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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Schiff bazlari ilk kez 1860’11 yillarda Nobel 6diilii almis Alman kimyager Hugo Schiff
tarafindan sentezlenmistir [1, 2]. Schiff bazlar1 RCH=NR’ genel formiiliiyle
gosterilebilir, bu formiilde R ve R’, alkil veya alkil siibstitiientleridir [3]. Schiff bazlari,
aldehit veya ketonlari aminlerle niikleofilik katilma tepkimesi ile meydana gelir. Karbon
ve azot arasimnda ¢ift bag (-CH=N-) olusur. Aldehitin tepkimesiyle olusan baga
“azometin” veya “aldimin”, keton ile olusan baga “imin” veya “ketimin” ad1 verilir [2,
4]. Kararh olmalar1 ve kolay sentezlenmeleri sebebiyle Schiff bazlar1 ¢ok kullanilan ve
ilgi duyulan bilesikler olmustur [1-3]. 1° Aminler ile karbonil bilesiklerinin rekasiyonlari
ile olusan bazi Schiff bazi gruplarinin tip, teknoloji, sanayi ve daha bir ¢ok alanda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bir primer amin gibi hareket eden N-NH> grubu iceren 1 tipi
1,2,4-triazol tlirevleri baz1 heteroaromatik aldehitlerle birleserek aromatik Schiff bazlarini
meydana getirirler [4-7]. Piridin-2-, piridin-3- ve piridin-4-karboksi aldehidler ile 1 tipi
1,2,4-triazol tiirevleri reaksiyona girerler ve heterosiklik Schiff bazlarini olustururlar. Bu

sekilde meydana gelen bilesiklerin mantarlara karsi etkili olduklar1 belirlenmistir [8].

Schiff bazlar1 koordinasyon kimyasinda ligand olarak kullanilmis ve bu kullanimi ilk
olarak 1930’Iu yillarda Pfeiffer ve arkadaslar1 taratfindan gergeklestirilmistir [2, 3, 10].
Schiff bazlarinin etkin olarak kullanildig1 bir ¢cok alan vardir. Schiff bazlarinin metal
kompleksleri boya endiistrisinde kullanilmaktadir [3]. Bu bilesiklerin aromatik halka
icerenleri ve yine metal kompleksleri katalizor olarak kullanilmaktadir [11]. Schiff
bazlar1, metal iyonlarini koordine etmek i¢in ligandlar olarak ve anyonlar1 koordine etmek
icin kullanilmistir [1]. Bitkilerin biiylimelerinde diizenleyici olarak rol oynadiklari,
koklerde biiyiime hormonu iizerinde etkili olduklar1 gézlenmistir [11]. Ayn1 zamanda
herbisidal 6zellikleri vardir [2]. Boceklere karsi toksisite gosterdigi bulunmustur [11].
Schiff bazlari, diyabet ve AIDS tedavisinde kullanilmaktadir [2]. Insan viiciidunda
hemoglobin, bitkilerde klorofil gibi 6nemli koordinasyon bilesiklerinde oldugu gibi
Schiff bazlar1 da ligand olarak kullanilir ve serbest oksijen, askorbik asit gibi biyolojik
olarak 6nemli olan molekiillerin oksidasyonunda rol oynarlar [3]. Antitumor ve anti

kanser 6zeliklerinden dolay1 kanser ilaglarinda Schiff bazlalarinin 6nemli bir yeri vardir



[9,10]. Schiff bazlar1 ile yapilan bir ¢ok ¢alismada bu bilesiklerin antiviral, antifungal,
antibakteriyel 6zellikleri oldugu gézlenmistir [2, 3, 9-13].

Mikroorganizmalar, ¢iplak gozle goriilemeyecek kadar kiigiik ve tek hiicreli canlilardir.
Bakteriler, mayalar, kiifler, algler ve protozoa temel mikroorganizmalardir.
Mikroorganizmalarin canli yagaminda onemli rolleri vardir. Baz1 gidalar, kefir, yogurt,
sirke, ekmegin mayalanmasi mikroorganizma aktivitesi ile olusur. Bunun yaninda alkol,
aseton elde edilmesi, biyolojik atik su aritmasi, biyolojik giibre ve biyoinsektisitler
mikroorganizmalar ile yapilir. Tiim bunlara karsilik mikroorganizmalar insan, hayvan ve
bitkilerde hastaliklara, Oliimlere neden olur. Gidalarm bozulmasma neden olarak
ekonomik kayiplara neden olur. Zararli mikroorganizmalar kars: etkili ilag iiretimi bu
sebeple Onemli ve degerlidir [14]. Mikrobiyolojik ¢alismalarda kullanilan ana
organizmalar bakteriler, funguslar, viriisler, protozoalar ve alglerdir. Tanimlanmis
mikroorganizmalar arasinda en detayli calisilan grup bakterilerdir. Bakteriler genellikle
tek hiicreli organizmalar olup kiiresel, ¢comak, spiral veya filament selinde olurlar.

Bazilar1 hareketsiz bazilar1 hareketlidir [15].

1.1.1. Staphylococcus

Cevresel kaynaklarda yaygin olarak bulunan Stafilokok tiirleri, insan ve hayvanlarin
derisinde, iist solunum yolu, alt sindirim ve iirogenital sistem mukoz membranlari ile
iligkili mikroorganizmalardir. Stafilokok tiirleri insan ve hayvanlarda firsat¢1 patojen
olarak tanimlanir. Insan viicudunun gesitli yerlerinde kolonize olurlar. Stafilokok cinsinin
30’u askin tiirii bulunmaktadir ve bu tiirlerin yalnizca 17 tanesi insan 6rneklerinden elde
edilebilmistir. Stafilokoklardan S. aureus, S. intermedius, S. epidermidis, S. hyicus ve S.
schleiferi subsp. coagulans taksonlar1 veteriner hekimler i¢in 6dnemlidir. Stafilokoklar
hayvanlarda mastitis, kuzu piyemisi, atlarda botriyomikozosiz olmak iizere lokal ve genel
irinli enfeksiyonlara neden olur. S. aureus hastanelerde insanlarin burun mukozasina
yerlesir. S. aureus’un bulunmadigi burun mukozasinda ise S. epidermidis koltuk alti,
kasik, yiiz ve ayak parmak derisine yerlesir. S. hominis ve S. haemolyticys koltuk at1 ve
kasik derisinde, S.capitis bas derisinde, S. auricalis dis kulak yolu derisinde bulunur. S.
saprophyiticus {irogenital mukozaya yerlesir. Insanlarda gida kaynakli enfeksiyonlara da

neden olduklarindan halk sagligi agisindan 6nemleri bulunmaktadir [16].



Stafilokoklar, Micrococcaceae familyasinda bulununan, 0.5-1.5 pm capinda, tek tek,
ciftler veya diizensiz kiimeler olarak goriilen koklardir. Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz,
fakiiltatif anaerob, genellikle de aerob olarak iireyen, kemoorganotrofik bakterilerdir.
Kat1 besiyerinde kolonileri kisa zamanda ¢ogalir. Koloniler sar1, krem, beyaz pigmentli

olabilir. Ureme sicakhig1 18-40 °C’dir. Kapsiil olusumu degiskendir [16,17].

Staphylococcus aureus, Insan ve sicak kanli hayvanlarda gida zehirlenmesi ve piyejonik
enfeksiyonlar1 yapabilen bir stafilokoktur. Dogada yaygm olarak bulunur. Bir ¢ok
stafilokok tiirii gibi insanlarmn st solunum yollar1 ve derilerinde dogal olarak goriiliir.
Bunun yanmda pek c¢ok evcil hayvan da S.aureus kaynagidir. Sicakkanli hayvanlarin
burun deliklerinde, tiiylerinde ve derilerinde bulunur. Onemli bir mastitis etkenidir.
Tasiyict ineklerden siit ve siit liriinlerine bulasabilir. S. aureus enfeksiyonlari, deri ve
mukozada olusan enfeksiyonlardir. Bu enfeksiyonlar abseler, fronkiil, sikosiz, kan ¢ibani,
panaris, hidroadenit, biefarit, bademcik iltihaplanmasi, farenjit, peritonsiller abse gibi
sekillerde goriilebilir. S. aureus sepsis, endokardit, pndmoni, gida zehirlenmesi ve enterit

gibi rahatsizliklara da sebep olabilir [16,17].

S. aureus fakiiltatif anaerob, cogunlukla aerob iireyen, hemoliz yapan, koagiilaz pozitif,
sporsuz, hareketsiz ve kapsiilsiiz, 1s1ya ve kuruluga, antibiyotiklere kars1 diger bakterilere
nazaran daha dayanikli bakterilerdir. Basit ve kanli besiyerinde iirer, altin saris1 renginde
pigment olustururlar. Enzim yapisinda maddeler ve toksinler sentezler, bu maddeler ile

enfeksiyonlara neden olurlar [17, 18].
1.1.2. Enterococcus

Enterokoklar 1980’li yillara kadar Streptococcus cinsi i¢inde, fekal streptokoklar olarak
degerlendirilmis ve Lancefield gruplandirmasida ¢ogu tiir D grubunda yer almistir. Bu
tarihten sonra yapilan ¢alismalar ile enterokoklar, 1984 senesinde Scheifer ve Klipper-
Balnz tarafindan Enterococcus cinsi olarak isimlendirilmistir. Enterococcaceae
familyasinda yer alan Enterokoklar, Gram-pozitif, sporsuz ve yaklagik 1 pm g¢apinda
koklardir. Enterokoklarmn bir ka¢1 diginda hepsi hareketsizdir. Anaerob veya fakiiltatif
anaerob bakterilerdir. Mikroskoptaki goriintiileri ikili kok ya da kisa zincir seklindedir
[19-21].



Enterokoklar hemen hemen heryerde, her zaman bulunabilen bakterilerdir. Insan ve
hayvanlarin sindirim kanalinda, {irogenital sistemde ve deride dogal olarak bulunur.
Ozellikle hastanede yatan hastalar i¢cin dnemli patojenlerdir. Idrar yolu enfeksiyonlarmin
onemli bir etkenidir. Enterokoklar; peritonit, bakteriyemi ve endokardit gibi hastaliklara
sebep olurlar. Insan diskisinda genellikle E.coli’den daha az sayida bulunur ve suda iyi
ireyemez. Gidalarda enterokoklarin bulunmasi gidanm diski ile dogrudan kontamine
oldugunu gostermez ¢iinkii bu bakteriler insan ve hayvanlarin sindirim sisteminde
bulunmalarma ragmen dogada da yaygin olarak bulunur. Su o6rneklerinin analizleri
sonucu ortaya ¢ikan ¢ok yiiksek oranda enterokok varligi fekal bir kontaminasyonun
varliginin gostergesidir. Diger taraftan suda koliformlardan daha uzun siire canliliklarini
koruyabilmektedirler. Siit iirlinlerinde ve diger gidalarda da yiiksek oranlarda bulunabilen
bu bakterilerin, bakteriyosin {iretimi ve probiyotik karakteri, siit endiistrisinde
kullanilabilirlikleri gibi énemli biyoteknolojik 6zellikleri oldugu halde, onlarin gida
kaynakli patojenler olarak goriiliip goriilmeyecegi lizerinde fikir birligi yoktur [19, 21,
22]. Giinliimiizde Enterococcus cinsinin 40 kadar tiirti vardir. Klinik olarak énemli olan

tiirleri ise E. faecalis, E. faecium, E. gallinarium, E. casseliflavus tirleridir [21].

Enterococcus faecalis, insan ve hayvan diskisinda bulunan fekal bir tiirdiir. Diski disinda
toprak, su ve bitkilerde de rastlanir. Gidalarda E. faecalis varlig1 fekal bir kontaminasyon
oldugunu gostermez. E. faecalis bakterileri karbonhidratlardan fermentasyon yoluyla
laktik asit olusturduklar1 i¢in ¢esitli peynirlerin iiretiminde starter kiiltiir olarak
kullanilabilir. Cedar peyniri, Isvi¢re peynirlerinden bazilar1 ve italyan peyniri iiretiminde
asit, tat ve aroma olusumu i¢in kullanilmaktadir. Bu bakteri laktik asit liretme ve siitii
pihtilagtrma 6zelligine sahiptir. Bunun disinda E. faecalis’in gidalarda bulunmamasi

makbuldur [19-22].
1.1.3. Pseudomonas

Pseudomonas cinsi bakteriler Pseudomonaceae familyasinda yer alan bakterilerdir. Bu
cinse ait bakteriler insan ve hayvanlar i¢in firsat¢1 patojen o6zelligi gosterir. Dogada
heryerde, toprakta, suda, ¢iirlimekte olan organik maddelerde, bitki oriitiisiinde bulunur.
Hastanelerde lavabolar, tuvaletler, ¢igek saksilari, temizlik bezleri gibi nemli ortamlarda
hatta dezenfaktan sularinda bulunurlar. Pseudomonas tiirleri genellikle hareketli, diiz ya

da hafif kivrimli, gram negatif basiller olup genellikle ¢iftler halinde bulunurlar. Boyutlar1



0.5-1.0%1.0-0.5 pm’dur. Karbonhidratlar1 oksidasyon yolu ile fermantasyon yapmadan
pargalarlar. Bir ya da iki polar flagellas1 ile hareket edebilir. Pseudomonas aeruginosa

biitiin tiirleri arasinda pek ¢ok enfeksiyona neden olan tiirtidiir. [23-26].

Pseudomonas aeruginosa, sporsuz ve kapsiilsiiz basil ve zorunlu aerob olan bir bakteri
tiiriidiir. Bu tiir kirpikleri sayesinde hareketlidir. Mukoid polisakkarit kapsiilii vardir.
Dogada yaygin olarak bulunur, organik maddeler i¢inde, sularda uzun siire canli kalabilir.
Insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda flora elemani olarak bulunur. Yiiksek sicaklik ve
kuru ortamlara dayanikli degildir. Insan ve hayvanlarda genellikle irinli ve bazen de akut
sistemik enfeksiyonlara neden olur. Neden oldugu hastaliklar, solunum yolu, iiriner
sistem, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, kulak ve goz enfeksiyonlari, bakteriyemi

ve endokardittir [23-26].
1.1.4. Escherichia coli

E. coli tirii bakterileri, Enterobacteriaceae familyasinda bulunan c¢ok c¢esitli
hastaliklardan sorumlu, gram negatif ve c¢omak seklinde olan bakterilerdir.
Enterobacteriaceae familyasi iiyeleri tibbi olarak onemli gram negatif basillerin oldugu
heterojen ve kalabalik bir topluluktur [27]. Escherichia coli, Escherichia cinsinin en
onemli tliriidiir. Boyutlar1 1.1-1.5%2.0-0.6 um’dur. Peritik bir flagellaya sahip oldugu i¢in
hareketli bir tirdiir. E.coli fakiiltatif anaerob bir bakteridir ve S seklinde koloniler
olusturur. Laktozu ayristirdig1 icin MacConkey agarda pembe, EMB agarda metalik
renkli kolonileri meydana getirir [28]. E.coli diskida bulunan bir bakteridir ve diger
bagirsak bakterileri gibi ¢esitli antijenlere sahiptir. Bu antijenler; Somatik “O” antijenleri,
Flagellar “H” antijenleri, Kapsiiler “K” antijenleri, Fimbrial (Pilus) antijenlerdir. O
antijenleri, lipopolisakkarit yapidadir. Istya, kaynatmaya ve alkole dayanikli olduklar1
halde formole dayaniksizdir. H antijenleri, protein yapidadir ve O antijenlerinin aksine
formole dayanikli 1s1ya kars1 dayaniksizdir. K antijenleri, polisakkarit yapidadir ve 1siya
dayaniklidir. 120 °C’de iki saat kaynatildiktan sonra ortadan kaldirilabilir. Fimbria
antijenleri de protein yapidadir [28, 29]. E.coli, gastroenterit ve IYE, menenjit ve sepsis
gibi bagirsak dis1 enfeksiyonlarini da i¢ine alan birgok hastalik ile iliskilidir. Bu bakteri
gastrointestinal kanalda bol miktarda bulunur. Bagirsak perforasyonu sonucu periton
bosluguna girerek hastalik olusturan firsatci bir patojendir. Bagirsagin normal florasinda

bulunan bu bakteri canlinin savunma giicii azaldiginda doku ve organlara yayilarak



enfeksiyona sebep olur. Sebep oldugu hastaliklar, iiriner sistem, safra ve safra yollar1
enfeksiyonlari, menenjit, peritonit, ebse, siniizit ve yara enfeksiyonlar1 gibi hastaliklardir.
E. coli, sepsisli hastalarda en ¢ok izole edilen bakteridir. Gastroenteritin baglica sebebidir
[29, 30]. E.coli bakterileri evcil hayvanlarda intestinal hastaliklara, hayvanlarda
irogenital enfeksiyonlara, meme bezi enfeksiyonlarina, akciger yangilarina, yara

enfeksiyonlarina sebep olur [28].
1.1.5. Klebsiella

Klebsiella cinsi bakterileri, gram negatif, hareketsiz, fakiiltatif anaerobik basillerdir. Izole
edilen kolonilerin mukoid goriiniimiinden ve in vivo olarak viriilansin artmasindan
sorumlu olan, belirgin bir kapsiilleri vardir [27-30]. Klebsiella tiirleri; pndmoni, yaralar,
yumusak doku ve idrar yolu enfeksiyonlarina neden olur. Klebsiella cinsinden K.
pneumoniae ve K. oxytoca, toplum veya hastane kaynakli primer lober pndmoniye sebep
olur [30]. K. pneumoniae st solunum yolu ve digki florasinda bulunan, firsat¢i bir
patojendir [29]. Bu tiir evcil hayvanlarin da florasinda bulunmaktadir. Streprococcus
zooepidimicus ile sinergetik olarak atlarda metritislere neden olmaktadir. K&peklerde
sistitis, mastitis ve metritislerden izole edilmislerdir. Domuzlarda agalactia
sendromundan sorumlu olduklar1 belirlenmistir. K. granulomatis ise genital bolgeyi ve

inguinal bolgeyi etkileyen inguinal graniilom’un etkenidir [28].
1.1.6. Antimikrobiyal aktivite belirleme yontemleri

Patojen bakterilerin ya da diger mikroorganizmalarin sebep oldugu hastaliklardan
kurtulabilmek i¢in bu mikroorganizmalarin canlidan uzaklastirilmasi ya da 6ldiriilmesi
gerekmektedir. Bu sebeple bakterilere karsi antibiyotikler kullanilir. Antibiyotiklerin
yapisi, etki ettikleri grup, ajanlarin bu maddeye duyarligi ya da direnci gibi etmenler
antimikrobiyal ¢aligmalarin 6nemli unsurudur. Antimikrobiyal ilaglarm hastalik etkenine
karsi statik ya da sidal veya her iki etkinin nasil oldugu ¢ok iyi anlasilmalidir. Hastalik
ajanlarinin da stirekli olarak antimikrobiyal ilaglara karsi kazandiklar1 direncten kaynakli
olarak yeni antimikrobiyal madde ¢aligmalar1 yapilmaktadir [31, 32]. Antimikrobiyal
maddelerin mikroorganizmalar iizerinde duyarlhiliklarinin saptanmasinda kullanilan
yontemlerden biri sivi diliisyon yontemidir. Sivi diliisyon yonteminde amag¢ kullanilan

antimikrobiyal maddenin diliisyonlariin mikroorganizmalara olan etkisini belirlemektir.



Kullanilan antimikrobiyal maddenin bakteriler iizerinde etkili oldugu konsantrasyonlar1
ile MiK ve MBK degerleri belirlenir [33, 34]. Minimum inhibitér konsantrasyon (MIK),
24 saat inkiibasyondan sonra bir mikroorganizmanin gozlenebilir biiyiimesi izerinde tam
bir inhibisyon saglayacak olan antibakteriyel bir maddenin en diisiik konsantrasyonu
olarak tanimlanmaktadir. MIK degeri organizmalarin antibakteriyel maddelere karsi
duyarliligini tespit etmek i¢in “altin standart” olarak diisiiniilmektedir. Bu nedenle, diger
tim duyarlilik test yontemlerinin etkinligini degerlendirmek i¢in kullanilir. Minimum
bakteri Oldiirticii konsantrasyon (MBK), bakteriyel inokiilumlarin % 99.9'unu 6ldiiren
antibakteriyel maddenin en diisiik konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir. MIK,
antibakteriyel maddenin bakteri liremesi iizerindeki inhibisyon etkisi oldugu icin,
antibakteriyel madde c¢ikarildigi takdirde bakterilerin tekrar biiylimeye baslamasi
miimkiindiir. Antibakteriyel maddenin bakterileri 6ldiirme yetenegini bulmak ic¢in bir
biiylime testi yapilabilir ve bu test MBK olarak adlandirilir [35]. S1v1 diliisyon yontemi
makrodiliisyon ve mikrodiliisyon olmak iizere iki sekilde yapilir. Makrodiliisyonda
13x100 mm tiipler kullanilirken mikrodiliisyonda steril ve plastik olan mikrodiliisyon
plaklar1 kullanilir [34]. Makrodiliisyon testi i¢in inokiiliim hazirlanirken dogrudan koloni
siispansiyonu ya da buyyon kiiltiirii yontemleri kullanilir. Dogrudan koloni
stispansiyonunda 18-24 saatlik agar plagindan koloniler alinir, siispansiyonun bulanikligi
0.5 McFarland bulaniklia esdeger olacak sekile ayarlanir. Bu ayarlama fotometrik cihaz
ya da gozle yeteri kadar 15181n oldugu ortamda 0.5 McFarland tiipii ile karsilastirilarak
yapilabilir. Buyyon kiiltiiri yonteminde ise kolonilerin direk olarak siispanse edilemedigi
ya da 24 saatlik kolonilerin olmadig1 durumlarda ikinci bir secenek olarak kullanilabilir.
Alinan bakteriler “triptik soy buyyon” gibi bir besiyerine aktarilir ve 0.5 McFarland
standardina gelinceye kadar inkiibe edilir. Bu standart 6l¢iimii yine fotometrik bir cihaz
ile ya da gozle 0.5 McFarland tiipii ile karsilastirilarak yapilir. Stvi diliisyon yonteminde
Mueller-Hinton Siv1 besiyeri kullanilir. Hazirlanan inokiiliimlara antimikrobiyal madde
diliisyonlar1 eklenir ve inkiibasyona birakilir. Kontrol amagli hazirlanan inokiiliimlardan
agara ekim yapilarak es zamanli inkiibasyona birakilmalidir. Mikrodiyoliisyonda ise
inokiiliim makrodiliiyondaki gibi hazirlanir ve mikrodiilityon plaklarina uygun oranlarda
besiyeri ile inokiilim dagitict bir alet ya da pipet yardimi ile dagitilir. Mikrodiliisyon
plaklar1 kurumay1 6nlemek i¢in plastik bir kapak ya da torba ile kapatilir. Hazirlanan

plaklar 35°C’de 16-20 saat inkiibasyona birakilir. Sonuglar degerlendirilirken



Makrodiliisyon ve mikrodiliisyonda iiremenin olmadig1 MiK degeri belirlenir [34]. MIK
deger siv1 diliisyonda belirlendigi gibi agar diliisyon yontemi ile de belirlenebilir. Ikisinin
de prensibi aynidir. Fark olarak agar diliisyon yonteminde belirlenen antimikrobiyal
madde belirli konsatrasyonlarda agarin i¢ine agar heniiz donmamis iken karistirilir. Agar
diliisyon yonteminde Mueller-Hinton Agar kullanilir. Agar donmaya baslamadan, i¢inde
hava kabarcig1 olmayacak sekilde ve 3-4 mm derinliginde olacak sekilde petri kaplarina
dokiiliir. Kontrol i¢in antimikrobiyal madde icermeyen bir plak hazirlanir. Inokiiliim yine
0.5 McFarland olacak sekilde hazirlanir. Inokiilimden agara transfer edilecek bakteri
yogunlugu 10* CFU/ml olacak sekilde siv1 besiyeri ile sulandirilir. Inokiiliimiin agara
ekiminden sonra 35+2 °C sicaklikta 16-20 saat inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra MIiK
degerinin belirlenmesi i¢in koyu renkli ve 15181 yansitmayan bir yiizey iizerinde plaklar
incelenir. Uremenin inhibe oldugu en diisik konsantrasyon MIK degeri olan
konsantrasyon olarak belirlenir. MIK konsatrasyonunda kontrol grubuna gére %80
oraninda iiremede azalma gozlenmesi gerekmektedir [33, 36, 37]. Aleksander
Flemming’in 1928 yilinda antibiyotigi kesfi tip tarthinde bir doniim noktas: olmustur.
Antimikrobiyal bilesiklerin kesfinden sonra infeksiydoz hastaliklarin bu bilesiklerle
elimine edilebilecegi diistiniilmiistiir [38]. Ne yazik ki bu antimikroyal maddelere direng
gelisimi bu iyimserligi azaltmistir ve ¢esitli antibiyotiklere direngli ve duyarli bakterileri
belirlemek i¢in, giiniimiizde hala altin standart kabul edilen yontemlerden broth diliisyon
yontemi zaman alic1 oldugu i¢in daha kisa siirede sonug alinabilen disk difiizyon yontemi
gelistirilmistir [39]. 1956'da, W. M. M. Kirby ve meslektaslar1 Washington Universitesi
Tip Fakiiltesi, King County Hastanesinde, antimikrobiyal duyarlilik i¢in tek bir disk
yontemi belirlendi [40]. Bu yontemdeki standardizasyon problemleri 1960’larin basina
kadar devam etmisti. Kirby ve meslektasi A. W. Bauer disk diflizyon yontemiyle ilgili
daha dnceki tiim bilgileri glincelleyerek yayimladilar [41]. Bu yontem giiniimiizde Kirby
Bauer Disk Diflizyon Yontemi olarak adlandirilmaktadir. Bu yontemde antimikrobiyal
etkinligi belirlenecek olan maddelerin seri diliisyonlar1 hazirlanir. Aktiflestirilerek bir
gece inkiibe edilen bakteri inokiiliimleri 0.5 McFarlanda gore standardize edilir ve Muller
Hinton Agar ilizerine yayma ekimleri yapilir. Ekimden sonra plaklarin oda isisinda
kurumasindan sonra, antimikrobiyal maddelerin farkl diliisyonlarmdan steril disklere 10
ml emdirilerek kiiltiir tizerine yerlestirilir. 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra

olusan zon ¢aplar1 dlgiilerek bakterilerin maddelere duyarli ya da direngli olup olmadig1



tespit edilir [42]. Disk diflizyon yontemi ile ¢ok benzer olan agar kuyucuk diflizyon
Yontemi de antimikrobiyal maddenin bakteriler iizerindeki etkilerini zon cap1
belirleyerek 6lcer. Agar kuyucuk difiizyon yonteminde de diger yontemlerde oldugu gibi
Mueller-Hinton agar kullanilir. Inokiiliim 0.5 McFarlanda gore hazirlanir. Besiyerinde
belirli bir ¢apta kuyucuklar agilir. Bu kuyucuklarm ic¢ine test edilecek antimikrobiyal
madde doldurulur. Bundan sonra plaklar inkiibasyona birakilir. inkiibasyon sonunda
kuyucuklarm etrafindaki inhibisyon zon ¢aplar1 l¢iiliir. Agar kuyucuk yonteminde agarin
gecirgenligi ve kullanilan maddenin difiizyon hizi yapilan calismayr etkileyebilecek

etmenlerdir [43].



2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyaller
2.1.1. incelenen Schiff Bazlar

Bu ¢alismada kullanilan Schiff bazlar1 Kafkas Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Béliimiiniin Organik Kimya Laboratuvarinda Prof. Dr. Haydar YUKSEK, Dr. Ogr. Uyesi
Murat BEYTUR, Dr. Giil OZDEMIR tarafindan sentezlenmistir. Schiff bazlarinin
sentezinde kullanilan kimyasal maddeler Merck, Fluka ve Aldrich firmalarindan

saglanmustir. Gerekli ¢oziiciiler ise yerli ya da yurtdis1 kaynaklardan temin edilmistir.

Calismada kullanilan Schiff bazlar1 agik formiilleri ile sunlardir:
3-p-Klorobenzil-4-[3-etoksi-4-(benzensulfoniloksi)-benzilidenamino]-4,5-dihidro- 1 H-
1,2,4-triazol-5-on (SB1)

3-m-Klorobenzil-4-[ 3-etoksi-4-(benzensulfoniloksi)benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on (SB2)
3-p-Metoksibenzil-4-[3-etoksi-4-(benzensulfoniloksi)benzilidenamino]-4,5-dihidro- 1 H-
1,2,4-triazol-5-on (SB3)

2.1.2. Test Bakterileri

Calismada kullanilan Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa bakterileri Kafkas Universitesi

Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan temin edilmistir.

2.1.3. Besiyerleri

Bakterilerin aktiflestirilmesi i¢in Nurtient Broth (Oxoid ) ve antimikrobiyal ¢aligmalarda
Muller Hinton Agar (Oxoid) kullanilmustir.

2.2. Yontem
2.2.1. Schiff Bazlariin Sentezi

Calismanin 2 adet 1 tipi bilesigin 3-etoksi-4-hidoksibenzaldehidin trietilamin varhiginda

buz banyosunda benzensulfonil kloriir ile muamelesinden sentezlenen 7 tipi 3-etoksi-4-
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(benzensulfoniloksi)benzaldehid ile reaksiyonundan 8 tipi 2 adet 3-alkil(aril)-4-[3-etoksi-
4-(benzensulfoniloksi)benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesigi
sentezlenmistir (Sekil 1). Gergeklesen bu reaksiyonla 3-p-klorobenzil-4-[3-etoksi-4-
(benzensulfoniloksi)-benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (SB1), 3-m-
klorobenzil-4-[3-etoksi-4-(benzensulfoniloksi)benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on (SB2) ve 3-p-metoksibenzil-4-[3-etoksi-4-(benzensulfoniloksi)-
benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (SB3) bilesikleri sentezlenmistir
[44].

N|—NH N|—NH
)\ /& +  ArCHO — > )\ /&
R™ONT S0 -H0 R 1T1 0
NH, N=CH—Ar
1 2
Nl—NH N|—NH
)\ /J% i CHO )\ /J%
R™ SN0 @N -H0 R ITI 0
SN
1 3
Sekil 2.1: Schiff bazi sentezi [44]
Nl—NH SB1-SB3 R
R/LN/KO SB1 CI@CHz—
|
N=CH
Cl

I
I SB3 | CH;0

O

SB2 @CHZ—
CH;CH,0 0

Sekil 2.2: 3-Aril-4-[3-etoksi-4-(benzensulfoniloksi)-benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-

1,2,4-triazol-5-on bilesiginin genel formiilii
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2.2.2. Schiff Bazi Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Antimikrobiyal etkisi belirlenecek olan schiff bazlarinin stok soliisyonlar1 10mg/ml ve
4mg/ml olacak sekilde DMSO iginde ¢oziilerek hazirlandi. Daha sonra 4mg/ml ‘lik stok
soliisyonun her defasinda diliie edilerek 2mg/ml, 1mg/ml, 0.5mg/ml’lik diliisyonlar1

hazirlandi.
2.2.3. Disk Difiizyon Yontemi

Test bakterileri Nutrient Broth besiyerine alinarak bir gece inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi vorteks ile homojenize edildi. Bulaniklik 0.5 McFarlanda gore
ayarlandi. Her bir bakteri soliisyonundan 100’er pul Muller Hinton Agar iizerine
aktarilarak drigalski spatiilii ile yayma ekim yapildi. Ekimden sonra petriler oda 1sisinda
10 dakika kurumaya birakildi. 6mm steril disklere 3 schiff bazinin 10 pl/ml, 4ul/ml,
2ul/ml, Tpl/ml ve 0.5 pl/ml’lik diliisyonlarindan 15°er pl emdirildi ve kuruyan petri
kaplarmnin iizerine yerlestirildi. Negatif kontrol olarak DMSO ve pozitif kontrol olarak

ampisilin/sulbaktam, tigesiklin, Amoksisilin/klavulanik asit kullanild.

Petri kaplar1 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda olusan
inhibisyon zon caplar1 dlgiilerek 5 mm ve {izeri zon c¢ap1 olusturan schiff bazlar1 etkili

olarak degerlendirildi [3].

12



3. BULGULAR

Antimikrobiyal etkisi degerlendirilen schiff bazlarindan SB1 (3-p-Klorobenzil-4-[3-
etoksi-4-(benzensulfoniloksi)-benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on )
schiff bazinin Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae iizerine, SB2 (3-m-
Klorobenzil8in-4-[3-etoksi-4-(benzensulfoniloksi) benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on) schiff bazinin ise sadece K. pneumoniae lizerine antimikrobiyal etki
gosterdigi tespit edilmistir. SB1 ve SB2 schiff bazlarinin 10 mg/ml dozda inhibitor etki
gostermistir. Antimikrobiyal etkisi degerlendirilen SB3 (3-p-Metoksibenzil-4-[3-etoksi-
4-(benzensulfoniloksi)benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on )  schiff
bazimin, test bakterileri lizerinde herhangi bir dozda etkisinin bulunmadig1 goriilmiistiir.
Calismada kullanilan Schiff bazlarinin 10 mg/ml altindaki dozlar1 ile yapilan calismada
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa bakterileri lizerinde herhangi bir etki gostermedigi

gbzlenmistir.

Sekil 3.1 ve Sekil 3.2’de schiff bazlarinin test bakterileri {izerine inhibisyon zonlar1
goriilmektedir. Etkisi tespit edilemeyen doz uygulamalarmin fotograflar1 Ekler

bolimundedir.
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Sekil 3.1: 1 numarali schiff bazinin E.coli iizerine 10 mg/ml dozda olusturdugu

inhibisyon zonu

Sekil 3.2: 2 numarali schiff bazinin K.pneumoniae {izerine 10 mg/ml dozda olusturdugu

inhibisyon zonu
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Tablo 3.1: Kulanilan schiff bazlarinin inhibisyon zon ¢aplar1

Inhibisyon Zonu (mm)
No |Schiff baz1
S. aureus | E. faecalis|K.pneumoniae| E.coli |P. aeruginosa
1 SB1 <6 <6 8 11 <6
2 SB2 <6 <6 8 <6 <6
3 SB3 <6 <6 <6 <6 <6
Tablo 3.2: Schiff bazlarinin etki dozlar
Test Bakterileri
No |Schiff bazi
S. aureus | E. faecalis|K.pneumoniae| E.coli |P. aeruginosa
1 SB1 - - 10 10%* -
2 SB2 - - 10 - -
3 SB3 - - - - -
*mg/ml
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4. TARTISMA VE SONUC

Schiff  bazlarinin  antifungal, antibakteriyel,  antimalaryal, antiproliferatif,
antienflamatuar, antiviral ve antipiretik 6zellikler dahil olmak iizere ¢ok cesitli biyolojik
aktiviteler gosterdigi bilinmektedir [45,46]. Dogal olmayan ve dogal olan cesitli
bilesiklerde imin veya azometin gruplar1 bulunur. Ozellikle bu tiir bilesiklerde bulunan

imin grubunun biyolojik aktivitelerde etkili oldugu gosterilmistir [47,48].

Schiff bazlar1 iimit verici antibakteriyel maddeler olarak degerlendirilmektedirler. Souza
ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada N- (salisiliden) -2-hidroksianilinin, Mycobacterium
tuberculosis H37Rv'ye kars1 8 png / ml’de inhibitor etki gosterdigini tespit etmiglerdir [48].
Yakin zamanda 5-kloro-salisilaldehit ve primer aminlerden elde edilen bir dizi Schiff
bazmmin sentezi ve antimikrobiyal aktivitesi bildirilmistir. Degerlendirilen schiff
bazlarinm en az bir bakteri tiirii iizerine 2.5 ila 5.2 pg/ml MiK degerlerinde etkili oldugu,
ayn1 bakteri suslar1 tizerine Kanamisin’in 3.9 mg/ml’de etki gosterigi goriilmiistiir [49].
[satin tiirevi schiff bazlarinin da antimikrobiyal etki gosterdikleri bildirilmistir [50].
Pandeya ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismalarda yirmi sekiz klinik izolat bakteri
kullanilmistir. Yazarlar, ¢aligilan tiim patojen bakterilere karsi etki gdsteren bir schiff baz1
tespit etmislerdir. E. coli NCTC 10418, Vibrio cholerae, Enterococcus faecalis, Proteus
shigelloides'e kars1 etki gdsteren schiff bazinm MIK degerleri sirasiyla 2.4, 0.3, 1.2 ve
4.9 g / ml iken siilfametoksazol icin MiK degerlerinin (referans ilag); ayn1 bakteri suslar1
icin 312-5000 pg / mL araliginda oldugunu tespit etmislerdir. Boylece bu bilesigin,
stilfatoksazolden 1040, 1040, 4160 ve 1020 kat daha fazla daha etkili oldugu anlagilmastir.
Diger isatinden tiiretilmis Schiff bazlar1 literatiirde tarif edilmistir, ancak anlamli

antibakteriyel aktivite icermedigi belirtilmistir [51,52].

Hearn ve Cynamon yaptiklari calismada izoniazid tiirevi bir schiff bazinin 17, 0.03 mg/L
MIK degerinde M. tuberculosis H37Rv'ye kars1 etkili oldugunu tespit etmislerdir [53].
2005 yilinda Panneerselvam ve arkadaslari morfolin tiirevi 11 schiff bazinin sentezi ve in
vitro antibakteriyel aktivitesini bildirmislerdir. Yazarlar, S. aureus ve Micrococcus
luteus'un morfolin tiirevli schiff bazlarindan birine en duyarli bakteriler oldugunu
bulmustur (srrastyla MIK = 20 ve 32 pg / mL). Streptococcus epidermidis’in morfolin
tiirevli schiff bazlarindan birine duyarli (MIC = 17 g / mL) ve Bacillus cereus ve E.
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coli nin ise baska bir bilesige karsi daha duyarli oldugu tespit edilmistir (srrastyla, MIK=
21 ve 16/ g/ ml), 2,4-dikloro-5-florofenil i¢eren schiff bazlarinin da, antimikrobiyal etki
gosterdigi belirlenmistir [54]. Bu smiftan Schiff bazlarmin S. aureus, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae' nin bilylimesini tamamen inhibe

ettigi goriilmiistiir [55].

Heinisch ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada madurahidroksilakton tiirevli schiff bazi
bilesiklerinin, B. subtilis, Micrococcus flavus, Sarcina lutea ve S. aureus’un in vitro
inhibisyonunda etkili olduklarmi bulmuslardir. Maddelerin MIK degerleri 0.2 ila 3.1g/mL
arasinda degismektedir [56].

Bagihalli ve arkadaslarinin yaptig1 calismada triazol tiirevi schiff bazlarmin Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa ve
Salmonella typhi tizerine cesitli dozlarda etki ettigi tespit edilmistir [57]. Bayrak ve
arkadaslarinin yaptiklari calismada da yeni sentezlenen triazol tiirevi schiff bazlarnin test
bakterileri lizerine 1yi ya da orta diizeyde intihibitor etki gdosterdigi tespit edilmistir [58].
Baska bir ¢alismada Zahid ve arkadaslari triazol schiff bazlar1 ve bunlarin oksovanadium
(IV) komplekslerinin dort Gram negatif bakteriye (Escherichia coli, Shigella flexenari,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi) ve 1iki Gram pozitif bakteriye
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) kars1t in vitro antibakteriyel aktivitelerini
degerlendirmislerdir. Basit Schiff bazlarmin, anlamli aktivite gostermedigi fakat
vanadyum (IV) metal ile koordinasyon halinde maddelerin daha yiiksek aktivite
gosterdigi bildirilmistir [59]. Ghasemzadeh ve arkadaglarmin yaptigi calismada 1,2,4-
triazol-3-tiyon-imidazol 1 tiirevinin E. coli, S. aureus, B. subtillis, S. typhi ve S. dysentrae
bakterileri tizerine etki ettikleri, 1b, 1d ve 1 fbilesiklerinin tetrasikline benzer 6zelliklere
sahip oldugu ( inhibisyon zonu: 14-17 mm) goriilmiistiir [60]. Yiiksek ve arkadaslari
(2017), yaptiklar1 arastirmada sentezlenen 9 adet triazol tiirevli schiff bazinin Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pasteurella multocida, Klepsiella pneumoniae tiirii bakterileri iizerinde etkilerini
agar kuyucuk diflizyon yontemi ile arastirmislardir. Yapilan ¢alismada Schiff bazlarmin
Pasteurella multocida, Klepsiella pneumoniae disinda arastirma yapilan biitiin bakteriler
iizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Pasteurella multocida tiriinde 4 tanesinin,

Klepsiella pneumoniae’de 2 tansesinin etki etmedigi gdzlenmistir. Triazol tiirevli bu
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Schiff bazlarinin hepsi en fazla inhibisyonu E.coli’de olusturmuslardir [61]. Raman ve
arkadaglar1 (2007), 9 adet Schiff bazi ligandlarinin ve onlarin metal komplekslerinin
antimikrobiyal 6zelligini arastirmislar ve Salmonella typhi, S. aureus, E. coli, B. subtilis
iizerinde MIK degerlerini bulmuslardir. En diisiik MIK degeri 0.4 x102M ile S. aureus
bakterisinde belirlenmistir. En yiiksek MIK degeri ise 5.5x102M ile B. subtilis tiiriinde
gozlenmistir [62]. Golcu ve arkadaslar1 (2005), Schiff bazi ligandlar1 ve metal
komplekslerinin Bacillus megaterium bakterisi iizerinde antimikrobiyal aktivitesini
arastirmislardir. Agar kuyucuk diflizyon yontemi ile yapilan bu ¢alismada 7mm ile 26
mm arasinda inhibisyon zon ¢aplart belirlemislerdir [63]. Zeydan (2009), yaptigi
calismada 10 adet Triazol Schiff bazinin Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa
bakterileri iizerinde etkili olduklar1 MIiK degerlerini belirlemistir. K. pneumoniae’de
higbir madde etkili olmazken S. aureus’ta 9 tanesi etkili olmus ve MIK degeleri 156
mg/ml ile 612 mg/ml arasinda belirlenmistir [13]. Yapilan baz1 ¢aligmalarda da 1,2,4-
triazol-pirazol tiirevlerinin (MIK: 62.5-250pg / mL), E. coli, S. typhi, S. pneumonia, B.
subtitlis ve Clostridium tetani gibi cesitli bakterilere karsi zayif ila orta derecede
antibakteriyel aktivite gdsterdigi [64], 1,2,4-triazol-tiazol tiirevlerinin (MIK: 1.95-62.5ug
/ mL), iki Gram pozitif (Listeria monocytogenes ve S. aureus) ve Ui¢ Gram negatif
bakteriye (E.coli, S. typhimurium ve P. aeruginosa) karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdigi [65] ve triazolotiadiazol-pirimidon tiirevlerinden bazilarinin, Bacillus
amiloliquefaciens, S. aureus ve B. subtilis'e kars1 25ug / mL'de % 44 - % 92 oraninda
inhibitor 6zellik gosterdigi tespit edilmistir [66].

Yaptigimiz calismada antimikrobiyal etkisi degerlendirilen schiff bazlarimdan 3-p-
Klorobenzil-4-[ 3-etoksi-4-(benzensulfoniloksi)-benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on(SB1) schiff bazinin Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae iizerine, 3-
m-Klorobenzil-4-[3-etoksi-4-(benzensulfoniloksi) benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on(SB2)’un ise sadece K. pneumoniae lzerine antimikrobiyal etki
gosterdigi  tespit  edilmistir.  3-p-Klorobenzil-4-[3-etoksi-4-(benzensulfoniloksi)-
benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (SB1) ve 3-m-Klorobenzil-4-[3-
etoksi-4-(benzensulfoniloksi) benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (SB2)

10 mg/ml dozda inhibitdr etki gosterdigi goriilmiistiir.
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Giliniimiizde bakterilerin antibiyotik direncinin biiyiikk bir problem haline gelmesi,
antibiyotiklere alternatif tedavi yontemlerinin Onemini arttrmustir. Yapilan bir¢ok
caligmada schiff bazlarmin antimikrobiyal, antifungal ve antiviral etkileri
degerlendirilmistir. Elde edilen ¢ogu sonucun, schiff bazlarinin antibiyotiklere alternatif
olabilecegini destekledigi goriilmektedir. Bazi c¢alismalarda schiff bazlarinin
antibiyotiklerden daha etkin aktivite gosterdikleri de tespit edilmistir. Yaptigimiz
calismada yeni sentezlenen schiff bazlarimdan ikisinin antimikrobiyal etki gdsterdigi
tespit edilmistir. Etkili olan bu schiff bazlarmin duyarli bakteri tiirleri ile miicadelede

kullanilabilecegi ongoriilmektedir.
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