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Ozet

Bircok antimikrobik maddeye kardireng geljtirmis mikroorganizmalarin olgturdugu
toplumsal ve hastane kaynakl enfeksiyonlar blyiikserun olwturmaktadir ve bu
enfeksiyonlarin tedavisinde yeni ajanlarin kullanime sasaltimin etkili olmasi
sgglanabilmektedir. Bu catmada yapisal farkliliklar iceren bazi benzimidazol
turevlerinin antimikrobiyal etkileri mikrodilisyorve disk diffiisyon tekniklerini
kullanarak incelenmtir. Calisilan bilesikler icerdikleri benzimidazol birimi sayisi,
benzimidazol halkasinin 1 ve 5 konumunda farklissiilsyonu, 2-fenilbenzimidazol
yapisinin p- konumunda farkli stbstitiisyonu ve atdabirimler icerip icermemeleri
gibi yonlerden farkliliklar icermektedir. Bu yolmaca uygun yeni benzimidazollerin
sentezi icin literatiire yapi-aktivite gkilerine dair énemli bilgilerin kazandiriimasi
hedeflenmitir. /ncelenmek tzere, klinikte 6nengiyan ve direng olgumu acgisindan da
onemli olan Gram + ve Gram -bakterileri iceren kkintip tlrleri secilmgtir.
Benzimidazol tirevi maddelerin etkileri standartiamkrobik ajanlarla kiyaslanmtir.
Benzimidazol halkasinin sayisina gha olarak antimikrobiyal etkinin art,
benzimidazole 2- konumunda ghatiyofen ve piridin gibi hetero halkali gruplarin
aktiviteyi arttirdgi, 5-Cl substitisyonunun benzimidazole tum bakiaterine kagi
etkili olma 0Ozellgi kazandirdgl belirlenmitir. Ayrica, 2-fenil benzimidazolin p-
konumunda elektron cekici Cl ve WN@eren tirevlerin elektron verici OGHe CH
iceren turevlere gore bakteri tirlerine kadaha etkin oldgu tespit edilmtir.
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Detailed examination of structural factors effegtantimicrobial
activity of benzimidazole ring by disk diffusiondmicrodilution
method

Abstract

Socio-and hospital-acquired infections caused bgroomrganisms that have developed
resistance to many antimicrobial agents constitut@ajor problem, and the use of new
agents in the treatment of these infections canentedatment effective. In this study,
antimicrobial effects of different benzimidazoleriviives were investigated using
microdilution and disc diffusion techniques. Thenpounds studied include differences
in the number of benzimidazole units they conttie, different substitutions of the
benzimidazole ring in positions 1 and 5, the déférsubstitution of the 2-phenyl
benzimidazole structure in the p- position, and pinesence or absence of aromatic
units. In this way, it is aimed to gain importantokvledge to the literature about
structure-activity relations for the synthesis oval benzimidoles which are suitable for
the purpose. To examine, clinical types includingr® +and Gram —bacteria , which
are clinically important and important for resistea formation, have been selected. The
activity of benzimidazole derivatives was compavétl standard antimicrobial agents.
Results indicated that antimicrobial activity inemees proportionally with the number
of benzimidazole rings, heterocyclic groups suchh&gphene and pyridine connected
to benzimidazole at position 2- increases the dgti%-Cl substituion get benzimidazole
to be active against all bacterial species. Aléoyas determined that the derivates
having electron withdrawing Cl and NO2 substitiieatsthe p- position of 2-phenyl
benzimidazole are more effective than the derivatesng electron donating OGHe
CHgs substitlients against bacterial strains.

Keywords:Benzimidazole, microdilution, disc diffusion.

1. Giris

Nozokomiyal ve toplumsal kdkenli enfeksiyon glmlarindan farkh bakteri cins tyesi
insan patojenleri bulunmaktadir. Gram pozitif lea#érden Staphylococcusve
Bacillus Gram negatif bakterilerdekscherichiave Pseudomonaskan dolaimi ve
yumuwak doku enfeksiyonlari, endokardit, pnémoni, baiesni, endokardit, yara veya
cerrahi alan enfeksiyonlari ve menenjit gibi bircdlarkli enfeksiyona neden
olabilmektedir. OzellikleS. aureusve P. aeruginosa bir haftadan daha uzun sire
hastanede yatan hastalardan izole edilen en ygagojendir. Bu patojenler yaygin
hastane (nozokomiyal) enfeksiyonlarinin da ned&higu bilinmektedir [1].

Bakteri ve mantarlarin yol agtibulasici hastaliklarda hala direncin glumu 6nemli bir
salik problemidir. Direncli bakterilerin galimi, mevcut antimikrobiyal ve antifungal
ilaclarin artan ve yardi kullanimindan kaynaklanmaktadir. Son yillarda,
Staphylococcus auresMRSA), Pseudomonas aerugingsatreptococcus pneumonjae
Enterococcus faecalis Acinetobacter baumanniive Morganella morganii gibi
metisiline direncli mikroorganizmalar maliyetli bbtedavi agisindan olduk¢ca dneme
sahiptirler [2].
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Son dénemde, bahsedilen enfeksiyon hastaliklarana Yeni antimikrobiyal ajanlarin
kesfi ciddi 6nem taimaktadir. Benzimidazol turevleri ise, antitim8+4], antidiabetik
[5-6], antienflamatuar [6], antiviral [6-7], antiegulant [6], antifungal [7-8] ve
antimikrobiyal [6-9] ajanlar gibi farmasotik ve &otik uygulamalarda
kullanimlarindan dolayi buyik ilgi gormektedir. Balsmanin temel amaci, 6nemli bir
farmasotik madde sinifi olan benzimidazollerin yaltvite iliskilerine yonelik detayl
veriler elde ederek yeni farmasoétik ajanlarin gelimesine katki sglamaktir. Disk
diffisyon ve mikrodilisyon yontemlerinin ayni zandankasilastiriimasi, standart
antibiyotik  duyarlihk  testlerinin  yorumlanmasina atki  sglayarak direng
mekanizmalarinin daha iyi aglamasini ve dolayisiyla akilci tedavinin secilmesute
katki saglayabilir. Benzimidazol tlrevlerinin mikrodalga rgamiyla sentezi Eren vd.
tarafindan daha once yayinlagtm [10-11]. Bu cajmada elde edilen benzimidazol
turevlerinden yapisal farkhliklar iceren onshglesigin antibakteriyel aktiviteleri broth
mikrodillisyon (MIC) ve disk diflizyon yontemleri ilacelenmitir. Incelenen turevler,
icerdikleri benzimidazol birimi sayisi, benzimiddbalkasinin 1 ve 5 konumunda farkl
substitiisyonu, 2-fenil benzimidazol yapisinin pesaumunda farkli sibstitisyonu ve
aromatik birimler icerip icermemeleri gibi yonlerdefarkliliklar géstermektedir.
Dolayisiyla, sonuclarin gerlendiriimesi ile yapi-aktivite igkileri hakkinda onemli
bilgiler elde edilmstir.

2. Deneysel cakmalar

2.1. Benzimidazol turevlerinin sentezi

Benzimidazol turevleri, Eren vd. tarafindan tanuigagibi, mikrodalgada 180 W’ta o-
fenilen diaminlerin kanlk gelen aldehitlerin ve dialdehitlerin bisuli&atiima trinleri
ile muamele edilmesi yontemi ile sentezlestini10-11]. Ozet olarak; Bisiilfit katilma
arinleri, adeger miktardaki sguk aldehit/etanol ve sodyum hidrojen stilfit/su
karisimlarinin  muamelesi ile elde edilgtir. Ardindan, deney balonu icerisinde
substitue o-fenilendiamin (benzimidazoller i¢cin 2ml, bisbenzimidazoller icin 4
mmol) ve kagilik gelen aldehit bisulfit katilma Grtind (2.1 mmbirkac damla DMF ile
1slatiimis ve belli stirelerde (2-25 dakika) mikrodalgalarina maruz birakilngir (180
W). Uriinler, reaksiyon kasminin buzlu suda ¢oktirtulmesi ile elde ediftini Elde
edilen maddeler etanol/su kaminda kristallendirilerek saf§farilmis  olup
reaksiyonlarin verimi genel olarak % 64-95 amaldadir. Bilgiklerin bazilarina ait
fiziksel ve spektral veriler daha 6nce vegdididen burada gerek duyulmagtmr [10-11].
Diger bilesiklerin bazi fiziksel ve spektral verilersazida 6zetlennstir:

5 no’lu madde. m.p. 313-316°C. IRy, cmi®): 3033, 1610, 1520, 1434, 1320, 73#;
NMR (400 MHz, DMSOk): 6 7.00- 7.13 (m, 2H), 7.58 (dd, 2H), 7.93 (d, 2H218(d,
2H), 12.93 (bs, 1H, NH).

7 no’lu madde. m.p. 223°C. IRy, cm?): 3065-2537, 3065, 1625, 1574-1446, 1319,
1242, 706, 604*H NMR (400 MHz, DMSOd): 6 7.19(s, 1H), 7.22dd, 1H), 7.54(d,
1H), 7.60(s, 1H), 7.74d, 1H), 7.84(d, 1H), 13.17(bs, 1H, NH).

8 no’lu madde. m.p. 248-249°C. IRy, cm): 3018-2528, 3018, 2935, 2861, 1651,
1557, 1319, 1242, 604H NMR (400 MHz, DMSOe): d 2.40 (s, 3H, Ch), 7.00(d,
1H), 7.20(t, 1H), 7.32(s, 1H), 7.42d, 1H), 7.68(d, 1H), 7.80 (d,1H), 12.79(bs, 1H,
NH).

9 no’lu madde. m.p. 239-241°C. IRy, cm?): 3371, 3200-2666, 3027, 1617, 1574,
1455, 1271, 1209H NMR (400 MHz, DMSOdg): 6 5.09(s, 1H, OH), 7.25 (dd, 2H),
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7.32 (d, 1H), 7.37 (t, 1H), 7.39 (d, 1H), 7.511H), 7.66 (dd2H), 7.95 (d, 1H), 8.20
(d, 1H), 12.2%bs, 1H, NH).

10 no’lu madde. m.p. 233-235°C. IRy, cmi?): 3380, 3200-2666, 3071, 1618, 1571,
1463, 1276, 1209, 73%9H NMR (400 MHz, DMSOd): 6 7.27 (dd, 1H), 7.34 (d, 1H),
7.37 (d, 1H), 7.49 (t, 1H), 7.66 (@H), 7.71 (s1H), 7.88 (d, 1H), 7.95 (d, 1H), 8.22 (d,
1H), 12.05bs, 2H, NH, OH) .

11 no’lu madde. m.p. 218-220°C. IRy, cmi'): 3295, 3145-2666, 3047, 2915, 2853,
1620, 1601, 1475, 1278, 1214 NMR (400 MHz, DMSO€k): 6 2.45 (s, 3H, Ch),
7.08 (d, 1H), 7.31 (d, 1H), 7.37 (t, 1H), 7.441(€), 7.51 (d, 1H), 7.54 (dH), 7.89 (d,
1H), 7.94 (d, 1H), 8.22 (d, 1H), 12.@%s, 2H, NH, OH) .

12 no’lu madde. m.p. 280-283°C. IRy, cmi’): 3048, 2944, 2868, 1591, 1530, 1442,
1330, 1277'H NMR (400 MHz, DMSOs): 6 3.54 (s, 3H, NCh), 7.36-7.24 (m, 6H),
7.61 (d, 1H), 7.72 (d, 1H), 7.88,(tH), 7.98 (d,1H).

13 no’lu madde. m.p. 219-222 °CIR (v, cm’): 3320, 3060, 1589, 1505, 1489, 1439,
1298, 1277, 994'H NMR (400 MHz, DMS0-d6)57.22-7.25 (m, 2H), 7.53 (dd, 1H),
7.68 (d, 2H), 8.11 (dd, 1H), 8.43 (d, 1H), 8.83%H), 13.11 (bs, 1H).

2.2. Mikrobiyal suslar

Gram-pozitif bakterilerdenBacillus subtilis NRLL-B 209, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Gram negatif bakterilerdeéscherichia coliATCC 25922 Pseudomonas
aeruginosaATCC 27853antimikrobiyal aktivite ¢camalarinda kullanilngtir. TUm test
tip tarleri, NRLL-B ve ATCC kdlttr koleksiyonlarirash elde edilnytir.

2.3. Antibakteriyel aktivite taramasi

Antibakteriyal calgmalar, Ulusal Klinik Laboratuar Standartlari Konsitade [12]
aciklandgl Gzere broth mikrodilisyon yontemi ve agar diskKizijon yontemine gore
gerceklatirilmistir. Test edilen sglara kagl benzimidazol tirevlerinin (1-15) minimum
inhibisyon konsantrasyonlari (MIC'ler), 96 c¢ok ojwkmikro plakalarda broth
mikrodilisyon metodu kullanilarak belirlengtir [12-13]. Test sglari Mueller Hinton
brothda 37 ° C'de 24-48 saat inkiibe edilwe hazirlanan stispansiyonlarin bulagkh
0.5 McFarland'a ayarlangtir. Benzimidazole bilgkleri Dimetil sulfoksid iginde
¢c6zUlmiy ve ayni ¢oziclu kullanilarak seyreltigtii. Sarker ve dierlerinin tanimladi
yontem kullanilarak, seri olarak iki kez seyrehilenumunelerin 96 kuyucuklu
mikrotitrasyon plakas! hazirlangtr [14]. Stok konsantrasyonu 40 mg/ml olarak
ayarlanmgtir.  MIC deseri gorunur biyumeyi engelleyen o6rneklerin  ensudkl
konsantrasyonu olarak saptagtm Minimum bakterisid konsantrasyonunu (MBC)
belirlemek icin, bakteri buytimesinin olmgdherbir kuyucuktan 10 pl 6érnek alingrve
37 ° C'de 24 saat slreyle Sensitest agarda inadilmistir. Inkibasyondan sonra,
MBC dezeri petri kaplarinda biyime gdstermeyen eguiklilkkonsantrasyon olarak tespit
edilmistir. MBC dezeri, test edilen numunenin bakteri hicrelerinin%.99thun
olduruldigil en dguk konsantrasyon olarak glerlendirilmektedir. Her bir test, olasi
test hatalarini minimuma indirgemek amaciyla tgda gapiimgtir.

B. subtilis E. coli S. aureusve P. aeruginosatest sglarina kagi sentezlenen
bilesiklerin antimikrobiyal potansiyeli gibi énemli bilgr elde etmek icin agar disk
difizyon yontemi uygulanmtir. Dimetilstlfoksit (DMSO, Merck) icinde ¢6zdudin
bilesiklerin antimikrobik etkisi t¢ farkli konsantrasyaa (250, 500 ve 1000 ug / ml)
test edilmgtir. Benzimidazole turevlerinin antimikrobiyal aktesini belirlemek igin
Sensitest agar (Oxoid) kullanilghr. inokilasyon sonrasi bakteriler 37°C'de 24 saat
boyunca bir doner calkalayicida inkibe edgtimi  Suspansiyonlarin yalkdek
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konsantrasyon geri 1¢-168 CFU/ml (0.5 McFarland standardi, Vitek kolorimeije
olarak Ulusal Klinik Laboratuvar Standartlari Koest [12] tavsiyelerine uygun olarak
duzenlenmgtir. 0.5 McFarland olarak ayarlanan testlau, kati sensitest agar yiizeyine

steril ektvyon cubuk ile yaylmgtir. Ekim sonrasinda; 250, 500 ve 1000 mg son
konsantrasyona sahip emicigkiadiskleri agar yuzeyine (bgekler ve antibiyotikler igin

6 mm) yerlatirilmistir. Kontrol amacl kullanilan antimikrobiyal ajmn her biri ayri
bir plakada test edilmgiir. Deney ¢Ozeltilerinin hazirlanmasinda kullamIDMSO,
kontrol amaciyla kullaniingtir. Ekim vyapilan ve disklerin yedgrildi gi
petriler37°C'de, inkibe edilgtir. Diskin etrafindaki inhibisyon zonu, genelikl
blyumenin bir kenardan gkr kenara inhibe oldw ve bdlgenin en keskin kenarina
tekabll eden ve kumpast ile milimetre (mm) cinsmdgculebilen capi [15] olarak
alinmstir.  Benzimidazol turevi bikgklerin her bir test sguna kagl olusturdusu
antimikrobiyal etki, standart olarak kullanilan iamkrobik ajanin olgturdusu
inhibisyon zonlari ile kiyaslanarak gkxlendirilmisti. TUm testler Ucer kez tekrar
edilmis ve ortalama deerler sonug deeri olarak belirlenntir.

3. Bulgular

Bu calsmada, farkli yapidaki benzimidazol turevi bilderin (1-15) in vitro
antimikrobiyal aktivite Ozellikleri, broth mikrodikyon ve disk diftizyon yontemleriyle
[12] Klinik tip suslan Gzerinde test edilrgtir.  Broth mikrodilisyon metodu ile MIC
degeri belirlenen benzimidazol turevlerinin MBC @i sensitest agar ytzeyine inokule
edilerek tespit edilngtir. Elde edilen sonuclar Tablo 1'de veriktii.

MIC ile antimikrobiyal maddenin g6zle gorundr Urgmeengelleyen en diik
konsantrasyonu belirlenir. MIC gerinin belirlenmesi, antimikrobiyal maddenin serum
dizeyinin belirlenmesini de gamaktadir. Bir antimikrobiyal maddeningsdtiminin
basarisi icin MIC dgerinin serum duzeyinden 4-16 kezstdk olmasi istenmektedir
[16].

Para konumunda H, GH OCHs;, CI NO,, gruplari iceren 2-fenil-benzimidazol
yapilarini (1-5) antimikrobiyal etkirgi kendi aralarinda derlendirildiginde, MIC
deserleri 3.91-125 pg/ml arg@inda elde edilmgtir. B. subtilisve P. aeruginosakari

en etkin maddenin 5 nolu madde gidau gérmekteyiz (sirasiyla 3.91, 7.81 pug/ml). Bu
maddeyi dgerlerinden farkl kilan elektron ¢ekici N@rubu bulundurmasidir. Cl grubu
iceren 4 nolu madde de nispeten daha az bir armijal etkinlik gézlenmesi guptaki
elektron cekicilik arttikca antimikrobiyal etkigin arttigini gosterir. OCH grubu iceren

3 nolu madde 7.81 pg/ml ile GramBt subtilise benzersekilde aktiftir.  CH grubu
iceren 2 nolu madde de ise etkinlik Gram + ve Grarbakterilerde nispeten daha
dusuktar (125 pg/ml). Cklve OCH gruplarinin her ikisi de elektron verici olmasina
karsin elektronegatif bir atom iceren O@Hyrubunda etkinfin fazla olmasi
antimikrobiyal aktivitenin grupta bulunan elektrgagif atomla bglantili oldyzunun
gOstergesidir.
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Tablo 1. Benzimidazol turevlerinin (1-15) yapilae in vitro antimikrobiyal aktivitileri
MC (ug/ml)

4 3

X 3a N N N
6 N1 N N
. 7a R R R
MCs N ) )
Entry Ar R X (ng/ml) S. aureus B. subtilis E. coli P. aeroginosa
l @ H H MlC : : »
MBC >500 >500 >500 >500
MIC - 125 - 125
2 CH3 H H
MBC >500 >500 >500 >500
MIC - 7.81 - 125
3 OCHs H H
MBC >500 >500 >500 >500
MIC - 62.25 - 62.25
4 cl H H
MBC >500 >500 >500 >500
MIC - 3.91 - 7.81
5 NO, H H
MBC >500 500 >500 >500
/ \ MIC - - - 15,63
6 H H
s MBC >500 >500 >500 >500
/ \ MIC 15.63 3.91 62.50 7.81
7 H Cl
s MBC 62.50 250 250 500
/ \ MIC - - - 31.25
8 H CHy
s MBC >500 >500 >500 500
OH
9 H H MIC 31.25 125 125 125
MBC 125 >500 500 >500
OH MIC 3.91 0.97 125 7.81
10 H Cl
MBC 31.25 500 500 500
OH
MIC - 15.63 - 7.81
MBC >500 500 >500 >500
OH MIC - - -
12 CHs H
MBC >500 >500 >500 >500
— MIC - 31.25 - 31.25
13 O H H
N MBC 500 125 >500 >500
N N MIC - 125 15.625 15.625
N 4
14 >_®_<
N N MBC >500 >500 >500 >500
N N
@: @ D MIC ; 250 31.25 125
15 N N
| |
CHs CHs MBC 500 >500 500 >500
TE 15.63 7.81 7.81 15.63

CHX

-; test edilemedi

Benzimidazol 2-konumunda tiyofen ve piridin gibi tte halkali gruplar iceren
turevlerin (6, 13) 2-konumunda fenil iceren 1 yapaskiyasla belirgirsekilde yuksek
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aktiviteye sahip olduklar ortadadir. Piridin hadk icerenl3 nolu maddenin 31.25
pg/ml MIC degerleri ile B. subtilis ve P. aeruginosakars daha etkin oldgu

gorilmistdr. 13 no’lu maddenin disk difizyon deneyi somata 500 pg/ml
konsantrasyonda belirgin antimikrobiyal aktiviteyahip oldgu belirlenmgtir (8-13.5

mm).

Konsantrasyon agi ile antimikrobiyal etkinlgin artmadg goraimigtar.  P.
aeruginosé& karl en etkin maddenin 15.63 pg/ml ile 6 nolu maddeugl tespit
edilmistir.

Benzimidazol halkasinin 5-konumundaki stbstitisyoaktiviteye etkisini; 5-stibstitle-
2-(2-hidroksi-1-naftil)benzimidazol turevi bi&lerini (9, 10, 11) kendi aralarinda
kiyaslayarak gérmemiz mamkundur. Bunlar arasindigezen10 nolu maddenin 0.97-
125 pg/ml arasinda etki gostererek tum testasuna kagl antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldgu belirlenmgtir. CHs iceren 11 nolu maddeni®. aeruginosave B.
subtilise kari 7.81 ve 15.63 pg/ml MIC derine sahip oldgu gorulmitar. Ayrica 2-
hidroksi-1 naftil grubu fenil grubuna kiyasla buytlkcimli bir gruptur. 1 ve 9 nolu
maddelerin etkinfiini kiyaslayarak benzimidazol yapisina 2- konumunilaggli
gruplarin hacminin aktiviteye etkisi tamabilir. 9 no’lu madde 1 maddesine kiyasla
tum tdrlere kag1 belirgin bir aktiflik gostermektedir. Buna goéreadimli gruplarin
aktiviteyi artirdgi distnulebilir, fakat bu arga naftalin halkasindaki hidroksi grubu da
sebep olmgiolabilir.

6, 7, 8 no’lu bilgikler de vyine birbirlerinden sadece 5 konumlarindak
substitientlerinin farkli oku ile ayrilirlar. Bu bilgikler arasinda da Cl icerehno’lu
bilesigin tim test sglarina kagl cok etkili oldigu goralmigtur (3.91-62.50 pg/ml).
Ayni zamanda disk diftizyon metodunda da bu madd&6®0 pg/ml dgerinin tim
mikroorganizmalara kar standart antimikrobik ajanlarla kiyaslagehda daha yuksek
inhiblisyon zonlari (14-21 mm) alwrdusu belirlenmitir.

Benzimidazol ve bisbenzimidazol {#) vyapilarinin antimikrobiyal etkingi
kiyaslandginda bisbenzimidazol yapisinin daha yuksek aktivigdsterdgi
belirlenmistir. Bu durumun antimikrobiyal aktiviteden sorumlbenzimidazol
halkasinin bu yapilarda iki adet bulunmasindan &khamdg distntlmektedir.
Bisbenzimidazol yapisinin 6zellikle Gram - bakerel yiuksek etki gosterg
gorulmektedir (15.625 pg/ml). Maddenin bu etkimi disk diffisyon yonteminden
elde edilen sonuglar da desteklgimni(8-10 mm).

Benzimidazol halkasinin 1-konumunda alkil gruplate stbstitie edilmesinin
antimikrobiyal aktiviteye etkisini agirmak amaciyla 9/12 ve 14/15 maddeleri kendi
arasinda kiyaslamak gerekir. Her iki grup gkkerde de 1-konumunda H yerine metil
substitisyonunun aktiviteyi belirgigekilde azaltig acikca gorulmektedir. 1-H
yapisindaki 9 nolu maddenin testslsmna kagi antimikrobiyal aktivitesi 31.25-125
png/ml belirlenirken 1-Chl yapisindaki 12 no’lu maddenin bakteri turlerinerska
herhangi bir aktiviteye sahip olmgdtespit edilmgtir. Benzersekilde bisbenzimidazol
tirevlerinde de 1()-H yapili 14 no’lu madde 15.65 pug/ml ile belirgplarak Gram —
bakterilere kan etkinlik gosterirken 1(3-CHs; yapili 15 no’lu madde ayni bakteri
turlerine daha az etkindir (31.25-125 pg/ml). Agritest edilen g@er maddeler ile
kiyaslandginda 14 ve 15 nolu maddeler 2 adet benzimidazdalsalicerir ve hacimsel
olarak daha buytktir. Bu iki faktér Gram — bakene@ kagi etkinligi arttirmig
gorunmektedir. Bu durumun hicre duvarlarindaki gapfarkliliktan kaynaklanmasi
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muhtemeldir. Clnkd bu iki madde haricindezati maddelerde Gram — ve Gram +
bakterilere kag etkinlik bir arada bulunmaktadir.

Disk diffisyon metodu ile benzimidazol turevi mabktm antimikrobiyal etkileri;
Gram + ve Gram - bakterilerden géun farkli klinik test sglarina kagl belirlenmitir.
MIC ve MBC deserleri de goz onlune alinarak 250, 500 ve 1000 pgémbsantrasyona
sahip diskler hazirlantir.  TUm test mikroorganizmalari icin Amikasin (Qd),
Ampisilin (Oxoid), Karbenisilin (Oxoid), Oflaksasi{Oxoid) ve Tetrasiklin (Oxoid)
antibiyotik diskleri pozitif kontrol olarak ve DMS@06zUclsU ise negatif kontrol olarak
kullaniimistir. Disk difuzyon ¢akmalarin sonuglari Tablo 2 ‘de verilmektedir.

Test edilen klinik tip sglarin ideal gekimi, sensitest agarda 24 saat inkiibasyon ile
sgzlanmstir. 0.5 McFarland standardina f100° CFU / ml) ayarlanan inokilumlar
Uzerine vyerlgtirilen benzimidazol tirevi maddelerin inhibisyorordar, 24 saat
inkilbasyondan sonra tespit edigtm. Bu bulgular, NCCLS'nin 6nerisi [13] ile de
uyumludur. 7 ve 13 nolu maddenin tim tesflawna kagi etkin old@gu belirlenmgtir
(Tablo 2). Ayrica 13 nolu maddenin etkin konsasyomu ise 500 pg/ml olarak
belirlenmgtir. 7 nolu madde isd. coli haric tim test sgarina kagl yuksek bir
antimikrobiyal aktivite gosterdi ve en yuksek etkiyi 1000 pg/ml konsantrasyonunda
gosterdgi tespit edilmgtir (9-21 mm). 15 no’lu maddenin tim klinik gara diguk
oranlarda da olsa antimikrobiyal bir etkinlik gdsligi goralmdstar (7.5-12 mm). Oier
benzimidazol tirevi maddelerin antibakteriyal Gikédii incelendginde; E. colie 14

ve 15 no’lu maddelerin, @wreusa 2, 14 ve 15 no’lu maddeleriB, subtilise 4 ve 15
no’lu maddelerin veP. aeruginosa ise 2, 3 ve 15 no’lu maddelerin etkin ofduve
inhibisyon zonu olgturdusu tespit edilmstir.

4. Tartisma

Bu calsmada yapisal farkliliklar iceren bir seri benzinadittrevininGram + ve Gram
— bakterileri iceren klinik 6neme sahip bazi mikigemizmalara kar etkileri farkli
metotlar ile detayli olarak incelengtir.  Secilen benzimidazoller, farkli sayida
benzimidazol birimi icerenler, benzimidazol halkasl 1 ve 5 konumunda farkh
substitient icerenler, 2-fenil benzimidazol yaprsipara konumunda farkh substittient
icerenler ve farkli hetero aromatik birimler icengapilar olmak Gizere yapilarina gore 5
gruba ayrilabilir.

5-Cl substitisyonun benzimidazole tim mikrobiyatldie kagl yaygin bir aktivite
kazandirdil elde ettgimiz sonuclarda gortlmektedir. Ayrica, 2-fenil bandazolin p-
konumunda elektron cekici Cl ve N@eren turevlerin, elektron verici OGhe CH
iceren turevlere gore bakteri turlerine fadaha etkin oldgu tespit edilmstir.
Benzimidazol halkasina 2 konumundaglbatiyofen ve piridin gibi hetero halkal
gruplarin aktiviteyi arttirdyi gézlemlenmgtir. Benzimidazol halkasina 1-konumunda
alkil substitiisyonu antibakteriyal aktiviteyi bgjin sekilde azaltmaktadir. Ayrica,
yapilarinda iki adet benzimidazol cekigildoulunduran bisbenzimidazol ttrevlerinin
benzimidazole gore daha etkin ofdu belirlenmitir. Buna ilaveten
bisbenzimidazollerde Gram —‘lere kaetki daha belirgindir.
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Tablo 2. Benzidazol tdrevlerinin  (1-15) ve test iligbtiklerinin  bazi
mikroorganizmalara kar 6l¢llen zon ¢aplari (mm).

Antimikrobiyal Mikroorganizmalar (inhibisyon zon caplari, mm)
Konsantrasyon S. aureus B. subtilis’ E. T
(pg/mi) coli
250 - - - -
1 500 - - - -
1000 - - - -
250 - - - -
2 500 - - - -
1000 11~ - - Qx*
250 - - - 8
3 500 - - - 10
1000 - - - 12
250 - -
4 500 - 8** - -
1000 - 10%* - -
250 - - - -
5 500 - - - -
1000 - - - -
250 - - - -
6 500 - - - -
1000 - - -
250 15 9 - 11
7 500 19 14 - 12
1000 21 20 19* 14
250 - - - -
8 500 - - - -
1000 - - - -
250 - - - -
9 500 - - - -
1000 - - - -
250 - - - -
10 500 - - - -
1000 - - -
250 - - - -
11 500 - - - -
1000 - - - -
250 - - - -
12 500 - - - -
1000 - - -
250 7*-13.5 --17.5 --10.5 --17
13 500 8*11 8-13.5 8*11 --10
1000 9* - 10* -
250
14 500
1000
250 .
15 500 8 8.5 8-8.5 -8
1000 10 12* 10 -
OFX 5 24 26 28 10
CAR 10 26 24 22 13
AMP 10 - - - -
AK 30 20 23 21 -
TE 30 22 21 26 23
CHX 10 - - - -
DMSO - - - -

No P. aeroginosa

AK= Amikasin; AMP= Ampisilin; CAR= Karbenisilin; OFX&flaksasin; TE= Tetrasiklin; DMSO=
Dimetilstilfoksit; T =Tip su;; *Bulanik zon; ** Yiksek oranda bulanik zon.

102



OZDEMIR KOCAK F., EREN B.

Bu durum molekuldeki hacimsel buylimenin ve/veyaolmyk akltif benzimidazol
sayisindaki argin Gram — bakterilere etkiyi arttigel sonucuna goturar.  BUtlin
bilesiklerin az yada cok etkinlik biyolojik aktiviteyeakip olmasi bu bikgklerdeki
aktiviteden sorumlu yapinin benzimidazol halkaduglinun kanitidir.

Bircok calsmada, benzimidazol turevi bgiklerin dikkate dger aktivitesinin
antimikrobiyal aktivitede dnemli rol oynayan benmiazol halkasindan kaynaklagdi
belirtiimistir [18-19]. Benzimidazol turevlerinin farkli orgeamalara kag etkilerindeki
cesitlilik mikrobiyal hiicrelerin yari gecirgenlik decesi ve/veya mikrobiyal hiicrelerin
ribozomlarindaki farkliliklara kg oldugu literatirde de ifade edilstir [17].

Literatiirde benzimidazollerle ilgili kantitatif yaktivite iliskisi QSAR hesaplamalari
calismalarindan elde edilen sonuclar bu gahda elde edilen sonuclarla birgcok yonden
uyum goOstermektedir. Bir seri benzimidazol ile liigbir QSAR calsmasinda
benzimidazole 2 konumunda ghaelektronegatif gruplar iceren halkalarin aktyjt
artirdigl buna kagin 1 konumundaki hacimli grup substitisyonunun #diviteyi
azalttp! tespit edilmgtir. Ayrica molekul yapilarinda elektronegatif glapicermekle
birlikte daha kucuk hacimli gruplar bulunduran biemzdazollerin daha iyi etkinlik
gosterdgi ve H-bai kabul edebilme ve aromatik yapi bulundurmanimmeskofor
Ozellikleri artirdgi  bildirilmistir  [20]. Bir baska SAR cakmasinda substitie
benzimidazollerdeki elektron cekici gruplarin arikrobiyal aktiviteyi artirdgl fakat
bunun yaninda molekllin geneline ait elektronik apaatreler, dipol momentfy,
lipofilik parametre gibi 6zelliklerin de 6nemli aldu belirtilmistir [21]. Ayni ¢calsmada
bir seri 2-substitiie phenyl-1Hbenzimidazollerin yegaktivite iligkileri ¢alisiimis ve 2
konumundaki aril halkasinda bulunan elektron c¢ekiO, ve CI gruplarinin
antimikrobiyal aktiviteyi artirdil fakat Cl grubunun antibakteriyel, N@rubunun ise
antifungal etkisinin daha belirgin olgu belirtiimistir [21].

Benzimidazol halkasinin 1- konumundaki £4dibstitisyonunun antimikrobiyal aktiviyi
distrdigti goérulmektedir.  Bazi bifgklerdeki yetersiz inhiblisyon veya gik
aktivitenin sebebi bu maddelerin mikroorganizmalanetabolizmasi i¢in gerekli olan
metallerleselat olyturma yetenekleri ve/veya hicrenin aktif merkezigidrojen b
olusturma yeteneklerinden kaynaklanabilgice distunulmektedir. Gergekte,
molekillerin  su ile gucli molekiller arasi Hg@ yapmasi ve sudaki
mikroorganizmanin  galimini  inhibe edememesi veya etkili birsekilde
bloklayamamasina sebep ofdubildirilmistir [22]. Ayrica diguk aktivitenin sebebi,
molekdllerin dguk lipofilik 6zellikleri ve bdylece lipit membranda nifizlarinin
zorlasmasi ile inhibisyonun engellenmeggklinde de aciklanngtir [17]. Daha 6nce
belirtildigi gibi benzimidazole 1 konumunda hacimli grup sitisyonunun aktiviteyi
azalttpl bagka calgmalarda da tespit edilstir [20].
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