1. GIRIS:

Kemoterapi terimi, genis anlami ile, gesitli hastaliklarin tedavisi igin kullanilan
kimyasal maddeleri ifade etmektedir. Fakat, bu maddeler secici toksik etkileri sebebiyle
temelde hastalik olusturan mikroorganizmalara etkin olduklarindan, tedavi amacli
kullanilan her turld madde “kemoterapdtik® ve bunlarin uygulanisi da kemoterapi
kavrami icinde incelenmektedir [1]. GuUnumuizde kemoterapoétikler Uzerindeki
calismalar yogun bir sekilde devam etmekte ve yeni yeni maddeler, her gun, insan
saghgr icin kullanima girmektedirler [2]. Penisilinin bulunusu antibakteriyel
kemoterapide en oOnemli agsamay! olusturan antibiyotik ¢aginin baslamasina yol
acmistir [3]. Enfeksiyon hastaliklari glinimuzde halk sagli§i agisindan énemini devam
ettiren, erken tani konuldugu takdirde, akilci bir se¢imle uygulanacak antimikrobik
tedaviyle genellikle basarinin saglandigi bir alandir. Son yillarda birgok antibiyotik
diren¢ mekanizmasinin birlikteligi ile klinikte kullanilan tim antibiyotiklere direngli
bakterilere rastlanmaktadir[4]. Ozellikle direng genlerinin plazmitler ile aktarilabilir
olmasi ve bu plazmitler Uzerinde ¢ok sayida antibiyotik direng geninin bir arada bulu-
nabilmesi, direncin hizla yayllmasi yaninda, birgok antibiyotigin de klinik kullanimdan
kaldiriimasina neden olmustur [5].Diren¢ gelisiminin en énemli nedenlerinden birisi
antibiyotiklerin asiri ve uygunsuz kullanimidir. Hastane ortaminda bulunan bakterilerin
toplum kokenli enfeksiyon etkeni olan bakterilere gére daha direncli olduklari
bilinmektedir. Bunun en 6nemli nedeninin 6zellikle son 35-40 yil icinde geligtirilen
antibiyotiklerin hastane ortaminda yaygin olarak kullaniimasi oldugu dusunulmektedir.
Bu antibiyotikler icerisinde yer alan, beta-laktam grubu antibiyotikler cesitli Gram
negatif ve Gram pozitif bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak kullanildigi
icin bu antibiyotiklere karsi diren¢ olusumu sik gorulmektedir. Gram pozitif bakterilerde
en sik gorulen beta-laktam diren¢ mekanizmasi Penisilin Baglayan Protein (PBP)
degisimleri iken Gram negatif bakterilerde antibiyotigi inaktive eden beta laktamaz
enzimlerinin tretimidir [6]. Birgok Gram negatif bakteri cinsi dogal olarak kromozomal
genler tarafindan kodlanan beta-laktamazlar Gretmektedir. Son yirmi yillik dénemde
¢ok sayida yeni beta-laktam antibiyotik gelistiriimis ancak tedaviye giren her yeni
antibiyotikle birlikte farkh tirde beta-laktamaz gruplari da ortaya ¢ikmistir [7]. Beta-
laktam antibiyotikleri hidrolize ederek inaktif hale getiren beta-laktamaz enzimi tretimi,
basta Enterobacteriaceae Uyeleri olmak tzere bir¢cok bakteri tiriiniin en 6énemli direng

mekanizmalarindan birisidir. Bugune kadar 350'ye yakin beta-laktamaz enzimi



tanimlanmistir.  Bunlarin yaklasik 150 tanesi genislemis spektrumlu beta-
laktamazlardir (GSBL) [5]. GSBL'ler, Gram negatif ¢omaklarda bulunan, genis
spektrumlu sefalosporinler ve aztreonama kargi direngten sorumlu olan enzimlerdir.
Ozellikle Klebsiella tirleri ve Escherichia coli bagta olmak lizere, GSBL Uretimi ve
patojen bakteriler arasinda hizla yayilimi, son yillarda tedavide ciddi sorunlar
olusturmaktadir [8]. GSBL sentezleyen E. coli ve Klebsiella suslari ¢cogunlukla birgok
antibiyotige direngli olduklarindan bu mikroorganizmalar ile gelisen enfeksiyonlarda
tedavi secenekleri kisithdir. GSBL Ureten mikroorganizmalara bagh birgcok epidemi
bildiriimis olup GSBL uretiminin Klinik yaniti olumsuz etkiledigi ve GSBL Ureten
mikroorganizmalara bagli bakteriyemilerde mortalitenin arttigi farkh arastirmalarda
gosterilmistir [9]. Bununla birlikte, plazmitler aracihgi ile beta-laktamlar, makrolitler,
aminoglikozitler gibi bircok antibiyotik grubuna direncg gelistigi bilinmekle birlikte, 1998
yilina kadar kinolon grubu antibiyotiklere plazmitler araciligi ile direng gelisebilecegi
kesin olarak bilinmemekteydi [10,11]. Ancak ilk kez 1998 yilinda ABD’nde c¢oklu
antibiyotik direncine sahip bir Klebsiella pneumoniae susunda plazmit aracili kinolon
direncine neden olan gnr (quinolon resistance) geninin saptanmasinin ardindan dinya
genelinde bu konuda yapilmis calismalar hizla artmistir [12,13]. Ulkemizde plazmit
aracili kinolon direnci 2005 yilinda yapilan bir galisma ile ilk kez gosterilmig, sonrasinda
da farkl merkezlerde bu tip direncin varligini gésteren galismalar yapilmistir [14]. Daha
sonra istanbul, Ankara, izmir, Kuzey Dodu Anadolu'dan plazmitte kodlanan cesitli
(gnrA, gnrB, gnrS, aaa(b)-1b-cr) kinolon diren¢ genleri bildirilmistir [15,16,17]. Bu
nedenle ¢oklu ilaca direngli Gram negatif ve Gram pozitif bakteri enfeksiyonlarinin
tedavisinde yeni antimikrobiyallere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢alismada pridazinon
tirevlerinin hastane enfeksiyonlari agisindan ¢cok énemli olan cesitli Gram negatif ve
Gram pozitif bakterilerin ve mayalarin Uzerine antimikrobiyal etkilerinin saptanmasi

amagclanmistir.

2. GEREC VE YONTEM
1. Mikrobiyolojik Analiz:
1.1. Gereg ve Yontemler:
1.1.1. Mikroorganizmalar:
Bu calisma Mersin Universitesi ileri Teknoloji ve Arastirma Merkezinde
gerceklestiriimigtir. Aragtirmada, American Type Culture Collection (ATCC) ait referans

suslar kullanilacaktir. Calismada ilag aktivitesinin antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi
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igin kullanilacak standart suglar, Gram pozitif olarak Bacillus subtilis subsp. subtilis
(ATCC 6051), Enterococcus faecium (ATCC 700221), Staphylococcus aureus (ATCC
29213), Enterobacter hormaechei (ATCC 700323), Gram negatifler olarak, Klebsiella
pneumoniae (ATCC 27736), Acinetobacter baumannii (ATCC 49139), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli 0157H7 (ATCC 35150),
Stenotrophomonas maltophilia (ATCC 17666), Mayalar, Candida albicans (ATCC
14053), Candida glabrata (ATCC 15126), Candida parapsilosis (ATCC 22019),
Candida tropicalis (ATCC 1969)

1.1.2. Besiyerleri:

Kanli agar (Merck), Eosin Methylene-blue Lactose Sucrose (EMB,
Merck) Saboroud Dekstroz Agar (SDA; Merck), Mueller-Hinton Broth
(Merck), Triptic soy broth (Merck).

1.1.3. Cozucduler:

Piridazinon tdrevleri, Dimetilstlfoksit (DMSO) co6zildikten sonra 0,45um
siringa ucu filtreden (Sarstedt) gecirilerek stzuldikten sonra test edildi.

1.1.4. Kullanilan Kontrol Antimikrobiyal Maddeler

Ampisilin (AMP, sigma A0166) ve flukanozol (FLU, sigma PHR1160) kontrol
olarak kullaniidi.

1.1.5. Cam Malzemeler:

Test tupleri, petri kutular, balon joje, erlen, beher, cam pipetler(1ml, 5ml,
10ml).

1.1.6. Cihazlar: ELISA cihazi (Termoscientific), spektrofotometre (Nanodrop capital

Bio) Otoklav (Selecta), Etuv (Binder), vorteks (VELP Scientifica), hassas terazi
(Termoscientific), guivenlik kabini (Termoscientific), otomatik pipetler (Eppendorf).
1.1.7. Mikroorganizmalar ve inokulum Hazirhg:
Standart suslar dilisyon isleminden 6nce uygun besiyerlerine eklenerek canlandirildi.
Bunun icin 6nce liyofilize halinde suslar gliserollli buyyonda sulandirildiktan sonra
bakteriler genel uretim besiyerleri olan kanli agar ve EMB, mantarlar ise SDA agara
ekildi. Canlanan mikroorganizmalardan iki kez pasaj yapildi. Calismada ml’sinde
yaklasik 1,5x108 cfu/ml miktarinda bakteri igeren kiltirleri hazirlandi. Bunun igin
hazirlanan suspansiyonun 625 nm’de 0,08-0,13 absorbansa sahip olmasi
gerekmektedir. Bu igslem spektrofotometre araciligi ile yapildi.

1.1.8. Anti-bakteriyel ve Anti-fungal Aktivitenin Saptanmasi:



Diliisyon yénteminde antimikrobiyal ajanin minimal inhibisyon konsantrasyonlari (MiK)
degerleri saptanir. Dilisyon yonteminde temel kural sivi veya kati besi yeri iginde
antimikrobiyalin belirli konsantrasyonlari hazirlanarak mikroorganizma ile muamele
edilmesidir. Yontem olarak “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)”
tarafindan dnerilen prosediirlere gére bilesiklerin MiK degerinin saptanmasi icin seri
mikrodiliisyon yapildi. Gram pozitif bakteriler igin Mueller hinton broth, mayalar icin
triptic soy broth kullanildi.

Mikrodilisyon Yontemi, 96-kuyucuklu U-tabanli mikroplaklarda (Sarstedt) uygulandi.
Test edilecek bilesikten 5mg tartihp 1 ml DMSO’da ¢d6zildi. Mikroplaklardaki her
kuyucuga 150 mikrolitre besiyeri eklendi. Cozulen maddeden 150 mikrolitre alip 150
mikrolitre besiyerinde ¢ozdurulerek etken madde son konsantrasyonun 2,5 miligram/ml
olmas! saglandi ve daha sonra etken maddenin 2 kat seri dilisyonu yapildi. Son
asamada her kuyucuga kultirden 10’ar mikrolitre mikroorganizma eklendi.
Mikroplaklar daha sonra 37°C’de 24 saat, 37°C’de 48 saat inkibe edildi ve inkiibasyon
sonrasinda Uremenin gozlenmedidi en son kuyucuk spektrofotometre araciligi ile
belirlendi [17,18].

3. BULGULAR

Test edilen 11 piridazinon turevinin aktivite sonuglari asagidaki tablolarda

Ozetlenmisgtir.

Gram Pozitifler

Minimal Inhibitér Konsantrasyon (ug/mL)
Bacillus Enterococcus Staphylococcus Enterobacter
subtilis subsp. | faecium aureus hormaechei
subtilis

1 125 125 125 62.5

2 62.5 125 125 62.5

3 125 125 125 31.25

4 125 62.5 125 62.5

5 125 62.5 125 62.5

6 125 125 125 62.5

7 62.5 62.5 125 62.5

8 62.5 62.5 125 62.5

9 125 125 125 62.5

10 62.5 62.5 125 62.5

11 62.5 125 125 62.5

Ampisilin | 125 31.25 125 62.5




Gram Negatifler

Minimal Inhibitér Konsantrasyon (ug/mL)
Klebsiella | Acinetobact | Pseudomon | Escherichi | Stenotrophomon
pneumonia | er as a coli as maltophilia
e baumannii aeruginosa
1 62.5 125 125 125 -
2 62.5 125 125 62.5 -
3 62.5 125 125 62.5 -
4 62.5 125 125 62.5 -
5 62.5 31.25 125 62.5 31.25
6 62.5 62.5 62.5 62.5 15.625
7 62.5 62.5 62.5 62.5 3.9
8 62.5 62.5 62.5 62.5 -
9 62.5 62.5 62.5 62.5 15.625
10 62.5 62.5 62.5 62.5 -
11 62.5 31.25 125 62.5 15.625
Ampisili | 7.81 15.625 7.81 - -
n
Mayalar

Minimal Inhibitér Konsantrasyon (ug/mL)

Candida Candida Candida Candida
albicans glabrata parapsilosis tropicalis

1 62.5 15.625 7.81 -

2 125 62.5 15.625 -

3 62.5 62.5 15.625 -

4 125 62.5 31.25 -

5 125 62.5 7.81 7.81

6 62.5 62.5 15.625 31.25

7 62.5 62.5 15.625 -

8 125 62.5 3.9 -

9 62.5 31.25 7.81 -

10 62.5 62.5 31.25 -

11 125 62.5 31.25 -

Flukanazol | --- 125 - 15.625

4. TARTISMA

Gunumuzde birgcok arastirmaci cesitli kemoterapotik maddeler Uzerinde
arastirma yapmaktadir. Bunlar igerisinde yer alan piridazinonlar ve turevlerinin birgok

biyolojik etkiye sahip olduklari bildirilmistir. Su ana kadar bu bilesikler Gzerinde yapilan
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calismalar sonucunda bu kimyasallarin anti-hipertansif, kardiyotonik, analjezik,
antienflamatuvar, antipiretik, antihipertansif, antitlser, aldoz reduiktaz inhibitord,
antioksidan, antiallerjik, bronkospazmolitik, antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antitimor etki gosterdikleri bildirilmigtir [19]. Bu bilesigin anti bakteriyel etkisi Uzerine
yapilan galismalarda Gram pozitif bakterilerden Staphylococcus aureus ve Gram
negatif bakteriler icerisinde nozokomiyal enfeksiyonlardan sorumlu patojenler arasinda
yer alan Escheria coli, Klebsiella spp., Pseudomonas aureginosa Uzerine
antibakteriyel etkilerinin oldugu ve ayrica bu bilegigin turevlerinin hem anti-
mikobakteriyel hem de basta Candida albicans ve Cryptococcus neoformans olmak
Uzere cesitli mantarlar igin anti-fungal etkilerinin oldugu yapilan arastirmalarda
bildirilmistir [20,21,22,23,24,25,26,27]. Gunumuzde bir ¢ok arastirmaci bu bilegiklerin
antiviral aktivitesine yonelik arastirmalarda yapmaktadir. Piridazinon ve turevlerinin
anti-viral etkisinin arastirnildi§i calismalarda, bu bilesiklerin influenza viruslari igerisinde
yer alan H5N1’ kargi etkili olmalarinin yanisira HIV-1 revers-transkriptaz inhibitor,
genotip 1 HCV NS5B polimeraz, HBV DNA replikasyonun inhibitori olarak gorev
yaptiklari saptanmistir [28,29,30,31,32]. Bu ¢alismada sentezlenen 11 piridazinon
tirevinin antimikrobiyal etkilerinin oldugu saptanmistir. Ozellikle Gram negatif
bakteriler ve mayalar GUzerinde daha etkili olduklari goralmustir. Test edilen bilegiklerin

antimikrobiyal etkisi dikkat ¢ekicidir.

5. SONUG VE ONERILER

Calismamizda bu bilesiklerin hem toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilacak kemoteropatiklerin geligtiriimesine yardimci olacagini
dusunmekteyiz.Yeni antimikrobiyallarin gelistiriimesi i¢in bu bilesikler umut verici
gorunmektedir. Bu bilesiklerin anti-viral etkilerinin saptanmasi igin yeni ¢alismalarin
yapilmasi gereklidir. Ayrica bu bilesiklerin anti-tumor etkinliklerinin de c¢esitli kanser

hlcre hatlarinda test edilmesi gerektigini dugsunmekteyiz.



