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1. GİRİŞ:  

Kemoterapi terimi, geniş anlamı ile, çeşitli hastalıkların tedavisi için kullanılan 

kimyasal maddeleri ifade etmektedir. Fakat, bu maddeler seçici toksik etkileri sebebiyle 

temelde hastalık oluşturan mikroorganizmalara etkin olduklarından, tedavi amaçlı 

kullanılan her türlü madde “kemoterapötik” ve bunların uygulanışı da kemoterapi 

kavramı içinde incelenmektedir [1]. Günümüzde kemoterapötikler üzerindeki 

çalışmalar yoğun bir şekilde devam etmekte ve yeni yeni maddeler, her gün, insan 

sağlığı için kullanıma girmektedirler [2]. Penisilinin bulunuşu antibakteriyel 

kemoterapide en önemli aşamayı oluşturan antibiyotik çağının başlamasına yol 

açmıştır [3]. Enfeksiyon hastalıkları günümüzde halk sağlığı açısından önemini devam 

ettiren, erken tanı konulduğu takdirde, akılcı bir seçimle uygulanacak antimikrobik 

tedaviyle genellikle başarının sağlandığı bir alandır. Son yıllarda birçok antibiyotik 

direnç mekanizmasının birlikteliği ile klinikte kullanılan tüm antibiyotiklere dirençli 

bakterilere rastlanmaktadır[4]. Özellikle direnç genlerinin plazmitler ile aktarılabilir 

olması ve bu plazmitler üzerinde çok sayıda antibiyotik direnç geninin bir arada bulu-

nabilmesi, direncin hızla yayılması yanında, birçok antibiyotiğin de klinik kullanımdan 

kaldırılmasına neden olmuştur [5].Direnç gelişiminin en önemli nedenlerinden birisi 

antibiyotiklerin aşırı ve uygunsuz kullanımıdır. Hastane ortamında bulunan bakterilerin 

toplum kökenli enfeksiyon etkeni olan bakterilere göre daha dirençli oldukları 

bilinmektedir. Bunun en önemli nedeninin özellikle son 35–40 yıl içinde geliştirilen 

antibiyotiklerin hastane ortamında yaygın olarak kullanılması olduğu düşünülmektedir. 

Bu antibiyotikler içerisinde yer alan, beta-laktam grubu antibiyotikler çeşitli Gram 

negatif ve Gram pozitif bakteri enfeksiyonlarının tedavisinde yaygın olarak kullanıldığı 

için bu antibiyotiklere karşı direnç oluşumu sık görülmektedir. Gram pozitif bakterilerde 

en sık görülen beta-laktam direnç mekanizması Penisilin Bağlayan Protein (PBP) 

değişimleri iken Gram negatif bakterilerde antibiyotiği inaktive eden beta laktamaz 

enzimlerinin üretimidir [6]. Birçok Gram negatif bakteri cinsi doğal olarak kromozomal 

genler tarafından kodlanan beta-laktamazlar üretmektedir. Son yirmi yıllık dönemde 

çok sayıda yeni beta-laktam antibiyotik geliştirilmiş ancak tedaviye giren her yeni 

antibiyotikle birlikte farklı türde beta-laktamaz grupları da ortaya çıkmıştır [7]. Beta-

laktam antibiyotikleri hidrolize ederek inaktif hale getiren beta-laktamaz enzimi üretimi, 

başta Enterobacteriaceae üyeleri olmak üzere birçok bakteri türünün en önemli direnç 

mekanizmalarından birisidir. Bugüne kadar 350’ye yakın beta-laktamaz enzimi 
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tanımlanmıştır. Bunların yaklaşık 150 tanesi genişlemiş spektrumlu beta-

laktamazlardır (GSBL) [5]. GSBL’ler, Gram negatif çomaklarda bulunan, geniş 

spektrumlu sefalosporinler ve aztreonama karşı dirençten sorumlu olan enzimlerdir. 

Özellikle Klebsiella türleri ve Escherichia coli başta olmak üzere, GSBL üretimi ve 

patojen bakteriler arasında hızla yayılımı, son yıllarda tedavide ciddi sorunlar 

oluşturmaktadır [8]. GSBL sentezleyen E. coli ve Klebsiella suşları çoğunlukla birçok 

antibiyotiğe dirençli olduklarından bu mikroorganizmalar ile gelişen enfeksiyonlarda 

tedavi seçenekleri kısıtlıdır. GSBL üreten mikroorganizmalara bağlı birçok epidemi 

bildirilmiş olup GSBL üretiminin klinik yanıtı olumsuz etkilediği ve GSBL üreten 

mikroorganizmalara bağlı bakteriyemilerde mortalitenin arttığı farklı araştırmalarda 

gösterilmiştir [9]. Bununla birlikte, plazmitler aracılığı ile beta-laktamlar, makrolitler, 

aminoglikozitler gibi birçok antibiyotik grubuna direnç geliştiği bilinmekle birlikte, 1998 

yılına kadar kinolon grubu antibiyotiklere plazmitler aracılığı ile direnç gelişebileceği 

kesin olarak bilinmemekteydi [10,11]. Ancak ilk kez 1998 yılında ABD’nde çoklu 

antibiyotik direncine sahip bir Klebsiella pneumoniae suşunda plazmit aracılı kinolon 

direncine neden olan qnr (quinolon resistance) geninin saptanmasının ardından dünya 

genelinde bu konuda yapılmış çalışmalar hızla artmıştır [12,13]. Ülkemizde plazmit 

aracılı kinolon direnci 2005 yılında yapılan bir çalışma ile ilk kez gösterilmiş, sonrasında 

da farklı merkezlerde bu tip direncin varlığını gösteren çalışmalar yapılmıştır [14]. Daha 

sonra İstanbul, Ankara, İzmir, Kuzey Doğu Anadolu’dan plazmitte kodlanan çeşitli 

(qnrA, qnrB, qnrS, aaa(b)-1b-cr)  kinolon direnç genleri bildirilmiştir [15,16,17]. Bu 

nedenle çoklu ilaca dirençli Gram negatif ve Gram pozitif bakteri enfeksiyonlarının 

tedavisinde yeni antimikrobiyallere ihtiyaç duyulmaktadır. Bu çalışmada pridazinon 

türevlerinin hastane enfeksiyonları açısından çok önemli olan çeşitli Gram negatif ve  

Gram pozitif bakterilerin ve mayaların üzerine antimikrobiyal etkilerinin saptanması 

amaçlanmıştır.  

 

2. GEREÇ VE YÖNTEM 

1. Mikrobiyolojik Analiz: 

1.1. Gereç ve Yöntemler: 

1.1.1. Mikroorganizmalar: 

Bu çalışma Mersin Üniversitesi İleri Teknoloji ve Araştırma Merkezinde 

gerçekleştirilmiştir. Araştırmada, American Type Culture Collection (ATCC) ait referans 

suşlar kullanılacaktır. Çalışmada ilaç aktivitesinin antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi 
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için kullanılacak standart suşlar, 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 O157H7 (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:  

Kanlı 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. Çözücüler: 

Piridazinon türevleri, Dimetilsülfoksit  (DMSO) çözüldükten  sonra 0,45µm 

şırınga ucu filtreden (Sarstedt) geçirilerek süzüldükten sonra test edildi. 

1.1.4. Kullanılan Kontrol Antimikrobiyal Maddeler 

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

olarak kullanıldı. 

1.1.5. Cam Malzemeler:  

Test tüpleri, petri kutuları, balon joje, erlen, beher, cam pipetler(1ml, 5ml, 

10ml). 

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

Bio) Otoklav (Selecta), Etüv (Binder), vorteks (VELP Scientifica), hassas terazi 

(Termoscientific), güvenlik kabini (Termoscientific), otomatik pipetler (Eppendorf). 

1.1.7. Mikroorganizmalar ve İnokulum Hazırlığı: 

Standart suşlar  dilüsyon işleminden önce uygun besiyerlerine eklenerek canlandırıldı. 

Bunun için önce liyofilize halinde suşlar gliserollü buyyonda sulandırıldıktan sonra  

bakteriler genel üretim besiyerleri olan kanlı agar ve EMB, mantarlar ise SDA agara 

ekildi. Canlanan mikroorganizmalardan iki kez pasaj yapıldı.  Çalışmada ml’sinde 

yaklaşık 1,5×108 cfu/ml miktarında bakteri içeren kültürleri  hazırlandı. Bunun için 

hazırlanan süspansiyonun 625 nm’de 0,08-0,13 absorbansa sahip olması 

gerekmektedir. Bu işlem spektrofotometre aracılığı ile yapıldı. 

1.1.8. Anti-bakteriyel ve Anti-fungal Aktivitenin Saptanması: 
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Dilüsyon yönteminde antimikrobiyal ajanın minimal inhibisyon konsantrasyonları (MİK) 

değerleri saptanır. Dilüsyon yönteminde temel kural sıvı veya katı besi yeri içinde 

antimikrobiyalin belirli konsantrasyonları hazırlanarak mikroorganizma ile muamele 

edilmesidir. Yöntem olarak “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” 

tarafından önerilen prosedürlere göre bileşiklerin MİK değerinin saptanması için seri 

mikrodilüsyon yapıldı. Gram pozitif bakteriler için Mueller hinton broth, mayalar için 

triptic soy broth kullanıldı.  

Mikrodilüsyon Yöntemi, 96-kuyucuklu U-tabanlı mikroplaklarda (Sarstedt) uygulandı. 

Test edilecek bileşikten 5mg tartılıp 1 ml DMSO’da çözüldü. Mikroplaklardaki her 

kuyucuğa 150 mikrolitre besiyeri eklendi. Çözülen maddeden 150 mikrolitre alıp 150 

mikrolitre besiyerinde çözdürülerek etken madde son konsantrasyonun 2,5 miligram/ml 

olması sağlandı ve daha sonra etken maddenin 2 kat seri dilüsyonu yapıldı. Son 

aşamada her kuyucuğa kültürden 10’ar mikrolitre mikroorganizma eklendi. 

Mikroplaklar daha sonra 37°C’de 24 saat, 37°C’de 48 saat inkübe edildi ve inkübasyon 

sonrasında üremenin gözlenmediği en son kuyucuk spektrofotometre aracılığı ile 

belirlendi [17,18]. 

 

3. BULGULAR 

Test edilen 11 piridazinon türevinin aktivite sonuçları aşağıdaki tablolarda 

özetlenmiştir. 

 
 
Gram Pozitifler 

Minimal İnhibitör Konsantrasyon (µg/mL) 

 Bacillus 
subtilis subsp. 
subtilis 

Enterococcus 
faecium 

Staphylococcus 
aureus 

Enterobacter 
hormaechei 

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 
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Gram Negatifler 

Minimal İnhibitör Konsantrasyon (µg/mL)  

 Klebsiella 
pneumonia
e 

Acinetobact
er 
baumannii 

Pseudomon
as 
aeruginosa 

Escherichi
a coli 

Stenotrophomon
as maltophilia 

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
n 

7.81 15.625 7.81 - - 

 
 
 
Mayalar 
 

Minimal İnhibitör Konsantrasyon (µg/mL) 

 Candida 
albicans 

Candida 
glabrata 

Candida 
parapsilosis 

Candida 
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. TARTIŞMA 

Günümüzde birçok araştırmacı çeşitli kemoterapötik maddeler üzerinde 

araştırma yapmaktadır. Bunlar içerisinde yer alan piridazinonlar ve türevlerinin birçok 

biyolojik etkiye sahip oldukları bildirilmiştir. Şu ana kadar bu bileşikler üzerinde yapılan 
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çalışmalar sonucunda bu kimyasalların anti-hipertansif, kardiyotonik, analjezik, 

antienflamatuvar, antipiretik, antihipertansif, antiülser, aldoz redüktaz inhibitörü, 

antioksidan, antiallerjik, bronkospazmolitik, antibakteriyel, antifungal, antiviral, 

antitümör etki gösterdikleri bildirilmiştir [19]. Bu bileşiğin anti bakteriyel etkisi üzerine 

yapılan çalışmalarda Gram pozitif bakterilerden Staphylococcus aureus ve Gram 

negatif bakteriler içerisinde nozokomiyal enfeksiyonlardan sorumlu patojenler arasında 

yer alan Escheria coli,  Klebsiella spp., Pseudomonas aureginosa üzerine 

antibakteriyel etkilerinin olduğu ve ayrıca bu bileşiğin türevlerinin hem anti-

mikobakteriyel hem de başta Candida albicans ve Cryptococcus neoformans olmak 

üzere çeşitli mantarlar için anti-fungal etkilerinin olduğu yapılan araştırmalarda 

bildirilmiştir [20,21,22,23,24,25,26,27]. Günümüzde bir çok araştırmacı bu bileşiklerin 

antiviral aktivitesine yönelik araştırmalarda yapmaktadır. Piridazinon ve türevlerinin 

anti-viral etkisinin araştırıldığı çalışmalarda, bu bileşiklerin influenza viruslari içerisinde 

yer alan H5N1’ karşı etkili olmalarının yanısıra HIV-1 revers-transkriptaz inhibitörü, 

genotip 1 HCV NS5B polimeraz, HBV DNA replikasyonun inhibitörü olarak görev 

yaptıkları saptanmıştır [28,29,30,31,32]. Bu çalışmada sentezlenen 11 piridazinon 

türevinin antimikrobiyal etkilerinin olduğu saptanmıştır. Özellikle Gram negatif 

bakteriler ve mayalar üzerinde daha etkili oldukları görülmüştür. Test edilen bileşiklerin 

antimikrobiyal etkisi dikkat çekicidir. 

 

5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmamızda bu bileşiklerin hem toplum ve hastane kaynaklı enfeksiyonların 

tedavisinde kullanılacak kemoteropatiklerin geliştirilmesine yardımcı olacağını 

düşünmekteyiz.Yeni antimikrobiyallarin geliştirilmesi için bu bileşikler umut verici 

görünmektedir. Bu bileşiklerin anti-viral etkilerinin saptanması için yeni çalışmaların 

yapılması gereklidir. Ayrıca bu bileşiklerin anti-tümör etkinliklerinin de çeşitli kanser 

hücre hatlarında test edilmesi gerektiğini düşünmekteyiz. 

 


