiklerin tek baslarina, diger kuyucuklar ise kombinasyonlardaki MIK’lerinin
belirlenmesinde kullanilmistir (Koneman ve ark., 1997; Bal, 1999).

Kombinasyona giren her antibiyotigin, o mikroorganizma i¢in bilinen veya
beklenen MIK degerinin en az iki, tercihen sekiz katina kadar olan diliisyonlan
kullanilmigtir. Her bir kuyucuktaki bakteri sayis1 5 x 10* CFU/100 pl olarak ayarlanmistir.
Antibiyotik diliisyonlar1 bakteri siispansiyonunda kullamilan besiyeri kullanilarak
hazirlanmistir (Koneman ve ark., 1997, Bal, 1999).

Her plakta iki kontrol kuyucugu bulunur: tireme kontrolii; H12 ve sterilite kontrolii;
G12. HI12 antibiyotik icermez ve bu kuyucukta testin okunmas: sirasinda yogun bulaniklik
goriilmelidir. G12’de ise herhangi bir iiremenin gériilmemesi gerekir. Kombinasyon
testinin plakta ¢aligma yontemi Tablo 5’de goriilmektedir (Koneman ve ark., 1997; Bal,
1999).
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E. Sonuclarin degerlendirilmesi
Sonuglarin yorumu igin 6nce her iki antibiyotigin ayr1 ayri fraksiyonel inhibisyon

konsantrasyonu (FIK) degerleri hesaplanir:

a antibiyotiginin kombinasyondaki MIK degeri
FiKa=

a antibiyotiginin tek bagina MIK degeri

b antibiyotiginin kombinasyondaki MIK degeri

FIKb=
b antibiyotiginin tek bagina MIK degeri

FIK indeksi (¥, FIK) = FiKa + FiKb

> FIK < 0.5 ise sinerjist
> (.5 - 4 < ise aditif veya indiferan

> 4 ise antagonist etki seklinde yorumlanir (Koneman ve ark., 1997; Bal, 1999)

F. Dama tahtas: (Checkerboard) yonteminin uygulanmas:

Calismada 96 kuyucuklu plaklar ve besiyeri olarak Miiller Hinton broth (MHB)
kullanilmigtir.  Plaklarin ilk 2-12 numarayla gosterilen yatay kuyucuklarinda ofloksasin,
siprofloksasin, pefloksasin, ampisilin ve ampisilin/sulbaktam antibiyotiklerinin; A-H
harfleriyle gésterilen dikey kuyucuklarda ise DETA-NO’nun MIK’leri saptanmustir. DETA-
NO’nun MIK’lerinin belirlenmesi igin 8-0.06 mg/ml’lik konsantrasyonlar kullanilmigtir.
Antibakteriyel ajanlar i¢in kullanilan konsantrasyon araliklari: ofloksasin, siprofloksasin ve
pefloksasin igin 4-0.003 pg/ml, ampisilin i¢in 2048-2 ug/ml ve ampisilin/sulbaktam i¢in ise
512-0.5 pg/ml’dir (Tablo 6-8).

Dama tahtas: testinin uygulanmasinda kinolon grubu ajanlar 2. siranmn 12.
kuyucugunda 4 pg/ml konsantrasyondan baslayarak iki kat seri diliisyonlarla 2. kuyucuga
kadar diliie edilmistir.  Caligmada diliisyon sonrasinda kinolonlar ig¢in antibiyotik
konsantrasyon aralig1 4-0.003 pg/ml, ampisilin igin 2048-2 pug/ml ve ampisilin/sulbaktam igin
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ise 512-0.5 pg/ml olarak ayarlanmigtir. DETA-NO i¢in 2. srramin H kuyucugundan
baglayarak benzer sekilde iki kat seri diliisyonlarla son konsantrasyonlara (4-0.06 mg/ml)
ulagilmigtir. Hazirlanan tiim plaklarda H12 kuyucugu herhangi bir antibakteriyel ajan
icermeyen kontrol ve G12 kuyucugu ise sterilite kontrolii olarak kullanilmigtir (Tablo 6-8).

Bu gekilde plaklar hazirlandiktan sonra her kuyucufa hazirlanan bakteri
inokiiliimiinden (yaklagik -5x10* bakteri/ml) 10 pl inokiile edilmigtir. Daha sonra plaklar
37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda sonuglar gorsel olarak
degerlendirilmigtir. Antibakteriyel ajanlarin tek baslarna ve kombine halde MIK degerleri
{iremenin olmadig: en son kuyucuk olarak rapor edilmistir. Caligmada tiim testler iki kez
yapilmustir.

G. Dama tahtas: kombinasyon testinin kontrolii

Bu amagla, daha onceden Staphylococcus aureus suslarina karsi sinerjistik etkinligi
gosterilmis olan siprofloksasin ve ampisilin antibiyotikleri kullamlmigtir.  Yukarida
bahsedildigi gibi 2 adet S. aureus klinik izolatina kars1 kombinasyon testi uygulanmustir.

E. Escherichia coli icin DETA-NO ile kinolon ve penisilin tiirevi antibiyotiklerin

kombinasyon testinin uygulanmasi

Bu amagla 3 adet E. coli klinik izolati kullamlmistir. Yukarida bahsedilen
kombinasyon testi igin Tablo 6-8’de belirtilen konsantrasyonlarda antibakteriyel ajanlar
kullanilarak test uygulanmigtir.
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IV. BULGULAR

a) DETA-NO, ofloksasin, siprofloksasin, pefloksasin, ampisilin ve
ampisilin/sulbaktamin S. enterica serovar Typhimurium suslan igin belirlenen MIK
degerleri Tablo 9’da sunulmustur.

Tablo 9. DETA-NO, ofloksasin, siprofloksasin, pefloksasin, ampisilin ve
ampisilin/sulbaktamin S. enterica serovar Typhimurium suslan i¢in MIK

degerleri

MiK-no MiK-ofx MIK -sip MiK -pef MiK-amp MIK-sul
(mg/ml) (ug/ml) (ng/ml) (pg/ml) (hgml)  (ng/ml)

Stan. Sus 1 0.06 0.03 0.125 1 1

1 1 0.06 0.007 0.125 512 128
2 2 0.125 0.007 0.125 512 64
3 2 0.06 0.015 0.125 512 64
4 2 0.06 0.007 0.06 512 128
5 2 0.06 0.007 0.125 512 64
6 2 0.06 0.007 0.06 512 128
7 2 0.03 0.007 0.06 512 128
8 2 0.06 0.007 0.125 512 128
9 2 0.06 0.007 0.06 512 128
10 2 0.06 0.015 0.06 512 128
11 2 0.06 0.007 0.06 512 64
12 2 0.06 0.007 0.125 512 128
13 2 0.03 0.007 0.06 512 128
14 2 0.06 0.015 0.06 512 64
15 2 0.06 0.015 0.06 512 128

Stan. suy: standart sug; no: DETA-NO; ofx: ofloksasin; sip: siprofloksasin; pef: pefloksasin; amp:
ampisilin; sul: ampisilin/sulbaktam

DETA-NO’nun standart sus ve bir klinik izolata karst MIK degeri 1 mg/ml
bulunmus iken, diger klinik izolatlar i¢in MiK degeri 2 mg/ml’dir. Ofloksasin igin elde
edilen MIK degerleri 0.03-0.125 pg/ml araligindadir. 2 izolat igin 0.03 pg/ml, 12 izolat
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icin 0.06 pg/ml ve bir izolat igin ise 0.125 pg/mP’dir. Siprofloksasin MIK aralig:
0.007-0.015 pg/ml arasindadir. 4 izolat i¢in 0.015 pg/ml ve digerleri i¢in 0.007 pg/ml
olarak saptanmgtir. Pefloksasin MIK arahg ise 0.06-0.125 pg/ml’dir. 6 izolatta 0.125
pug/ml ve digerlerinde 0.06 pg/mi’dir. Ampisiline kars:1 tiim izolatlar direncli (tiim
izolatlarn MIK degeri 512 pg/ml) bulunurken, standart susun MiK degeri 1 pg/ml
olarak tespit edilmistir. Ampisilin/sulbaktama kars1 10 izolatta MIK degeri 128 pug/ml
iken, digerlerinde 64 pug/mi’dir. Standart sugun MiK degeri ise 1 pg/ml’dir.

b) Ofloksasin ve DETA-NO’nun tek baglarina ve kombine olarak S. enterica
serovar Typhimurium suslarina etkilerinin degerlendirilmesi Tablo 10°da sunulmustur.

Tablo 10. Ofloksasin ve DETA-NO’nun tek baglarina ve kombine olarak S. enterica

serovar Typhimurium suglarina etkilerinin degerlendirilmesi

MiK-no MIK-ofx MiK-kno  MiK-kofx = FIX sonug
(mg/ml) (ug/ml) (mg/ml) (ng/ml)

Stan. Sus 1 0.06 0.5 0.06 1.5  addveyaind
1 1 0.06 0.5 0.06 1.5 add veyaind
2 2 0.125 0.5 0.125 1.25 add veyaind
3 2 0.06 0.5 0.125 2.33 add veya ind
4 2 0.06 1 0.125 2.58 add veyaind
5 2 0.06 1 0.125 2.58 addveyaind
6 2 0.06 0.5 0.06 1.25 add veyaind
7 2 0.03 0.5 0.06 2.25 addveyaind
8 2 0.06 0.5 0.06 1.25 add veyaind
9 2 0.06 0.5 0.06 1.25 addveyaind
10 2 0.06 0.5 0.06 1.25 add veya ind
11 2 0.06 0.5 0.06 1.25 add veyaind
12 2 0.06 0.5 0.06 1.25 addveyaind
13 2 0.03 1 0.125 4.6  antagonist

14 2 0.06 0.5 0.06 125 addveyaind
15 2 0.06 0.25 0.03 0.625 add veyaind

Stan. sus: standart sug; no: DETA-NO; ofx: ofloksasin; kno: kombine DETA-NO; kofx: kombine
ofloksasin; add veya ind: aditif veya indiferan
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Tablo 10°da ofloksasin ve DETA-NO’nun S. enterica serovar Tyhimurium
iizerine etkinlikleri incelendiginde; tiim izolatlar ofloksasine duyarli bulunmus ve
DETA-NO igin MIK degerleri ise 1-2 mg/ml arasinda saptanmugtrr. Her iki ajanmn
kombine etkileri incelendiginde ise, sinerjistik bir etki gdzlenmemigtir. 1 izolatta
antagonist etki, diger izolatlarda ise aditif veya indiferan bir etki gézlenmigtir.

¢) Tablo 11’de siprofloksasin ve DETA-NO’in tek baglarina ve kombine olarak

S. enterica serovar Typhimurium suslarina etkilerinin degerlendirilmesi sunulmustur.

Tablo 11. Siprofloksasin ve DETA-NO’nun tek baglarina ve kombine olarak S. enterica

serovar Typhimurium suslarina etkilerinin degerlendirilmesi

N . .

MiK-no MIK-sip MIK-kno MIK-ksip  FIX sonug
(mg/ml) (pg/ml) (mg/ml) (ug/ml)

Stan. Sug 1 0.03 0.125 0.015 0.625 add veya ind
1 1 0.007 0.25 0.007 1.25 addveyaind
2 2 0.007 0.25 0.007 1.125 add veya ind
3 2 0.015 0.25 0.007 0.59 add veyaind
4 2 0.007 0.25 0.007 1.125 add veya ind
5 2 0.007 0.25 0.015 23  addveyaind
6 2 0.007 0.5 0.015 2.4  addveyaind
7 2 0.007 0.25 0.015 2.3 add veyaind
8 2 0.007 0.25 0.007 1.125 add veya ind
9 2 0.007 0.25 0.007 1.125 add veya ind
10 2 0.015 0.25 0.007 0.6  addveyaind
11 2 0.007 0.25 0.007 1.125 add veya ind
12 2 0.007 0.25 0.007 1.125 add veya ind
13 2 0.007 0.25 0.007 1.125 add veya ind
14 2 0.015 0.25 0.007 0.6 addveyaind
15 2 0.015 0.5 0.007 0.7 addveyaind

Stan. sug: standart sug no: DETA-NO; sip: siprofloksasin; kno: kombine DETA-NO; ksip: kombine
siprofloksasin; add veya ind: aditif veya indiferan
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Siprofloksasine karst tiim izolatlar duyarli bulunmugtur. DETA-NO ile
siprofloksasin kombinasyonunda ise, tiim izolatlarda aditif veya indiferan etki tespit
edilmistir. Izolatlarm higbirinde sinerjistik ve antagonist etki saptanmamugtir.

d) Pefloksasin ve DETA-NO’in tek baslarina ve kombine olarak S. enterica
serovar Typhimurium suslarina etkilerinin degerlendirilmesi Tablo 12’de sunulmustur.

Tablo 12. Pefloksasin ve DETA-NO’nun tek baglarina ve kombine olarak S. enterica

serovar Typhimurium suglarina etkilerinin degerlendirilmesi

MiK-no MIK -pef MiK-kno = MiK-kpef FIX sonug
(mg/ml) (ng/mi) (mg/ml) (ug/ml)

Stan. Sus 1 0.125 0.25 0.125 1.25 addveyaind
1 1 0.125 0.5 0.06 0.98 add veyaind
2 2 0.125 1 0.125 1.5 addveyaind
3 2 0.125 1 0.125 1.5 addveyaind
4 2 0.06 1 0.25 4.6  antagonist
S 2 0.125 1 0.25 2.5 addveyaind
6 2 0.06 1 0.25 4.6  antagonist
7 2 0.06 1 0.25 4.6  antagonist
8 2 0.125 1 0.25 2.5  add veyaind
9 2 0.06 1 0.25 4.6  antagonist
10 2 0.06 1 0.25 4.6  antagonist
11 2 0.06 1 0.25 4.6  antagonist
12 2 0.125 1 0.125 1.5 addveyaind
13 2 0.06 1 0.25 4.6  antagonist
14 2 0.06 1 0.25 4.6  antagonist
15 2 0.06 1 0.25 4.6  antagonsit

Stan. sug: standart sus no: DETA-NO; kno: kombine DETA-NO; pef: pefloksasin; kpef: kombine
pefloksasin; add veya ind: aditif veya indiferan

Tablo 12’de pefloksasine karg: da tiim izolatlar duyarh bulunmugstur. DETA-NO
ile kombinasyonlarinda 9 izolatta antagonist etki saptanmug olup digerleri i¢in ise aditif
veya indiferan etki gozlenmistir.
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e) Tablo 13’de ampisilin ve DETA-NOQO’in tek baglarina ve kombine olarak S.
enterica serovar Typhimurium suslarna etkilerinin degerlendirilmesi sunulmugtur.

Tablo 13. Ampisilin ve DETA-NO’nun tek baglarma ve kombine olarak S. enterica

serovar Typhimurium suslarina etkilerinin degerlendirilmesi

MIK-no MiK-amp  MiK-kno MiK-kamp FIX sonug
(mg/ml) (ng/ml) (mg/ml) (ng/ml)

Stan. Sus 1 1 0.5 1 1.5 addveyaind
1 1 512 2 256 2.5 addveyaind
2 2 512 2 256 1.5 addveyaind
3 2 512 0.5 512 1.25 add veyaind
4 2 512 2 512 2 add veya ind
5 2 512 1 256 1 add veya ind
6 2 512 0.5 512 1.25 addveyaind
7 2 512 1 256 1 add veya ind
8 2 512 1 512 1.5  addveyaind
9 2 512 2 512 2 add veya ind
10 2 512 2 512 2 add veya ind
11 2 512 2 512 2 add veya ind
12 2 512 1 256 1 add veya ind
13 2 512 1 512 1.5 addveyaind
14 2 512 1 256 1 add veya ind
15 2 512 1 128 0.75 addveyaind

Stan. sug: standart sug; no: DETA-NO; kno: kombine DETA-NO; amp: ampsilin; kamp: kombine

ampisilin; add veya ind: aditif veya indiferan

Ampisiline kargt tiim izolatlar direngli (MIK= 512 pg/ml), standart sus ise
duyarli (1 pg/ml) bulunmustur. DETA-NO ile kombinasyonlarinda ise, tiim izolatlarda
additif veya indiferan etki gbzlenmis olup sinerjistik bir etki g6zlenmemisgtir.

f) Ampisilin/sulbaktam ve DETA-NO’in tek baglarina ve kombine olarak S.
enterica serovar Typhimurium suslarma etkilerinin degerlendirilmesi Tablo 14’de

sunulmustur.



Tablo 14. Ampisilin/sulbaktam ve DETA-NO’nun tek baglarina ve kombine olarak S.

enterica serovar Typhimurium suslarma etkilerinin degerlendirilmesi

MiK-no MiK-sul MiK-kno  MIK-ksul FIX sonug
(mg/ml) (ug/ml) (mg/ml) (pg/ml)

Stam. Sus 1 1 2 >4 6  antagonist

1 1 128 4 64 4.5  antagonist

2 2 64 4 64 3 add veya ind
3 2 64 4 64 3 add veya ind
4 2 128 4 64 2.5 addveyaind
5 2 64 4 64 3 add veya ind
6 2 128 4 64 2.5 addveyaind
7 2 128 4 64 2.5  add veyaind
8 2 128 2 64 1.5 addveyaind
9 2 128 2 64 1.5 addveyaind
10 2 128 4 64 2.5 addveyaind
11 2 64 | 64 1.5 addveyaind
12 2 128 4 64 2.5 addveyaind
13 2 128 4 64 2.5 addveyaind
14 2 64 4 64 3 add veya ind
15 2 128 4 64 2.5 addveyaind

Stan. sus: standart sug; no: DETA-NO: kno: kombine DETA-NO; sul: ampsilin/sulbaktam; ksul: kombine
ampisilin/sulbaktam; add veya ind: aditif veya indiferan

Tiim izolatlarda ampisilin/sulbaktama kars1 da tiim izolatlar direngli (64-128
pg/ml) bulunmus olup, standart sus ise duyarhidir (1 pg/ml). DETA-NO ile
kombinasyonunda standart sus ve bir klinik izolat i¢in antagonist etki bulunmustur.
Diger izolatlar i¢in aditif veya indiferan etki saptanmustir. Sinerjistik bir etki
gbzlenmemistir.

g) Tablo 15°de siprofloksasin ve ampisilinin tek baglarina ve kombine olarak S.
aureus suglarina karsi etkilerinin degerlendirilmesi gériilmektedir.
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Tablo 15. Siprofloksasin ve ampisilinin tek baglarina ve kombine olarak S. aqureus
suslarina karsi etkilerinin degerlendirilmesi

MIK-sip MiK-amp  MiK-ksip MiK-kamp FIX sonug
(ng/ml) (ng/ml) (ug/ml) (ug/ml)

1 0.125 16 0.03 0.5 0.27 sinerji
2 0.5 2 0.125 0.06 0.28  sinerji

sip: siprofloksasin; amp: ampisilin; ksip: kombine siprofloksasin; kamp: kombine

ampisilin

Caligmada kontrol amaciyla kullanilan S. aureus klinik izolatlarma karsi
siprofloksasin ve ampisilinin kombinasyonlarinda beklendigi gibi sinerjistik etki
saptanmustir.

h) Ofloksasin ve DETA-NO’nun tek baslarina- ve kombine olarak E. coli
suslarina karg etkilerinin degerlendirilmesi Tablo 16°da sunulmustur.

Tablo 16. Ofloksasin ve DETA-NO’nun tek baglarma ve kombine olarak E. coli

suslarina etkilerinin degerlendirilmesi

MiK-no MIK-ofx MIK-kno MIK-kofx  FIX sonug
(mg/ml) (ng/ml) (mg/ml) (ng/ml)

1 2 0.03 0.5 0.06 2.25 addveyaind
2 1 0.06 1 0.06 2 add veya ind
3 4 0.03 1 0.06 2.25 addveyaind

no: DETA-NO; ofx: ofloksasin; kno: kombine DETA-NO; kofx: kombine ofloksasin; add veya ind: aditif

veya indiferan

Ug tane E. coli susu ofloksasine kars1 duyarli bulunmus olup, DETA-NO’nun
MIK degerleri de 1-4 mg/ml olarak tespit edilmistir. Ug susun tiimiinde aditif veya
indiferan bir etki gbzlenmigtir.

1) Tablo 17’de siprofloksasin ve DETA-NO’nun tek baglarina ve kombine olarak
E. coli suslarina etkilerinin degerlendirilmesi sunulmustur.



Tablo 17. Siprofloksasin ve DETA-NO’nun tek baglarina ve kombine olarak E. coli

suslarina etkilerinin degerlendirilmesi

MiK-no MiK-sip MIK-kno MiK-ksip FIX sonug
(mg/ml) (ng/ml) (mg/ml) (ug/ml)

1 2 0.007 0.5 0.015 2.29 addveya ind
2 1 0.007 0.5 0.015 2.64 addveyaind
3 4 0.007 0.5 0.015 2.265 add veyaind

no: DETA-NO; sip: siprofloksasin; kno: kombine DETA-NO; ksip: kombine siprofloksasin; add veya

ind: aditif veya indiferan

Tablo 17’de goriildiigii gibi tiim suglar siprofloksasine duyarli bulunmusgtur.
Kombinasyon testinde 3 sugta da aditif veya indiferan etki g6zlenmistir.
i) Tablo 18’de pefloksasin ve DETA-NO’nun E. coli suslarina kars1 kombine

etkilerinin sonuglan verilmistir.

Tablo 18. Pefloksasin ve DETA-NO’nun tek baslarina ve kombine olarak E. coli

suglarina etkilerinin degerlendirilmesi

MIK-no MIK-pef MIK-kno MIK-kpef FIX sonug
(mg/ml) (hg/ml) (mg/ml) (ng/ml)

1 2 0.06 1 0.25 4.66 antagonist
2 1 0.06 2 0.25 6.16 antagonist
3 4 0.125 2 0.125 1.5 addveyaind

no: DETA-NO; pef: pefloksasin; kno: kombine DETA-NO; kpef: kombine pefloksasin; add veya ind:
aditif veya indiferan

Pefloksasin igin 2 susta antagonist etki saptanirken 1 sugta aditif veya indiferan
etki gozlenmistir.

j) Tablo 19°da DETA-NO ve ampisilin kombinasyonunun E. coli suglar iizerine
etkileri gésterilmistir.
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Tablo 19. DETA-NO ve ampisilinin tek baslarina ve kombine olarak E.coli suslarmna
karg1 etkilerinin degerlendirilmesi

MiK-no MiK-amp  MIK-kno MiK-kamp FIX sonug
(mg/ml) (ug/ml) (mg/ml) (ng/ml)

1 2 512 1 512 1.5 addveyaind

1 512 1 512 1.5 add veya ind

3 4 >512 2 512 1.5 addveyaind

amp: ampisilin; kamp: kombine ampisilin. no: DETA-NO; kno: kombine DETA-NO add veya ind: aditif
veya indiferan.

Tablo 19’da goriildiigii gibi tiim suslarda aditif veya indiferan etki tespit
edilmistir.

k) Tablo 20°de de goriildiigii gibi, ampisilin/sulbaktam i¢in tiim suslarda aditif

veya indiferan etki saptanmaigtir.

Tablo 20. DETA-NO ve ampisilin/sulbaktamin tek baglarina ve kombine olarak E.coli
suslarina karsi etkilerinin degerlendirilmesi

MiK-no MiK-amp/sul MiK-kno  MIK-kamp/sul FIX  sonug
(mg/ml) (ng/ml) (mg/ml) (ng/ml)

1 2 64 4 64 3 add veya ind
2 1 64 1 64 3 add veya ind
3 4 256 2 64 0.75 add veya ind

amp/sul: ampisilin/sulbaktam; kamp/sul: kombine ampisilin/sulbaktam. no: DETA-NO; kno: kombine
DETA-NO.
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V. TARTISMA

S. enterica serovar Typhimurium non-tifoidal salmonelloza neden olur ve en sik
goriilen klinik sekli enterokolittir (Topgu, 1996). S. enterica serovar Typhimurium
hiicre i¢i bir patojen oldugu i¢in tedavisinde 6zellikle hiicre i¢i gegisi olan antibiyotikler
segilmélidir. Kinolon grubu antibiyotiklerin hiicre i¢i ge¢isi ¢ok iyidir ve bu grup
ajanlar DNA giraz enziminin inhibisyonu ile etki eder. P-laktam antibiyotiklerin de
hiicre i¢ine gegtigi bilinmektedir ve etki mekanizmalari hiicre duvar sentezinin
inhibisyonudur (Schiiler ve ark., 1997; Ekinci, 1999; Ustagelebi, 1999b).

Makrofajlar ve nétrofiller LPS ve MDP ile aktive olduklarinda RNIs ve ROIs
{iretirler. Bu iiriinlerin antimikrobiyal etkileri vardir. Aktive olan makrofaj ve
nétrofiller NOS enzimi eksprese ederler. Bu enzim, L-arjinini oksidize ederek sitriillin
ve NO {iretimini saglar. NO tek basina antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gibi
stiperoksid anyonlar1 ile kombine olarak daha etkili antimikrobiyal maddeleri de
olusturabilir. Makrofajlarin antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili son bulgular bakterilere,
mantarlara, helmintlere ve protozoal patojenlere aktivitenin biiyiik bir kismimnin NO ve
ondan derive maddelerden kaynaklandigim gOstermigtir. Ancak mevcut bilgiler
NO’nun mikroorganizmalan &ldiirme mekanizmasim agiklamakta yetersiz kalmaktadir.
Muhtemelen, hedef hiicrelerdeki respiratuvar siklus ve DNA sentezinin anahtar
enzimlerindeki demir-igeren bdlgelerle NO’nun etkilesimine bagli  oldugu
diistiniilmektedir (Kuby, 1997).

Bu tez ¢aligmasinda; S. enterica serovar Typhimurium izolatlan {izerine NO’nun
tek basina ve ofloksasin, siprofloksasin, pefloksasin, ampisilin ve ampisilin/sulbaktam
ile kombinasyonlarmin etkinligi arastinlmistir. Calismamizda kullamlan 15 klinik
izolatin tlimii ofloksasin, siprofloksasin ve pefloksasine duyarli, ampisilin ve
ampisilin/sulbaktama ise direng¢li bulunmugtur.

Son zamanlarda Ingiltere’de ¢ok ilaca direngli S. enterica serovar Typhimurium
suslar1 goriilmeye baslanmis ve bu suslar faj tip 104 (DT104) olarak tanimlanmiglardir.
DT104 susu ampisilin, kloramfenikol, streptomisin, siilfonamidler ve tetrasikline
direnglidir. DT104 susunun trimetoprim ve florokinolonlara direngli olmas: da énem
arz etmektedir. DT104 ile olusan infeksiyonlarin mortalite ve morbiditesi duyarli S.
enterica serovar Typhimurium ile olusan infeksiyonlara gore daha fazladir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde yukarida belirtilen bes antibiyotige direngli S. enterica serovar
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Typhimurium izolatlaninin prevalans: 1979-1980’de % 1’den az iken, 1996’da %34’e
yiikselmistir. Pulsed-field jel elektroforezi ile bu suslarin ¢ogunun faj tip DT104 oldugu
gOsterilmigtir (Wall ve ark., 1995; Glynn ve ark., 1998; Mandell ve ark., 2000).

NO’nun 6zellikle hiicre i¢i patojenlere kars: antimikrobik etkinliginin oldugunu
gésteren caligmalar bulunmaktadir. Long ve ark. (1999), NO’nun mikobakterisidal
etkinligini hazirladiklan bir diizenekte in vitro olarak géstermiglerdir. Calismalarinda,
M. tuberculosis H37Rv susuna 3, 6, 12 ve 24 saat siireyle 0, 25, 50, 70 ve 90 ppm NO
gaz1 verdikten sonra 28 giin inkiibasyona birakmislardir. 28. giin sonunda plaklardaki
bakteri kolonilerini saymislar ve 24 saat siireyle 90 ppm NO ile muamele edilen
plaklarda koloni sayisinin 6nemli oranda azaldifini gOstermislerdir. Yine ayni
caligmada ¢ok ilaca direngli M. tuberculosis susu da kullanmislar ve onu da 3, 6, 12, 24
ve 48 saat 70 ve 90 ppm NO ile muamele etmiglerdir. 28 giinliik inkiibasyon sonunda
48 saat hem 70 hem de 90 ppm NO’ya maruz birakilan plaklarda herhangi bir {ireme
tespit etmemislerdir.  Arastirmacilar NO’nun bu etkisinin bakterisidal mi yoksa
inhibitér mii oldugunu tespit etmek i¢in plaklann 3 haftahik bir inkiibasyona daha
birakmiglar ve NO’nun etkisinin mikobakteriyosidal oldugunu géstermislerdir.

McElhaney-Feser ve ark. (1998), NO’nun Candida tiirlerine kars: tek basina ve
azollerle kombine olarak etkilerini arastirmuslardir. NO kaynagi olarak DETA-NO,
DEA-NO ve MAHMA-NO’yu denemislerdir. Bunlardan DETA-NO’nun yari Omrii
daha uzun (20 saat) oldugu i¢in NO kaynag: olarak kullammminin digerlerine gore
avantajli oldugunu belirtmiglerdir. Bizim galiymamizda da NO kaynag: olarak DETA-
NO tercih edilmistir. McElhaney-Feser ve ark. ¢aligmalarinda Candida tiirlerine kars:
DETA-NO’nun MIK degerinin yaklagik olarak 2 mg/mi oldugunu tespit etmislerdir.
Kombinasyon testinde ise DETA-NO’nun ketokonazol, flukonazol ve mikonazoliin her
biriyle sinerjistik bir etki gosterdigini bulmuslardir. Calismalarinin sonucunda Candida
infeksiyonlarinin tedavisi i¢in yeni stratejiler gelistiriimesinde DETA-NO veya benzer
ozellikteki kimyasallarin kullanigh olabilecegini belirtmislefdir.

De Groote ve ark. (1996) calismalarinda, merL (metil transferaz; NO direnci)
mutant S. enterica serovar Typhimurium suslarina karsi NO donérii DETA-NO’nun ve
O,- iireten redoks-cycling ajan paraquatin (PQ) disk diffizyon metod ile etkili oldugunu

gOstermislerdir.
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Bu galiymada S. enterica serovar Typhimurium izolatlarina kars1 DETA-NO’nun
MIK degeri standart sus ve bir klinik izolatta 1 mg/ml bulunmus iken, 14 klinik izolatta
2 mg/ml olarak tespit edilmigtir.

S. enterica serovar Typhimurium ve E. coli’de goklu antibiyotik direncinden
sorumliu kromozomal kaynakl: iki regulon vardir. Bunlar soxRS (redoks stres regiilonu;
sliperoksit cevabi) ve marRAB (multiple antibiyotik rezistansi)’dir.  Aerobik
organizmalar enerjilerini organik bilesiklerin oksidasyonu ile oksijeni son elektron
alicis1 olarak kullanarak elde ederler. Bu islem sonucunda reaktif oksijen radikalleri
olusur ki bunlar potansiyel olarak hiicre i¢in zararlidir. E. coli bu hiicre i¢i reaktif
oksijen radikallerine kars1 bir ¢ok gen grubunu uyararak cevap verir ki bunlarm tiriinleri
oksidatif hasar1 ya onarir ya da ortadan kaldirir. Artan siiperoksitlere kars1 cevap soxRS
sistemince diizenlenir, bununla birlikte eslik eden yardimci genler toplulugu da soxRS
regiilonunu belirler (Fang ve ark., 1997; Pomposiello ve Demple, 2000).

SoxR proteini redoks olarak aktif demir siilfiir i¢eren homodimerik
- transkripsiyonel regiilatérdiir. SoxR’deki demir siilfiiriin oksidasyon durumu proteinin
transkripsiyonel aktivitesini diizenler: indirgenmis soxR transkripsiyonu etkilemezken, -
ikinci transkripsiyonel aktivatorii kodlayan gen olan soxS genini dramatik olarak artirir.
SoxS proteini AraC/XylS familyasinin bir {iyesidir ve soxS ekspresyon artis1 en az 15
geni aktive eder, bunlar, sod4 (Mn-igeren siiperoksit dismutaz), zwf (glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz), micF (porin OmpF mRNA’ya antisense RNA), nfo (DNA onarim
endoniikleaz IV), fpor NADPH: ferredoksin oksidorediiktaz), acr4B (effluks pompasi),
acn (akonitaz), fumC (1si-resistant fumaraz) ve nfsd (nitrorediiktaz A). SoxS’nin
indiiksiyonu micF ve acrAB genlerine bagh olarak goklu antibiyotik direncine neden
olur (Fang ve ark., 1997; Pomposiello ve Demple, 2000).

Son olarak, soxRS geni S. enterica serovar Typhimurium’dan klonlanmigtir.
Niikleotid dizileri E. coli’'nin soxR ve soxS polipeptidleri ile % 97’lik uyum
gdstermigtir. Iki gen arasindaki regulatuvar bélgeler neredeyse E. coli’deki ile aymdur.
SoxRS suslan siiperoksit olusturan ajan olan PQ’a ¢ok duyarhidir. nfo ve sodA4’nin
ekspresyonunun uyarimim 6nler ve PQ ile muamelesi antibiyotik direncinde artisa
neden olmaz. Bunlara ilave olarak, S. enterica serovar Typhimurium’daki soxS geni
sodA’nmn ekspresyonunun aktivasyonu igin ve redoks siklus ajanlarmna diren¢ icin

gereklidir (Fang ve ark., 1997; Pomposiello ve Demple, 2000).
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MarRAB sisteminde; MarR-aracili represyon MarA'min aktif sentezi igin
cevresel ajanlara cevabi azaltir. MarA4 ile soxS homologdur. SoxS ve MarA proteinleri
oksidanlara ve antibiyotiklere diren¢ i¢in genlerin direkt aktivatériidiir (Koutsolioutsou
ve ark., 2001).

SoxRS ve MarRAB aracili antibiyotik direnci, antisense RNA micF aracih dig
membran porin OmpFnin down-regulasyonuna ve acrAB'nin kodladign effluks
pompasinn aktivasyonuna baghdir. Baz: bulgular, soxRS veya marRAB regulonlarinin
ekspresyonunun patojenik bakterilerdeki antibiyotik direnci ile baglantili oldugunu
gostermistir. Hem marA ve hem de soxS mRNA yapisal ekspresyonunun E. coli'deki
klinik kinolon direnci ile iliskili oldugu gosterilmistir (yaklasik %15 vakada). MarR
genindeki mutasyon bu suslardaki marA ekspresyonunu dereprese eder (Koutsolioutsou
ve ark., 2001).

Fang ve ark. (1997) ¢alismalarinda, S. enterica serovar Typhimurium'da Mn-
stiperoksid dismutazin ekspresyonunun artmasi ve PQ'a diren¢ i¢in soxSnin gerekli
oldugunu ancak, in vitro NO dondr bilesiklerine, makrofajlarin §6ldiirme
mekanizmalarina direng ve farelerdeki virulans igin gerekli olmadigim tespit
etmiglerdir.

Koutsolioutsou ve ark. (2001) ¢alismalarinda, soxRS regulonunun PQ gibi
redoks-cycling ilaglarla ve NO ile aktive oldugunu gostermiglerdir. Ayrica, S. enterica
serovar Typhimurium'un bir klinik izolatinda soxRS-yapisal mutasyonu tanimlanmis ve
bu susun antibiyotiklere daha direngli oldugunu gésterilmistir. Ding ve Demple (2000)
calismalarinda E. coli’deki soxR’nin aktivitesine NO’nun etkisini arastirmislardir.
Caligmalarinda, saf NO gaz1 fiizyonunun soxR’yi aktive ettigini gdstermiglerdir.

Son yillarda, siprofloksasin birikiminin azaldigi S. enterica serovar
Typhimurium mutantlarimin asinn acrA eksprese ettigi ve ¢oklu antibiyotik direncinde
acrAB efflux pompasinin énemli roli oldugu gésterilmistir (Giraud ve ark. 2000).

Son zamanlarda, 6zellikle gram-negatif bakterilerde ¢oklu antibiyotik direnci ile
ilgili oldugu gosterilmis olan efflux pompasi ile ilgili ¢aligmalara artan bir egilim
gozlenmektedir. Nikaido ve ark. (1998) daha 6nce ilaca-agin1 duyarl S. enterica serovar
Typhimurium susunun acrAB operonunda bir mutasyona sahip oldugunu
gostermiglerdir. Ayrica caligmalarinda, ef§er acrAB pompasi genetik ve fizyolojik
olarak inaktif ise lipofilik zincirler igeren beta-laktam antibiyotiklerin hizl1 bir gekilde
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dis membrana penetre oldugunu ancak, pompa aktif ise diffiizyonun ¢ok zayif oldugunu
rapor etmislerdir.

Li ve ark. (1998) beta-laktamaz inhibitSrlerinin Pseudomonas aeruginosa’nin
multidrug efflux pompasi i¢in substrat islevi gordiigiinii ve bakteriyel infeksiyonlarin
tedavisinde beta-laktam-beta-laktamaz inhibitérii kombinasyonlarimin inaktif MexAB-
OprM ve diger bakterilerdeki benzer efflux sistemlerini énemli oranda artiracagimi
gostermislerdir. Lee ve ark. (2000) farkli yapisal tipteki efflux pompalarmin aym
hiicrede kombine edilmesi durumunda, gézlenen antibiyotik direncinin tek basina
eksprese ettigi pompalarin her birininkinden ¢ok daha fazla oldugunu tespit etmislerdir.

Bakterilerde bu efflux pompalara bagh antibiyotik direncinde gézlenen artigin
geri dondiiriilmesinde kullanilacak bir yol olarak bu pompalarin bir sekilde inhibe
edilmesi goriilmektedir. Bu amagla Lomovskaya ve ark. (2001) ¢aligmalarinda; P.
aeruginosa’ya karsi levofloksasinin etkilerini incelemigler ve daha sonra MC-207,110
pompa inhibitérii ile levofloksasinin kombine etkilerini aragtirmiglardir. Calismada,
pompa inhibitérii ile artan kombinasyonlarda elde edilen MIK degerlerinin giderek
azaldigim1 gézlemlemislerdir. Sonug olarak ta; efflux pompasinin inhibe edilmesinin,
intrinsik direnci 6nemli oranda azalttifi, kazamilmus direnci geri d6ndiirdiigi ve
kinolonlara yiiksek diizeyde diren¢li P. aeruginosa suslarinin ortaya ¢ikma sikligini da
azalttigin1 bulmuslardir.

Bu tez caligmasinda, NO'mun tek basmma ve ofloksasin, siprofloksasin,
pefloksasin, ampisilin ve ampisilin/sulbaktam ile kombinasyonunun S. enterica serovar
Typhimurium izolatlarina etkileri in vitro olarak arastinlmugtir. Caligmada, biitiin
izolatlar kinolon grubu antibiyotiklere duyarli bulunurken (ofx: 0.03-0.125 pg/ml, cip:
0.007-0.03 pg/ml, pef: 0.06-0.125 ng/ml), ampisilin (amp: 512 pg/ml tiim izolatlar igin)
ve ampisilin/sulbaktama (amp/sul: 64-128 pg/ml) direngli bulunmustur. Standart S.
enterica serovar Typhimurium susu i¢in ise hem ampisilin hem de ampisilin/sulbaktam
MIK degeri 1 pg/ml olarak tespit edilmistir. DETA-NO igin bir klinik izolat ve standart
susta MIK degeri 1 mg/ml iken, diger 14 klinik izolatta 2 mg/ml bulunmustur.

Kombinasyon testinde, DETA-NO ile ¢aligmada kullanilan 5 antibiyotik
arasinda sinerjistik bir etki gézlenmemigtir. Ofloksasin i¢in bir izolatta, pefloksasin i¢in
9 izolatta, ampisilin/sulbaktam i¢in 1 klinik izolat ve standart sugta antagonist etki tespit
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edilmigtir. Ampisilin ve siprofloksasin i¢in antagonist etki tanimlanmamigtir. Bunlarin
disinda tiim izolatlarda aditif veya indiferan etki gbzlenmistir.

Cahgmada, soxRS regulonunun ilk kez E. coli suslarinda gosterilmesinden
dolay1 ayn1 antibiyotikler ile DETA-NO’nun kombine etkilerinin arastirilmas: amaci ile
3 klinik izolat tizerinde deneme yapilmistir. Sonugta, 2 susta pefloksasin ile antagonist
etki saptanirken, ofloksasin, siprofloksasin, ampisilin ve ampisilin/sulbaktam ile aditif
veya indiferan etki gézlenmistir.

SoxRS ve marRAB regulonlan kinolon gibi spesifik plazmid veya transpozon
kaynakl: genleri olmayan antibiyotik direncine Snemli oranda katkida bulunurlar. Bu
yollarla olusan direng, yiiksek oranda spesifik direng determinantlari ile olusanlardan
tipik olarak diisiik olmasina ragmen, bu genlerin genel dogasi yiiksek diizey direncin
gelisimine birinci basamak olarak katkida bulunmaktir. Cabuk olusup gegen (transient)
soxRS veya marRAB aktivasyonu antibiyotik direncinin yayimasinda yardimeci olabilir.
Direng olugsmasinda, bu iki regulonun aktivasyonu yoluyla acrAB (efflux pompas:
acrB’yi kodlayan) agii ekspresyonu ve porin OmpF ekspresyonunun azalmasi
onemlidir. Immun ve inflamatuvar cevaplar ya da antibiyotiklerin kendileri tarafindan
soxRS ve marRAB'm aktivasyonu ¢oklu antibiyotik direnci olugmasini saglar, ancak bu
direng yalmz regulonlar aktive oldugunda ortaya gikar (Koutsolioutsou ve ark., 2001).
Calismamizda antibiyotikler ile NO arasinda herhangi bir sinerjistik etki gézlenmemesi,
bu genlerin NO tarafindan gegici olarak aktivasyonunu diisiindiirmektedir. Bu sekilde,
soxRS veya marRAB tarafindan diizenlenen direng fonksiyonlarinin transient
ekspresyonu, bu determinantlardan yoksun hiicrelerin canli kalma olasilifim artirarak
diger antibiyotik diren¢ determinatlarimin yayilarak artmasina neden olur
(Koutsolioutsou ve ark., 2001).

Sonug olarak; bu tez ¢aliymasinda NO'nun S. enterica serovar Tyhimurium
izolatlarma  karsi  ofloksasin,  siprofloksasin, pefloksasin, ampisilin ve
ampisilin/sulbaktam ile sinerjistik etkisi gozlenmemis ancak, baz1 izolatlarda antagonist
etki saptanmigtir. Yukarida anlatilanlar 1s13inda NO, S. enterica serovar Typhimurium
izolatlarinda soxRS ve marRAB regulonlanm aktive etmis olabilir. Eger aktivasyon
olusmus ise, buna bagl olarak antagonist etki g6zlenmis olabilir.

NO’nun biyolojik fonksiyonlarindan dolayr son yillarda, in vivo olarak
kullamm ile ilgili ¢aligmalar yapilmaya baglanmustir. Omegin, hipoksik solunum
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yetmezligi ve persistant pulmoner hipertansiyonu olan neonatlara 2 hafta siireyle 80
ppm dozunda NO verilmis ve herhangi bir yan etki gézlenmemistir (NINOSG, 1997;
Roberts ve ark., 1997). In vitro olarak sigan diiz kas hiicreleri NO donérii DETA-NO
ile muamele edilmis ve hiicre canliliginin %95°den daha fazla oldugu g6sterilmigtir. Bu
sonu¢ DETA-NO’nun toksik olmadigimi gostermektedir (Mooradian ve ark., 1995).
Diaeziumdiolate’lerden yapilmis bir prodrug hepatik bozuklukta kullamlmis ve toksik
bir etki bildirilmemistir (Saavedra ve ark, 1997). Bir c¢alijmada da
diazeniumdiolate’ler yoluyla si¢an derisinde NO dagilimu etkili bir sekilde yapilmistir
(Smith ve Simmons, 1998).

Caligmamizda S. enterica serovar Typhimurium infeksiyonlarinin tedavisinde
antibiyotikler ile NO’nun kombine kullanilmasinin tedavideki yeri ve antibiyotikler ile
etkilesimi arastirilmustir.  Ancak "elde edilen sonuglar her iki ajanin birbirini bazi
suglarda olumsuz yonde etkilerken, ¢ofu susta ise birbirlerini etkilemediklerini
gOstermistir. Bu ¢aligmada gésterilen tiim etkiler in vitro oldugu i¢in bu konunun daha
iyi aydinlatiimasinda in vivo ¢alismalara da gereksinim duyuldugu gériilmektedir
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VL SONUCLAR VE ONERILER

. Klinik S. enterica serovar Typhimurium izolatlarimin tiimii ofloksasin,
siprofloksasin ve pefloksasine duyarh bulunmugtur.

. Tim klinik izolatlar ampisilin ve ampisilin/sulbaktama direngli olarak tespit
edilmigtir.

3. NO tiim izolatlara karg: 1-2 mg/ml'lik konsantrasyonlarda etkili bulunmugtur.

. NO ve 5 antibiyotigin kombinasyonlarinda; pefloksasin i¢in 9 izolatta, ofloksasin
i¢in 1 izolatta ve ampisilin/sulbaktam i¢in de 1 izolatta antagonist etki gbzlenirken,
digerleri i¢in aditif veya indiferan etki gézlenmistir.

. NO ve antibiyotiklerin etkilesimi konusunda heniiz veriler bulunmamaktadir. Bu
¢aligmada elde edilen sonuglara gore, NO ile ofloksasin, siprofloksasin, pefloksasin,
ampisilin ve ampisilin/sulbaktam kombinasyonunun birbirlerini etkilemedikleri
(aditif veya indiferan) saptanmagtir.

. Makrofajlarin hiicre i¢i patojenlere kars: 6nemli bir defans molekiilii olan NO ile, bu
patojenlerin tedavisinde kullamlan antibiyotiklerin etkilegiminin bilinmesi
gerekliligi sonucuna varilmistir.

. In vitro olarak gosterilen bu etkilesimin in vivo da gosterilmesinin antibakteriyal

tedavilerin planlanmasi konusunda yol gésterici olacag: diigiiniilmektedir.
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