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Klaritromisin ve Metronidazol’ iin Farkhh Molekiil Agirhkh Kitosan
ile Kombinasyonunun Helicobacter pylori Uzerine Antimikrobiyal
Aktivitesi

Ogrencinin Adi: Hatice Merve Altindag
Damisman: Prof.Dr. Umran Soyogul Giirer
Anabilim Dali: Farmasétik Mikrobiyoloji Anabilim Dali

1. OZET

Amag: Diinyada en yaygin goriilen enfeksiyon etkenlerinden biri olan Helicobacter
pylori (H.pylori) midede yerlesmekte ve iilserden kansere kadar ulasabilen klinik
tablolara neden olabilmektedir. Kitosan, kitinin deasetillenmesi sonucu elde edilen
bir polisakkarittir. Calismamizda diisiik ve orta molekiil agirlikli kitosan ile
karboksimetil kitosanin H.pylori ATCC 43504 standart susu {izerine antimikrobiyal
aktivitesinin olup olmadigi arastirilmistir. Kontrol olarak Escherichia coli (E.coli)
ATCC 11229 standart susu, klaritromisin ve metronidazol kullanilmistir.

Gerec ve Yontem: Diislik ve orta molekiil agirlikli kitosan, karboksimetil kitosan,
Klaritromisin ve metronidazol’in H.pylori ATCC 43504 ve kontrol susu E.coli
ATCC 11229 iizerine antimikrobiyal aktivitesi oluk difiizyon, agar diliisyon ve sivi
mikrodiliisyon yontemleri ile Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
Onerilerine uygun olarak arastirilmistir.

Bulgular: Disiik ve orta molekiil agirlikli kitosanlar ile yapilan oluk difiizyon
testinde inhibisyon zonu, agar diliisyon ve sivi mikrodiliisyon testlerinde MIK degeri
saptanamamugtir. Agar diliisyon ydntemi ile klaritromisin MIK degeri 0,015 pg/mL,
metronidazol MIK degeri 64 pg/mL olarak bulunmustur. Karboksimetil kitosan +
Klaritromisin, karboksimetil kitosan + metronidazol kombinasyonlarinin antagonist
etki gosterdigi saptanmistir. Diisiik ve orta molekiil agirlikli Kitosan ile karboksimetil
kitosanmn kontrol E.coli ATCC 11229 susuna kars1 MIK degerleri sirasiyla 1000
ug/mL, 1000 pg/mL ve 40 000 pg/mL olarak bulunmustur.

Sonuclar: Kontrol susu E.coli ATCC 11229 iizerine antimikrobiyal etki gosteren
kitosanlarin tek basina ve ¢alismada kullanilan antibiyotikler ile kombinasyonlarinin
H.pylori ATCC 43504 susu {lzerine antimikrobiyal aktivite gostermedigi
gorilmistir.

Anahtar Sozciikler: Helicobacter pylori, Kitosan, Klaritromisin, Metronidazol,
Antimikrobiyal Aktivite



The Antimicrobial Activity of Clarithromycin and Metronidazole in
Combination with Various Moleculer Weight Chitosan on
Helicobacter pylori

Student’s Name: Hatice Merve Altindag
Supervisor: Prof.Dr. Umran Soyogul Giirer
Department: Pharmaceutical Microbiology

2. SUMMARY

Aim: Helicobacter pylori (H.pylori) which is one of the most common infectious
agents in the world is located in the stomach and can cause a clinical picture from
cancer to ulcers. Chitosan is a polysaccharide obtained by deacetylation of chitin. In
our study, it was investigated whether low and medium molecular weight chitosan,
and carboxymethyl chitosan have an antimicrobial activity on the standard H.pylori
strain ATCC 43504. Escherichia coli (E.coli) ATCC 11229 standard strain,
clarithromycin and metronidazole were used as control.

Materials and Methods: The antimicrobial activity of low and medium weight
molecules of chitosan, carboxymethyl chitosan, clarithromycin and metronidazole on
Helicobacter pylori ATCC 43504 strain and control strain E.coli ATCC 11229 is
investigated by well diffusion, agar dilution and broth microdilution method in
accordance with the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) proposals.

Results: Inhibition zone by well diffusion test and MIC values by agar dilution and
broth microdilution tests with low and medium molecular weight chitosans were not
detected. In the agar dilution test MIC value for clarithromycin was found to be
0,015 ug/mL and for metronidazole was found to be 64 ug/mL. It was determined
that carboxymethyl chitosan + clarithromycin, carboxymethyl chitosan +
metronidazole combinations have shown antagonistic effect. The MIC values of low
and medium molecular weight chitosan and carboxymethyl chitosan towards E.coli
ATCC 11229 strain were 1000 pg/mL, 1000 ug/mL and 40 000 pg/mL respectively.

Conclusion: It was found that chitosans which have antimicrobial effect on control
strain E.coli ATCC 11229 have not shown antimicrobial activity on Helicobacter
pylori ATCC 43504 strain alone and in combinations with the antibiotics used in our
study.

Keywords: Helicobacter pylori, Chitosan, Clarithromycin, Metronidazole,
Antimicrobial Activity.



3. GIRIS ve AMAC

Helicobacter pylori, diinyada en yaygin goriilen enfeksiyon etkenlerinden
biridir ve gastrit, iilser gibi hastaliklara neden olmaktadir. Midede iireyerek iilsere ve
reflitye neden olan H.pylori enfeksiyonu ilerleyen asamalarda mide kanseri gibi ciddi
mortalite nedeni olan birgok hastaligin gelisimine neden olmaktadir. Bu neden ile
1994 senesinde Uluslararast1 Kanser Arastirma Kurumu — IARC (International
Agency for Research on Cancer) H.pylori’nin insanlar i¢in kanserojen oldugunu
duyurmustur. Boylece ilk defa bir bakteri Tip I karsinojen olarak siiflandirilmistir
(Yula, 2009). H.pylori’nin tedavisinde kullanilan mevcut ilaglarin dezavantajlari
(stabilitelerinin saglanamamasi ve midede kalis siiresinin az olmasi) ve kullanilan
antimikrobiyallere karsi hizla artan direng nedeni ile alternatif ila¢ arayislar1 devam
etmektedir (Kadioglu, 2011). Gelisen ilag direnci nedeniyle tedavide biiyiik sikinti
yasanmaktadir. En yaygin kullanilan tedavi, "iki antibiyotik (amoksisilin,
Klaritromisin) ve proton pompa inhibitdriinden (omeprazol, lansoprazol) olusan
klasik 3'lii tedavi olarak isimlendirilen tedavi protokoliidiir. Ancak son yillarda
kullanilan antimikrobiyal ajanlara karsi gelisen diren¢ nedeniyle tedavi basarisi
giderek azalmaktadir. Tedavide yasanan sikintilara ilave olarak hastaligin niiksetmesi

durumu da s6z konusudur (Akgiig, 2011).

Kitosan, kitinin deasetillenmesi ile elde edilen bir polisakkarittir ve dogada
yaygin olarak bulunmaktadir (Imamoglu, 2011). Kitinin molekiil agirligi, 1 000 000
Dalton’dan (Da) yiiksektir, ticari olarak satilan kitosanin molekiil agirlig ise 100 000
— 1 200 000 Da arasinda degisiklik gostermektedir. Yapilan calismalarda kitosanin
antimikrobiyal aktivitesi ile molekiil agirlig1 arasindaki iligskiyi destekleyen kesin bir

veri bulunmamaktadir (Demir ve ark., 2008).

Calismamizda diisiik ve orta molekiil agirlikli Kitosan ile karboksimetil
kitosanin tek basina ve klaritromisin ve metronidazol ile kombinasyonlarinin
Helicobacter pylori ATCC 43504 ve kontrol E.coli ATCC 11229 standart suslari

tizerine antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Helicobacter pylori ve Tarihgesi

Helicobacter pylori ve diger gastrointestinal Helicobacter’lerin ¢ok eski
zamanlardan giinlimiize kadar geldikleri, hatta yeryiiziindeki ilk canli organizmalar
kadar eski olduklar1 diisiiniilmektedir. Neredeyse 100 milyon yil kadar once yani
insanin evriminden 6nceki zamanlarda yasayan ilk primatlar ve biiyiik memelilerin
gastrointestinal sisteminin baskin flora tiyesi olarak yerlestikleri tahmin edilmektedir

(Yula, 2009).

1983'de Barry Marshall ve Robin Warren mideden alinan biyopsi drneklerinde
H.pylori'nin iretildigini bildirmislerdir. Bu tarihe kadar bazi hayvan ¢alismalarinda
spiral bakteriler saptanmig ancak mide asit ortami nedeni ile steril kabul edildigi i¢in

birgok arastirmaci tarafindan bakteriyel ¢alismalar g6z ardi edilmistir (Ar1, 2006).

Avrupa’da bircok patolog 19. ylizyilin sonlart ile 20. yy. baslarinda gastrik
mukozadaki spiral seklindeki bakterileri tanimlamislardir. Bottcher ve Letulle
1875’de, mideden aldiklar1 biyopsi Orneklerinde {ilserli bolgede gordiikleri
bakterilerin hastalik ile baglantili olabileceklerini iddia etmis ve bu sekilde mide
tilserinin bakteri kaynakli olabilecegi ilk defa ileri siiriilmistiir. Klebs 1881°de
midenin g¢esitli kisimlarinda Bacillus benzeri mikroorganizmalarin varligini
gozlemlemistir. Jaworski (1889), otopsi yapilan kigilerin mide yikama sularinda
spiral sekilli mikroorganizmalar1 ayrintili olarak tanimlamis ve bunlarin diger
basillerden farkli sekilde diizenli sarmal formda olduklarini belirtmistir. Sarmal
sekilli bu bakteriye Vibrio regula adini vererek, gastrik patoloji ile iliskili olduklarini
soylemislerdir. Bizzozero (1893) kopek midesinde spiral sekilli bakterilerin varligini
gostermistir. 1893 senesinde tanimlanan bu organizma 1996 senesinde Helicobacter
bizzozeronii olarak isimlendirilmistir. Salomon (1896) kedi ve kopeklerin midesinde
kolonize olan spiral bakterilerin farelere transferini gergeklestirmis ve giliniimiizde
caligmalar1 devam eden asi1 galismalarina oncii olmustur. Krienitz (1906) yaptigi

caligmalarda gastrik karsinomali hastalarin mide biyopsi 6rneklerinde spiral sekilli



organizmalarin varligini gostererek Jaworski’'nin hipotezini desteklemistir. Doenges
(1938) bu spiral bakterilerin otopsi yapilan insanlarin %40’min midesinde
bulundugunu ve buna ilave olarak Macacus maymunlarinda da var oldugunu
bildirmistir. Freedbrg ve Baron (1940) peptik ilserli ya da karsinomali hastalardan
aldiklar1 biyopsi Orneklerinin % 37’sinde benzer spiral mikroorganizmalarin
gozlemlendigini bildirmislerdir. Ancak tim bu c¢aligmalar sadece hipotez olarak
kalmustir (Yula, 2009).

Helicobacter pylori'nin sahip oldugu iireaz enzimi ise ilk kez Luck ve Seth
tarafindan 1924 yilinda tamimlanmistir. Kornberg ve Davies 1955°de, gastrik iireaz
aktivitesinin genellikle korpusa yerlesmis olan bakterilerden kaynaklandigini
gostermiglerdir. Steer ve Collin-Jones 1975°de, mide iilseri olan hastalarin mide
mukozalarindan alinan biyopsi Orneklerinde bakteri varligini gostermis ve bu
bakterilerin mukozal direnci kirarak iilsere neden olabilecegini belirtmislerdir.
Ancak bakteriyi iiretemedikleri i¢in konu tartismali kalmistir. Warren, 1980'lerde,
Avustralya'da aktif gastrit hastasi 135 kisinin mide mukozasinda, Campylobacter
jejuni gibi spiral sekilli basillerin varhigimi gostermis, 1982 senesinde ise Warren ve
Marshall, secici Campylobacter besiyerine ve segici olmayan besiyerlerine biyopsi
orneklerini ekerek bakteriyi izole etmeyi basarmuslardir. Ik olarak Campylobacter
benzeri mikroorganizma olarak adlandirilan bu mikroorganizma, daha sonralari
oncelikle antrumda yerlesmesinden dolayr Campylobacter pylori olarak
adlandirilmigtir. Ancak bulunan bu mikroorganizmada enzimatik ve fonksiyonel
yonlerden farkli 6zelliklerinin saptanmasi nedeniyle helikal goriiniimiinden dolay1

Helicobacter pylori adi verilmistir (Ar1, 2006).

Helicobacter pylori’nin gastroduodenal hastaliklarla baglantisinin gosterilmeye
yonelik ¢alismalar, bakterinin gastrik kolonizasyonu ile birlikte MALT (mucosa-
associated lymphoid tumors) lenfoma ve gastrik adeno karsinomlar arasindaki
iliskiye dikkat ¢ekmistir. Eradikasyon tedavisi ardindan MALT lenfoma olgularinda
1991°de yapilan degisik ¢alismalarda remisyon gosterilmistir. Bu bulgularin 1s18inda,
IARC 1994 senesinde H.pylori’yi insanlar i¢in kanserojen olarak duyurmus ve ilk

defa bir bakteri Tip I karsinojen olarak siniflandirilmistir. Yine 1991 senesinde



National Institute of Health (NIH) konsensusunda H.pylori’nin peptik ilserin en
onemli etkeni oldugu bildirilmistir (Yula, 2009).

4.1.1. Helicobacter pylori’nin genel 6zellikleri

Helicobacter pylori, kisa sarmal yapida (“S” harfi gibi), katalaz, oksidaz, iirecaz
aktivitesi gosteren, 0,5-0,9 x 3 um boyutlarinda, kamgili, sporsuz bir bakteridir (Sekil
1) (Altindis ve Ozdemir, 2003). Normal sartlarda spiral formdadir. Ancak {iremenin
uygun olmadigi stres kosullarinda yuvarlak ve diizensiz basil seklinde goriliir (Ari,
2006). Hiicre duvarinin yapisinda bulunan lipopolisakkaritlerdeki karbon yan
zincirleri say1 ve yapt bakimindan diger gram negatif bakterilerden farklidir. Buna
karsin Helicobacter’ler gram negatif basillerdir. H.pylori sayis1 yediye kadar
varabilen, unipolar, kilifli kamgiya sahiptir (Akgii¢, 2011). Kamgis1 sayesinde gastrik
mukus gibi vizkoz ortamda tirbison benzeri hareket gerceklesir. Bu kamg1 kilifinin
hiicre duvarmin dis membraninin devami oldugu elektron mikroskobu ile yapilan
caligmalarda gosterilmistir (Yula, 2009). H.pylori zorunlu mikroaerofildir, tiremesi
i¢cin ortamada bulunmasi gereken optimum oksijen konsantrasyonu % 2-8’dir (Ari,
2006).

Sekil 1: Helicobacter pylori (Akgiig, 2011).



4.1.2. Helicobacter pylori’nin dogal ortam

Helicobacter’ler ¢ogunlukla insanlarda mide veya bagirsak mukozasina yerlesir.
Bunun yami sira bir¢ok kiigiik kemiricinin, kopeklerin, kedilerin, koyunlarin,
sigirlarin ve kuslarin gastrointestinal sistemine de yerlesebilirler. insanlarda mide ve
bagirsak mukozasi disinda kolonizasyonuna ¢ok nadir olarak rastlanir. Buna karsin
H.pylori’nin tikirik, dis plagi ve atardamar plaklarinda goriildigi bildirilmis.
Molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalar ile de safra taglarinin olusumu ile iliskili
olduklar1 ispatlanmistir. Helicobacter pullorum ve Helicobacter cholecysetusun’un
da karaciger ve safra yollarma yerlesebildigi ileri siirilmiistir (Suzuki, 2008).
H.pylori ve diger gastrik Helicobacter tiirleri i¢in en 6nemli dogal yasam ortami
mide mukoza yiizeyidir. Bakteri gastrik mukozay1 kaplayan mukus tabakasinin asit
yogunlugundan etkilenmez, ancak mukozal yilizeydeki nétr mukusa kadar gelip,
ozellikle alkali mukus salgilayan antruma yerlesir. Fakat artmig asit salgisinin neden

oldugu gastrik hiicre metaplazili alanlarda da kolonize olabilir (Kadioglu, 2011).

4.1.3. Helicobacter pylori’nin Kkiiltiir, iireme ve biyokimyasal o6zellikleri

Zenginlestirilmis besiyerinde dahi son derece zor ve yavas ireyen bir

mikroorganizma olan H.pylori adi besiyerlerinde iiretilemez (Kadioglu, 2011).

Uremenin saglanmasi igin ¢ikolata agar, Columbia agar, Brucella agar, beyin
kalp infiizyon agar gibi besiyerlerinin igerisine % 5-10 oraninda koyun kani, % 0,25
maya ekstrakti gibi ilaveler yapilarak kullanilmalidir. Bunun yaninda tiremeyi
arttirmak icin besiyeri igerisine hemin, serum, nigasta, komiir ilavesi de yapilabilir.
H.pylori asit ortamina ragmen mukozaya kolonize olarak iliremesine kargin aside
dayanikli degildir. Bakteri olduk¢a genis pH (5-8) araliginda iireyebilir, fakat
optimum {remenin saglandigi pH araligi 6,9 ile 7,6 arasidir. Ancak giiglii iireaz
aktivitesi ve kisa siirede hiicre membraninda yaptigi adaptif degisiklikler ile midede
ozellikle pH’in 1-1,5’a kadar distiigii parietal hiicrelerin yer aldig1 oksintik
kanallarin igerisinde de treyebilir. In vitro sartlarda tremesi i¢in uygun
zenginlestirilmis besiyerleri hazirlandiginda optimal liremenin saglanabilmesi igin

besiyeri pH’sinin 7,2 olmasi gerekir (Yula, 2009).



Helicobacter pylori mezofilik bir bakteridir ve mikroaerobik kosullar
saglandiktan sonra tiremesi i¢in optimum 37°C, minimum 30°C sicaklik gereklidir.
Cok az susu 42°C'de iireyebilir, 25°C'de iireme yetenegi yoktur. H.pylori'nin 4°C'de
14 giin, 25°C'de 2 giin, 40- 42°C'de 1 giinden az canli kaldig1 bildirilmistir
(Hancioglu Sikili ve Karapinar, 2001).

Giglii katalaz, oksidaz, peroksidaz, superoksit dismutaz ve sitokrom oksidaz
aktivitesine sahip olmasina ragmen, hi¢bir Helicobacter tiirii acrobik atmosferde
tireyemez. Helicobacter gammani disinda diger Helicobacter tiirlerinin iiremesi igin
%5 ile %10 oranlar arasinda CO> igeren mikroaerobik atmosfer gereklidir. In vitro
tiremede en iyi verimi almak i¢in ortamda bulunmasi gereken oksijen

konsantrasyonu %2 ile %8 arasinda olmalidir (Yula, 2009).

Uremenin saglanabilecegi zenginlestirilmis besiyerlerine ekilen bakteri, uygun
atmosfer ve sicaklik sartlarinda inkiibasyonun ardindan, ekimden sonraki 3. 5. ve 7.
giinlerde {ireme kontrolii yapilmasi gereklidir. Uremede en iyi netice inkiibasyonun
5. giiniinden sonra elde edilir. Inkiibasyon déneminin sonunda besiyerleri iizerinde su
damlasina benzeyen, diizgiin kenarli, saydam, ¢ap1 0,5-2 mm arasinda koloniler
olusturdugu goriiliir. inkiibasyon siiresi 7 giinden fazla siiren besiyerlerinde koloni
caplart 2 mm’nin tizerine ¢ikabilir. Kanli (%5) agarda zayif hemoliz yapar. Siipheli
koloniler i¢in Gram boyama ile mikroskobik morfolojik 6zellikleri kontrol edilip
bunun ile birlikte oksidaz, katalaz ve treaz aktivitelerine bakilarak on tamimlama
yapilmalidir (Kadioglu, 2011).

Helicobacter pylori in vitro sartlardaki 3-4 pasajin ardindan canliligini yitirir.
H.pylori izolatlar1 %20 gliserol ilave edilen Beyin Kalp Infiizyon Buyyon (BHIB -
Brain Heart Infusion Broth) igerisinde ya da skim milk icerisinde —80°C’de veya
liyofilize halde +4°C’de saklanabilirler (Kadioglu, 2011).



4.1.4. Helicobacter pylori’nin epidemiyolojisi

Helicobacter pylori omurgali canlilarin midesindeki zor sartlarda yasamaya
uyum saglayabilmis ilgili bakteriler igerisindeki en ¢ok goriilen bakteridir (Akgiig,
2011).

Helicobacter plori’nin dogal kaynag: bilinmemektedir. Insan dis1 rezervuar kesin
olarak gosterilmemistir. Ancak yaygin kabul enfeksiyon kaynagiin insan oldugu

dogrultusundadir (Yilmaz ve Okgu, 2006).

Giintimiizde diinya niifusunun yaklasik olarak yarisinin H.pylori ile enfekte
oldugu kabul edilmektedir (Martinez ve ark., 2016). H.pylori’nin prevalansi yas,
tilke ve sosyo-ekonomik kosullara gore degismektedir (Lehours ve ark., 2015). Bazi
itk ve etnik gruplarin prevalansinin fazla olmasi genetik yatkinlik olabilecegini
diistindiirmiistiir ancak bu genetik yatkinligin kesin olarak nedeni belirlenememistir.
Bakterinin kolonizasyonunda cinsiyete dayali bir ayrim bildirilmemistir. Ancak
bakteri ile enfekte olunan ¢ocukluk ¢agindaki sosyo-ekonomik kosullar ile prevalans
arasinda kesin bir iliski vardir. Avrupa tilkeleri ve Amerika Birlesik Devletleri gibi
gelismis tilkelerde ¢cocukluk ¢agindaki bireylerin %0-5’1, yirmili yaslardaki bireylerin
%10-20’si, yetiskin bireylerin ise %30-50’sinin H.pylori ile enfekte oldugu
bildirilmistir. Gelismekte olan iilkelerde 5 ile 10 yas arasindaki bireylerde prevalans
%60-70 iken yetiskin bireylerde %85-90 arasinda oldugu bildirilmistir. Gelismekte
olan ilkelerde prevalansin yiikksek olma nedeni sosyo-ekonomik kosullarin
yetersizligi ve saglikli yasam kosullarinin saglanamamasindan kaynaklanmaktadir

(Tiinger, 2008).

4.1.5. Helicobacter pylori’nin mideye yerlesimi

Helicobacter pylori’nin dis yiizeyi adezyon molekiilleri ile kaplidir. Bu
molekiiller bakterinin gastrik epitel hiicrelerindeki 6zel reseptorlere tutunmasini
saglar. Bu nedenle bakteri yalnizca mide epiteli olan bolgelere tutunabilmektedir.
H.pylori gastrik mukusun altinda mideyi saran mukus salgilayan epitel hiicrelere

tutunarak yasar. Midenin asit ortam: mikroorganizmalarin yasamasini genelde



engeller. Midenin bu asidik ortaminda yasayabilecek sekilde gelisen tek organizma
H.pylori’dir. H.pylori’nin sahip oldugu {ireaz enzimi midedeki iireyi amonyaga
cevirerek mide asiditesinin notralize edilmesini saglar ve boylece bakterinin hayatta

kalabilmesi i¢in daha uygun bir pH saglamis olur (Sekil 2) (Akgiig, 2011).

N U
Ure reaz Co,

H,0 2NH,

Sekil 2: Helicobacter pylori ’nin iireaz enziminin midedeki aktivitesi

Mide igine siirekli eski mukus tabakalarinin atilimi s6z konusudur. Ancak
H.pylori tirblison benzeri hizli hareketiyle buna zit yonde hareket ederek epitelyum
hiicrelerine ulasmaya c¢alisip yeni tabakalara tutunabilmektedir. Epitel hiicresine
ulastiginda, tutunabilmesi igin dis membran proteinleri ve diger faktorler rol oynar

(Demiray Giirbiiz ve Yilmaz, 2011).
4.1.6. Helicobacter pylori enfeksiyonlari

Helicobacter pylori enfeksiyonunun neden oldugu klinik tablolar asemptomatik
kolonizasyondan, mide kanserine kadar degisen genis bir yelpaze gostermektedir
(Sekil 3).
Akut enfeksiyon: Akut enfeksiyon asemptomatiktir.
Gastrit: Helicobacter pylori ile enfekte kisilerin tiimiinde gelisir. Gastritin olustugu

bolge ve meydana gelen zararin siddetine bagli olarak duodenum {ilseri, gastrik tilser,

atrofik gastrit, mide kanseri, MALT gibi patolojiler meydana gelir.
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Gastrik iilser: Helicobacter pylori kolonisyonu duodenal iilserli hastalara gore daha
azdir. Cesitli ilag kullanimlar1 gastrik iilsere neden olmak ile birlikte H.pylori ile

enfekte olma ikincil etkendir.

Duodenal iilser: Hastalarin %90’dan fazlasi H.pylori ile kolonizedir. Gastrik ve
duodenal iilser cogunlukla peptik iilser olarak da isimlendirilir. Peptik iilser kronik
rahatsizliktir ve uzun seneler ataklar halinde seyreder. Midede agri bu hastalikta en
karakteristik semptomdur. Kanama ve perforasyon gibi ciddi komplikasyonlar

geligebilir.

Gastrik karsinoma: Diinyada en sik goriilen solid tiimorler igerisinde ikinci sirada
yer almaktadir. IARC 1994 senesinde H.pylori'yi Tip 1 Karsinojen olarak
bildirmistir. Kanser gelisme riskinin H.pylori pozitif hastalarda diger hastalara oranla

dort kat fazla oldugu gosterilmistir.

Gastrik lenfoma / MALT lenfoma: H.pylori enfeksiyonu ile baglantili olan ikinci
timoral olusum, mide lenfomasidir. MALT olan hastalarin %72-98’inde H.pylori
pozitif olarak saptanmigtir. MALT’1n H.pylori ile iliskisi mide kanserinden ¢ok daha
belirgindir.

Bunlarin disinda gastro-6zofageal reflii hastaligi ve fonksiyonel dispepsi

hastaliklarida goriilebilmektedir.

Ancak H. pylori ile iligkilendirilen mide hastaliklarinin patogenezi tam olarak
aciklanamamistir. H.pylori enfeksiyonunda farkli klinik tablolarin olugmasinda;
bakteriyel, konak¢i ve ¢evresel faktorler arasindaki etkilesimin rolii oldugu
belirtilmistir (Y1lmaz ve Okgu, 2006).

Helicobacter pylori’nin mide dis1 hastaliklar ile iliskisini arastiran ¢ok sayida

arastirma yapilmis ancak kesin sonuglar bulunamamastir.
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Mide dis1 hastaliklar: Raynaud fenomeni, koroner kalp hastaligi, diabetes mellitus,
rozasea, demir eksikligi anemisi, pernisiyoz anemi, Skleroderma, otoimmiin
trombositopenik anemi, trtiker, migren, gida alerjisi, tiroidit H.pylori ile iliskili
oldugu One siiriilen hastaliklardir. Fakat bu hastaliklarin H.pylori ile iliskisi tam

olarak agiklanamamistir (Tiinger, 2008).

Yioksek seviyede asit dretimi

/-——-) Duodenal biser

Andral
pnedominant
gastrit
MALT lenfoma
Kronik
H_pilori HNeonatrofik ) Azemptomatik
Normal gastrik enfeksiyonu é trit
mukoza H.pilon
enfeksiyonu
\ Korpus
predominant T Gasirik Dizer
Akut H.pilori atrofik gasirit
enfeksiyonu
Intestinal mefaplozi
~
Displazi

P Gaztrik kanser

Diislik seviyede asit lretimi
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Cocukluk cag Erigkin yas

Sekil 3: Helicobacter pylori enfeksiyonun dogal gelisimi (Tiinger, 2008).

4.1.7. Helicobacter pylori’nin bulasma yollari

Helicobacter pylori enfeksiyonunda genetik yatkinlik mevcuttur. Aile igi
fertlerde bulasma yakin temas ile olabilmektedir. Ancak seksiiel aktivite bulas yollar1
arasinda degildir. Enfeksiyon; diisiik sosyo-ekonomik gelir diizeyine sahip
toplumlarda, etnik azinliklarda, genis ailelerde yasayan fertlerde, c¢ok kalabalik
ortamlarda yasayan ¢ocuklarda sik goriiliir (Altindis ve Ozdemir, 2003).

Helicobacter pylori’nin dental plak ve tiikiiriikten de izole edildigi yapilan bazi

caligmalar ile gosterilmistir. H.pylori nin su kaynakli enfeksiyonlarda goériilmesi ve
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fegesten izole edilmesi fekal-oral bulas oldugunu dogrulamaktadir. Kedi ve evcil
kiimes hayvanlariyla da bulas s6z konusu olabilir. Gastroenterolojistler ve
endoskopistler mesleki risk gruplari arasinda gosterilmektedir. Bu meslek gruplarina
ilave olarak son yillarda dis hekimleri de mesleki risk gruplari arasinda sayilmaktadir
(Altindis ve Ozdemir, 2003).

4.1.8. Helicobacter pylori’nin tam yontemleri

Tanmida kullanilan testler, invaziv testler ve invaziv olmayan (noninvaziv) testler
olarak iki gruba ayrilir (Tablo 1). Bu testler tek basina yapildiginda %2100 olarak
H.pylori’yi saptamak adina 6zgiil ve duyarl degildir. Miimkiin ise tan1 koyabilmek

icin testlerin ikili olarak kombine uygulanmasi &nerilmektedir (Usta ve Ozen, 2007).

Tablo 1: Helicobacter pylori tanisinda kullanilan testler

Invaziv olmayan testler Invaziv testler
Ure nefes testi Ust gastrointestinal sistem endoskopisi
Fekal antijen testi Ureaz testi
H.pylori serolojisi Histopatoloji
Kiiltiir
PCR

4.1.9. Helicobacter pylori’nin tedavisi

Helicobacter pylori aktif kronik gastrit, peptik {ilser ve gastrik kanser
gelisiminin  O6nemli etiyolojik etkeni olmasinin yaninda MALT’a da neden
olmaktadir. 1994 yilinda IARC tarafindan ‘Tip | karsinojen’ olarak agiklanmasi
nedeni ile H.pylori tedavisi olduk¢a 6nem tasimaktadir. H.pylori tedavisinin temelini

antibiyotikler olusturmaktadir (Akgiig, 2011).
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Helicobacter pylori ile enfekte kisilerin yalnizca %20’sinde klinik belirtilere
rastlanmaktadir. Kesin olarak tedavi onerilen kisiler H.pylori ile enfekte olan peptik
iilser hastas1 ve gastrik lenfomasi olan bireylerdir. Aile 6zge¢misinde mide kanseri
olan kisilerde, uzun siire asit baskilayici tedavi alan bireylerde, kronik atrofik
gastritte, gastrik mukozal displazide de tedavi 6nerilmistir. Ancak kesin olarak tedavi
gereklidir denilmemektedir. Buna karsin bazi arastirmacilar H.pylori ile enfekte olan
tim bireyler igin, semptom olsun ya da olmasin tedavi edilmesini onermektedir
(Akgiticg, 2011).

4.1.9.1. Tedavide kullanilan ilaclar

Helicobacter pylori enfeksiyonunun en iyi tedavi seklini belirlemek oldukga
giictiir. Tedavinin giic olmasindaki neden bakterinin canliligini ilaglar ile ulasilmasi
giic olan yerlerde de siirdiirebilmesi ve kullanilan antimikrobiyal ajanlara karsi

gelistirdigi direnctir (Kadioglu, 2011).

Helicobacter pylori enfeksiyonunda, nitroimidazoller (metronidazol, tinidazol,
ornidazol), nitrofuran tiirevleri (furazolidon, nitrofuantoin), genis spektrumlu
penisilin tiirevleri (amoksisilin, ampisilin), tetrasiklinler (doksisiklin, tetrasiklin),
makrolid (klaritromisin, eritromisin, roksitromisin) ve linkosamidler gibi cesitli
antibiyotik segenekleri mevcuttur. Ancak siklikla tercih edilen antibiyotikler
metronidazol, klaritromisin, amoksisilin ve tetrasiklindir. Bu antimikrobiyal ajanlar
tek olarak kullanildiginda eradikasyon orani hayli disiiktiir. Bu nedenle bizmut
tuzlar;, proton pompa inhibitorleri (PPI) (omeprazol, lansoprazol) veya H:
antagonistleri (ranitidin, ebrotidin vb.) ile kombine olarak kullanilirlar (Akgiig,
2011).

4.1.9.1.1. Tedavi semasi

Giliniimilizde tek bir ilag ile tedavi, bakterinin midede ilaclarin ulasmasi gii¢
yerlerde canli kalabilmesi ve kullanilan antimikrobiyal ajanlara karsi hizla

gelistirdigi direnc gibi nedenlerden dolayr 6nerilmemektedir. Onceleri klaritromisin
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ile yapilan monoterapilerde eradikasyon oranlarinin %40 ile %50 arasinda oldugu
bildirilmistir. Antibiyotik tedavisine ilave bir PPI veya bizmut tuzu eklenerek yapilan
ikili tedavi ile de basar1 oranlarinin %20 ile %60 arasinda oldugu ve bu tedavi
sonrasi siklikla niiks goriildigi bildirilmistir. Gliniimiizde eradikasyon i¢in artik iki
antibiyotige bir PPI veya bizmut tuzu eklenerek yapilan iiclii tedavi protokolii
onerilmektedir. Uygulanan bu iiclii tedavi sayesinde eradikasyon orant %90’in
tizerine ¢ikmustir. Yapilan calismalarda 14 giinliik tedavi siiresi yeterli oldugu

gosterilmistir (Tlnger, 2008).

Tedaviden yanit alinamamasinin baglica nedenleri; ilaglarin yan etkilerinden ya
da hasta uyumsuzlugundan dolay1 ilaglarin gerektigi diizende alinmamasi ve
kullanilan antimikrobiyal ajana karsi bakterinin direng gelistirmesidir. Tedaviye
cevap alinmayan durumlarda direng gelisimi goz Oniinde bulundurularak tedavi
bastan diizenlenmeli ve yeni tedavi protokoliinde farkli bir antibiyotik secilmesine

dikkat edilmelidir (Tiinger, 2008).

Uglii tedaviyle basar1 saglanamayan hastalarda dortlii tedavi onerilmektedir. Bu
tedavide PPI (veya H» reseptdr antagonistleri [H2RA] ) + amoksisilin (veya
metronidazol) + Klaritromisin (veya tetrasiklin) + bizmut subsalisilat kullanilir. Bu
dortli  tedavide proton-pompa inhibitorli  kombinasyona 14 giin, H2RA’li

kombinasyona ise 28 giin devam etmek uygundur (Tiinger, 2008).

4.1.9.2. Antibiyotik duyarhhgy

Helicobacter pylori in vitro sartlarda ¢ogu antibiyotikten etkilenmesine karsin
sadece birkac antibiyotik klinik olarak etkilidir. Metronidazol, tinidazol ve
Klaritromisin H.pylori’ye karsi tek baslaria kullanildigi zaman organizma kisa bir
zamanda direng gelistirebilmektedir. H.pylori izolatlarmin yaklasik %350’sinin
metronidazole direng gelistirmesinden dolayr bu ila¢g tedavide hemen hemen

kullanilamaz hale gelmistir (Akgii¢, 2011).

Antibiyotiklere kars1t olan direngte klaritromisine karsi olan rezistansin rRNA
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geninin 23. subiinitindeki nokta mutasyona dayandigi anlagilmigti. Ancak
metronidazol direncinin mekanizmast ¢ok iyi anlasilmamis olsa da bakteriyel
enzimin nitrorediiktaz aktivitesinin inaktivasyonundan kaynaklandig1

diistintilmektedir (Simsek ve Kayahan, 2005).

Metronidazole direng bolgelere ve iilkelere gore %15,9 ile %77,9 arasinda
degisiklik gosteren oranlardadir. Ulkemizde de metronidazol direncinin yiiksek
olmasi ilacin yaygin olarak kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Yapilan ¢alismalar,
metronidazol direncinin tilkemizde %36,4 ile %62,5 oranlar arasinda degismekte

oldugunu gostermektedir (Cagdas ve ark., 2012).

Klaritromisin H.pylori eradikasyonunda en fazla tercih edilen antibiyotiktir;
ancak glinimiizde bu antibiyotige karsi da giderek artan direng ile eradikasyon
tedavisinin bagarisin1  sinirlamaktadir. Klaritromisin direnci; Fransa’da 2003
senesinde yapilan bir ¢alismada %30, Hindistan’da 2003 senesinde yapilan bir
calismada %44,7, Ingiltere’de 2005 senesinde yapilan bir calismada %11 ve
Tayvan’da 2006 senesinde yapilan bir ¢alismada %13,5 oraninda saptanmistir.
Ulkemizde ise H.pylori suslarinda klaritromisine direng oram %18,7, %18,2 ve
%54,5 olarak bildirilmektedir (Cagdas ve ark., 2012).

Amoksisilin - direnci ile ilgili g¢eliskili sonuglar mevcuttur. Arastiricilar
H.pylori’de amoksisilin direnci ile ilgili bazi ¢alismalarda direng Saptamazken,
bazilarinda %0,9, bazilarinda ise %36,1 oranda diren¢ oldugunu bildirmistir (Cagdas
ve ark., 2012).

Helicobacter pylori suslarinda tetrasiklin direnci ile ilgili yurt disindaki
yaymlarda %0 ile %6,9 arasinda degisen oranlar bildirilmektedir. Ulkemizde yapilan
iki farkli ¢alismanin birinde tetrasiklin direnci %9,4 oraninda saptanirken, diger

calismada diren¢ gozlenmemistir (Cagdas ve ark., 2012).

Tedavideki basarisizliklar, hastanin yasi, sigara kullanim aligkanhigi, tedavi

oncesinde midedeki bakteri yiikii, bakterinin genotipi, hastanin ilag ile uyumu gibi
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nedenlere baglanmaktadir. Ancak tedavideki basarisizliklarinin en biiylik nedeni
tedavide ilk segenek olan kullanilan antimikrobiyal ajanlara karsi gelisen direngtir
(Cagdas ve ark., 2012).

4.2. Kitin ve Kitosan

Kitin ilk olarak 1811°de mantarin yapisinda tespit edilerek tanimlanmis bir
polisakkarittir. ismi Yunanca’da zarf anlamma gelen ‘“chiton” kelimesinden
tiiremistir. Yeryiiziinde seliillozdan sonra en fazla bulunan dogal biyopolimer olarak
bilinmektedir (Kurt ve Zorba, 2005). Kitin; yengeg, istakoz ve karides gibi deniz
kabuklularinin dig iskelet yapilarindan, boceklerden ve funguslarin hiicre

duvarlarindan elde edilmektedir (imamoglu, 2011).

Diinyadaki yillik kitin iiretimi yaklastk 150x10%® ton civarinda oldugu
belirtilmektedir. Bunun 56x10° tonu Karidesten, 39x10° tonu gesitli deniz
kabuklularindan, 32x10% tonu mantarlardan ve 23x10° tonu istiridyelerden elde
edilmektedir. Karideste yaklasik %32, bocek kabuklarinda yaklasik %23,5 yengegte
yaklasik %17 oraninda kitin bulunmaktadir (Demir ve Seventekin, 2009).

Kitosan, kitinin  deasetillenmesi sonucu elde edilen katyonik bir
aminopolisakkarittir (Jumaa ve ark., 2002). Kitosanin kimyasal yapisi; poli-[B-(1,4)-
2-amino-2-deoksi-p-D-glukopiranoz] seklindedir (Wang ve ark., 2015). Kitin ve
kitosan kimyasal yap1 olarak seliilloza benzerdir (Sekil 4). Ancak kendi aralarinda
birtakim farkliliklar gosterirler. Seliilozdaki ikinci karbon atomuna hidroksil (-OH)
grubu bagliyken, kitinde asetamid (-NHCOCHS3), kitosanda ise amin (-NH2) grubu
bagli bulunmaktadir (Demir ve ark., 2008).
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Sekil 4: (a) seliiloz, (b) kitosan, (c) kitin’in kimyasal yapis1

4.2.1. Kitinden kitosan elde edilmesi

Kitosan iiretiminde kullanilacak su iiriinlerinin kabuklar1 6ncelikli olarak kum ve
diger yabanct maddelerin uzaklastirilmasi i¢in iyice yikanir. Daha sonra kabuk
tizerinde kalmis doku kalintilarinin uzaklastirilmasi i¢in deproteinizasyon islemi
uygulanir. Bu islem sirasinda kabuklar % 3 NaOH ile 30 dakika kadar kaynatilir.
Kaynatma isleminin ardindan kabuklar sogutularak higbir alkali kalintis1 kalmayacak
sekilde su ile iyice durulanir. Bir sonraki islem deminerilizasyon islemi olup
kabuklara %3 HCI ile 30 dakika boyunca muamele edilmesinden ibarettir. Bu
islemin sonunda da kabuklar iyice yikanir ve ardindan su orani1 % 6'in altina diisecek
sekilde preslenir. Tiim bu islemlerin sonunda kitin elde edilmis olur. Kitosan eldesi
igin kitin, asil islem olan deasetilasyon amaciyla kostik soda iginde 90-95°C'de 1,5
saat kadar 1sitilir. Ardindan siizdiiriiliir ve iizerinde alkali kalint1 kalmayacak sekilde
su ile iyice yikanir. Fazla su preslenerek uzaklastirilir. Bu agama sonucunda kitosanin
yas formu elde edilmis olur. Yas kitosan bir kurutucu i¢inde bekletilerek veya nem

oran1 %5'in altinda olacak sekilde giineste kurutulabilir. ince tabakalar halinde elde
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edilen kitosan toz haline getirilerek ardindan paketlenir. Kuru ortamda 3 ay kadar
saklanir. Bin gram kuru kabuktan yaklasik 140 gram kitin, 100 gram kitosan elde
edilebilmektedir. Ticari olarak satilan Kkitosanlarin asetilasyon derecesi %70'in
tizerinde olup molekiil agirliklar1 100 000 ile 1,2 milyon Da arasinda degismektedir
(Bostan ve ark., 2007).

4.2.2. Kitosanin genel ozellikleri

Beyaz renkte, tatsiz, kokusuz, yari seffaf, toz veya partikiil seklinde bir
maddedir. Sindirim enzimlerine dayaniklidir. Ancak bazi bakteriler kitosani
pargalayabilir. Suda ¢ozlinmez. Coziindiirmek ig¢in asidik ¢oziiciiler (<6,0 pH)
gereklidir ve genellikle asetik, formik, laktik gibi organik asitler kullanilir. Inorganik
asitlerde ¢oztinme sinirhidir (%1 hidroklorik asitte ¢oziiniir; siilfiirik ve fosforik asitte
¢ozlinmez). Coziunirlik o6zelligi; kitosanin elde edilis yontemine, asetilasyon
derecesine, molekiill agirhigina, sicakliga, pH’a, ¢6zmek icin kullanilan asitin
ozelligine ve ¢ozeltideki iyon konsantrasyonuna bagl olarak degismektedir (Erkan
Kog ve Ozkan, 2011). Kitosan soliisyonlarmn stabilitesini pH’m 7,0 ve iizerinde
olmasi, oda sicakliginda uzun siire muhafaza edilmesi gibi etkenler olumsuz

etkilemektedir (Bostan ve ark., 2007).

Kitosanin yenilenebilen ¢evre dostu dogal bir biyopolimer olmast en biiyiik
avantajidir. Bu ozellikleri sayesinde kitosan son yillarda pek ¢ok farkli sektorde
kullanim alan1 bulmustur. Yapilan in vivo testler kitosanin insan viicudu igin bir yan
etkisinin  bulunmadigini  gostermistir (Imamoglu, 2011). Ancak yapilan bazi
caligmalarda ¢ok diisiik toksisite olusturabilmesine ilave olarak antioksidan ve
antikanser aktivite gosterdigi de bildirilmistir (Lee ve ark., 2014). Uzun siireli
kitosan kullaniminin bagirsagin mikrobiyal florasi iistiine etkilerinden dolay1 ayrica
koruyucu bir tedavi alinmasi gerektigi de gosterilmistir. Buna ilave olarak kitosanin
yagda eriyen vitaminlerin kaybina yol agabilecegi, minarel emilimini azaltabilecegi,

kemik doku kaybina neden olabilecegi de bildirilmistir (Raafat ve Sahl, 2009).
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4.2 3. Kitosanin kullanim alanlari

Kitosan giiniimiizde tip, gida, ziraat, kozmetik, eczacilik, atik su aritimi, tekstil
sektorii gibi ¢ok cesitli alanlarda; biyolojik uyumlulugu, canli doku ile reaksiyona
girmemesi, patojen gelisimini azaltmasi gibi 6zellikleri nedeni ile kullanim alam
bulamaktadir (Tablo 2) (Beykia ve ark., 2014). Kitosan farkli iilkelerde biiyiik 6lgiide
kullanim alani bulmasina ragmen iilkemizde kullanimi heniiz ¢ok yaygin degildir.
Tekstil sanayiinde de bir¢ok amag¢ igin kullanilmaktadir. Bunlara 6rnek olarak
kumasa antimikrobiyal O6zellik katilmasi, yiinlii kumaslarda ¢ekmemeyi saglama,
pamuga asit boyar maddelerle boyanabilirlik kazandirma, antistatik &zellik
kazandirilma, reaktif boyamada tuz miktarin1 azaltma, deodorant maddesi olarak

kullanilmasi sayilabilmektedir (Demir ve Seventekin, 2009).
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Tablo 2: Kitin, kitosan ve tiirevlerinin uygulama alanlari

UYGULAMA ALANI KULLANIM

SU ARITIMI Kirlenmis atik sular i¢in koagiilasyon ve flokiilasyon

Atik sulardan metal iyonlarinin uzaklastirilmasi

ZIRAAT Cimlenme hizim arttirmak
Bitki patojenlerine kars1
Bitki tohumu kaplamasi
Giibre yapimi
Bitki katki: maddesi

BiYOTEKNOLOJI Kromatografik yontemlerde
Enzim immobilizasyonunda

GIDA Dogal kivam verici
Yiyecek katki maddesi
Gida paketleri / Koruyucu
Filtreleme ve temizleme
Hipokolesterolemik madde (zayiflama maddesi)

Atik gidalarin tekrar iglenmesi

KOZMETIK Sag sekillendirici yapim1
Cilt nemlendirici kremlerde
Antikolesterol ve yag baglayict madde olarak
Deodorantlarda koku giderici madde

MEDIKAL ALAN Yara band1 yapiminda
Sargi bezi yapiminda
Yanik tedavisinde (acty1 dindirme ve iyilestirme etkisi)
Antikoagiilan madde
Hidrojel yapimi
Antitrombojenik materyaller
Hemostatik madde
Kontakt lens yapimi

Ila¢ kaplama maddesi

(Imamoglu, 2011).
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Kitin ve kitosanin yara iyilestirici 6zellikleri uzun siire arastirilmis ve olumlu
sonuglar alimmistir. Kitosanin yara iyilesmesini hizlandirmadaki etkinligi viicuttaki
yaralarin iyilesme hiz1 yavas olan hastalar i¢in olduk¢a 6nemlidir. Kitosan heparin (-
yiiklii) ile polielektrolit kompleks olusturma Ozelligindedir ve bu sayede yara
tedavisinde etkili rol oynamaktadir. Heparin, kanin pihtilasmasimni onleyen bir
polisakkarittir. Olusan bu kitosan heparin kompleksi beraberinde artan hiicre biiyiime
faktorleri ile doku gelisimi desteklenmektedir. Son senelerde, kitosandan elde edilen

bandajlar bu nedenle daha fazla 6nem kazanmistir (Demir ve Seventekin, 2009).

Kitosan, vyara iyilesme siirecinde; polimorfoniikleer (PMN) hiicre ve
makrofajlarin aktivasyonu, fibroblast aktivasyonu, sitokin iiretimi, dev hiicre gocii ve
kollajen sentezinin uyarilmasi gibi asamalarda onemli rol oynamaktadir. Ayrica,
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etki gostermekte ve doku yenilenmesini
uyarmaktadir. Yara iyilesme siirecinin dnemli bir asamast PMN gociidiir. Bu
asamada meydana gelen sorunlar yara iyilesmesinin gecikmesine ve bu gecikmeye
bagli olarak enfeksiyon olusumuna neden olacaktir. Kitin ve kitosanin PMN
aktivitesini arttirdigi hayvan deneyleri ile gosterilmistir. Kitosanin biiyiikk agik
yaralarin da iyilesmesine yardimci oldugu hayvanlar iizerinde yapilan deneyler ile
gosterilmistir (Demir ve Seventekin, 2009).

Buna ilave olarak ilaglarin kontrollii salinimi da son derece 6nemlidir. Biyolojik
uyumluluk gosteren ve yenilebilen Kkitosan, ilaglar igin matriks olarak da
kullanilabilmektedir (Bie ve ark., 2013). Ilaglar kitosan matriksi icerisine film,
mikrokapsiil, kaplanmis tablet gibi ¢esitli sekillerde yerlestirilmektedir. ilaglar
bunlardan farkli sekilde de kitosan igerisine hapsedilebilir. Jel olusturabilme 6zelligi,
kopolimer gibi ¢esitli formlarda bulunabilmesi ilag salim sistemlerinde biiyiik avantaj
olmaktadir. Midede tahrisi engelleyen antiasit ve antiiilser etkinlige sahip olmasi da
kitosan1 bu alanda ideal bir materyal haline getirmektedir (Demir ve Seventekin,
2009).

Kitosan film olusturma ozelligi ile yapay bobrek zari yapiminda da

kullanilmaktadir (Demir ve Seventekin, 2009).
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Ambalaj malzemesi olarak plastik kullanimi gida korunmasi icin etkilidir.
Ancak; gida giivenligi, tiiketici sagligi ve ¢evresel konusundaki endiseler nedeni ile
yenilenebilir ve biyolojik olarak pargalanabilen dogal polimerlerden gida ambalaji
gelistirilmek i¢in ¢ok sayida arastirma yapilarak paketlemelere dogal antioksidan ve
antimikrobiyal etkinligi olan maddelerin dahil edilmesi tizerine odaklanilmistir.
Cesitli bakteri ve mantar tiirleri tizerine antimikrobiyal aktivitesi bulunan ve biyofilm
olusturabilen kitosan gida paketleme alaninda da kullanim alan1 bulmustur (Wang ve
ark., 2015). Japonya 1983, Kore 1995 yillarindan bu yana gida katki maddesi olarak
kitosani kullanmaktadir (Jeon ve ark 2014).

Azot icerigi bakimindan zengin olmasi kitosanin selat olusturucu ajan olarak

kullanilmasina olanak saglamaktadir (Ozdemir, 2014).

Kitosan, zirai miicadelede sahip oldugu antifungal, antimikrobiyal, insektisidal

ozelliklerinden dolay1 koruyucu olarak kullanilmaktadir (imamoglu, 2011).

Basta Japonya olmak tiizere bir¢ok Asya iilkesinde 19601 yillarin ortalarindan
bu giine kadar kitosanin medikal tekstil alaninda kullanimu ile ilgili gesitli galismalar
yapilmis ve giiniimiizde yapilmaya devam etmektedir. Ozellikle; medikal yapay deri,
cerrahi dikis ipleri, yapay kan damarlari, kontrollii ilag salimi, kontakt lens yapimu,
yara bandi, sargi bezi yapimi gibi alanlarda da kitosan kullanilmaktadir (Demir ve
Seventekin, 2009).

Kitosanin fonksiyonel gruplarinin, kalsiyum esasli bir¢cok materyal ile bilesik
olusturabilme &zelligi ile ortopedik ve periodontal uygulamalarda da kullanim alani
bulmustur. Bu sekilde olusturulan Kitosan kalsiyum kompozitinin sert doku yerine
kullanilabilirligini arastiran ¢alismalar devam etmektedir. Kalsiyum-kitosan esasl
bilesikler, kemik protezlerinde kaplama materyali olarak kullanilip viicuda implante
edilerek kemik hiicrelerini giiglendirmektedir. Bir diger kullanim alani ise direkt
kemik veya sert doku ile yer degistirmesi seklindedir. Ayrica, kemikte zaman
igerisinde olusan asinmalar neticesinde meydana gelen bosluklar1 doldurabilmektedir
(Demir ve Seventekin, 2009).
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Kisaca kitosan, bahsedilen bu antimikrobiyal aktivitesi, biyolojik uyumlulugu,
farkli materyaller ile bilesik olusturabilme yetenegi, hiicresel tutunmaya ve
¢ogalmaya olanak saglamasi gibi 6zellikleri sayesinde pek ¢ok farkli alanda kullanim

olanag1 bulmustur (Demir ve Seventekin, 2009).

4.2.4. Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi

Kitosan ¢esitli bakteri ve mantar tiirlerine karsi antimikrobiyal aktivite
gostermektedir (Demir ve ark., 2008). Ancak antimikrobiyal aktivitesi tespit
edilmesine ragmen, bu etki mekanizmasinin nasil ¢alistigi heniiz tam olarak

belirlenememistir (Giirel inanli ve Karaton Kuzgun, 2012).

Bu etkinin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte cesitli teoriler ileri
stiriilmiistiir. Bunlardan ilki; kitosandaki pozitif yiiklii amino (-NH3* ) gruplarmin
bakterinin hiicre membran tizerindeki negatif yiikli karboksilat (-COQO™ ) gruplarini
baglamasi sonucu hiicre membraninin islevini bozup intraselliiler igerigin disari
sizmasina neden olmasi ve aym1 zamanda besin elementlerinin hiicreye giriginin
inhibe edilmesidir. Diger bir teori; selat yapict bir ajan olarak rol oynayarak iz
elementlere baglanmasi ve bu suretle mikrobiyal gelisme ile toksin iiretiminin inhibe
edilmesidir. Bunlara ilave olarak su baglayici ve enzim inhibitorii olarak calisip
mikrobiyal gelismeyi engellemesi, bakteri DNA’sina baglanarak mRNA ve protein
sentesizini durdurulmasi gibi etki mekanizmalari oldugu ileri siiriilmistir (Erkan

Kog ve Ozkan, 2011).

4.2.4.1. Kitosanin antimikrobiyal aktivitesine etki eden parametreler

Kitosanin antimikrobiyal aktivitesine etki eden degiskenler; deasetilasyon

derecesi, molekiil agirligi, viskozite, ¢Oziiniirlik ve renk seklinde siralanabilir

(Bostan ve ark., 2007).
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4.2.4.1.1. Molekiil agirhg:

Kitinin molekiil agirligi, 1 000 000 Da’dan yiiksektir. Piyasada satilan kitosanin
molekiil agirligr ise 100 000 — 1 200 000 Da arasinda degisiklik gostermektedir.
Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi ile molekiil agirligi arasindaki iliski kesin olarak
belirlenememistir. Bu iliskinin belirlenmesi i¢in ayni veya ¢ok yakin deasetilleme
derecesine sahip ancak farkli molekiil agirlikta ¢ok sayida kitosan ile galisilmasi
gerekmektedir. Kitosanin maksimum aktivite gosterdigi molekiil agirligi hakkinda

simdiye kadar yapilan ¢alismalarda kesin bir kaniya ulagilamamistir (Demir ve ark.,
2008).

Ortamda bulunan ¢6ziinmiis oksijen kitosanin par¢alanmasina neden olmaktadir.
Buna ilave olarak 280°C’nin iizerinde ¢ok yiiksek sicakliklarda da kitosan termal
olarak parcalanmaya baglar. Dolayisi ile bu pargalanmalar sonucunda molekiil

agirhiginda da diisiis meydana gelmektedir (Ozdemir,2014).

Antimikrobiyal aktivite haricinde diger fiziksel aktivitelerinin ve fonksiyonel
ozelliklerinin de molekiil agrilig: ile ilgili olduguna dair gii¢lii kanitlar toplanmistir.
Kitosanin molekiil agirligi birka¢ farkli yontem ile Olciilebilir. Bu yontemler;

spektrofotometre, jel gecirgenlik kromatografi, viskozimetri olabilir (Raafat ve Sahl,
2009).

4.2.4.1.2. Deasetillenme derecesi (DD)

Deasetillenme derecesi (DD) kitosanin antimikrobiyal aktivitesi ile dogrudan
baglantilidir. DD’nin artmast pkitosan molekiilleri iizerindeki amin gruplarinin
artmas1 anlamina gelmektedir. Bu artis ile, kitosan asidik kosullarda daha fazla
sayida protonlanmis amin gruplarina sahip olur ve bu sayede Kkitosanin
mikroorganizmalarin negatif yiiklii hiicre duvari ile reaksiyona girme orani artar

(Demir ve ark., 2008).

25



Deasetilasyon derecesi kitosanin hazirlik asamasindan etkilenmektedir. Ornegin
kitosanin iiretim siiresinin uzamasi DD’ni etkilemektedir. DD’ni 6lgmek i¢in; FTIR
spektroskopi (Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi / Fourier Transform
Infrared Spectroscopy), UV spektrofotometresi, ¢esitli titrasyon yontemleri, element

analizi, termal analiz gibi yontemler kullanilabilmektedir (Raafat ve Sahl, 2009).

4.2.4.1.3. pH

Kitosanin antimikrobiyal aktivitesini etkileyen parametrelerden biri de pH
degeridir. Yapilan incelemelerde, en iyi antimikrobiyal aktivitenin pH 5 civarinda
gerceklestigi bildirilmistir. pH arttik¢a antimikrobiyal aktivite azalmaktadir. pH 9’da
ise neredeyse hi¢ antimikrobiyal aktivite gozlemlenmemektedir (Demir ve ark.,
2008).

Farkli aragtirmacilar ise kitosan suda ¢ok az miktarda ¢6ziindiigii icin pH 7°de
herhangi bir antimikrobiyal aktivite gostermedigini iddia etmislerdir. Bu durum,
kitosanin antimikrobiyal aktivitenin katyonik o6zelliginden kaynaklandig:i fikrini
desteklemektedir (Demir ve ark., 2008).

4.2.4.1.4. Sicakhik

Yapilan aragtirmalar antimikrobiyal aktivitenin sicaklik ile orantili olarak
degistigini gostermistir. E.coli ile yapilan bir ¢aligmada 25°C’de 5 saatte ve 37°C’de
1 saatte mikroorganizmanin tamamen yok oldugu gorilmistiir. Sicaklik 4 ve 15°C
oldugunda ise E.coli miktari ilk 5 saatte bir miktar azalmis ancak ardindan herhangi
bir degisiklik olmamistir. Arastirmacilar, antimikrobiyal aktivitedeki bu diisiisiin
nedeni olarak, kitosan ve hiicre arasindaki etkilesimin daha disiik sicakliklarda

azalmasindan kaynaklandigini diigiinmiislerdir (Demir ve ark., 2008).
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4.2.5. Suda coziinen kitosan / Karboksimetil kitosan

Seyreltik asitlerde ¢oziinebilen kitosanin suda ¢Oziinebilir formda tiirevlerini
elde etmek {izere yapilan calismalar sonu¢ vermis olup kitosanin karboksimetil
formu gelistirilmistir (Sekil 5) (Demir ve Seventekin, 2009). Kitosan, N,O-
karboksimetil kitosan ve O-karboksimetil kitosan ile yapilan calismalarda E. coli
lizerine antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir (Venkatesan ve ark., 2014).

CH;OCHCOOH

- OH H ] ©

H MNH: H Sl

Sekil 5: Karboksimetil kitosanin kimyasal formiili (http://www.scbt.com/datasheet-
358091.html, Erisim Tarihi:8 Mart 2016).

4.3. Antibiyotikler

4.3.1. Klaritromisin

Makrosiklik lakton ¢ekirdegi tasimalar1 nedeniyle makrolidler diye adlandirilan
antibiyotik grubuna ait semi sentetik bir antibiyotiktir (Sekil 6). Makrolid
antibiyotikler bakteri ribozumunun 50S alt birimindeki 23S birimine baglanarak, bu
bolgeye tRNA molekiiliiniin baglanmasini ve peptit zincirinin uzamasint engeller.

Boylece bakteri protein sentezini inhibe ederler (Abbasoglu ve ark., 2011).

Klaritromisin genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Gram pozitif ve gram negatif,
aerob ve anaerop gibi ¢ok cesitli mikroorganizmalar iizerine bakteriyostatik etki
gostermektedir
(http://www.mn.com.tr/tr/products/p_detail _Uniklar.aspx?productiD=11, Erigim
Tarihi:24 Ocak 2016).
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Klaritromisin  post-antibiyotik etkisi ile bakterilerin tekrar g¢ogalmasini
engelleyen giiclii bir inhibitordiir. 14-OH metaboliti ile bu etki artmaktadir
(http://www.mn.com.tr/tr/products/p_detail _Uniklar.aspx?productID=11, Erisim
Tarihi:24 Ocak 2016).

Sekil 6: Klaritromisinin kimyasal formiili
(https://en.wikipedia.org/wiki/File:Clarithromycin_structure.svg, Erisim Tarihi: 24
Ocak 2016).

4.3.1.1. Klaritromisinin etki spektrumu

Aerobik gram pozitif bakteriler; Staphylococcus aureus, Streptococcus

pneumoniae, Streptococcus pyogenes.

Aerobik gram negatif Dbakteriler; Haemophilus influenzae, Moraxella

catarrhalis, Legionella pneumophila, Helicobacter pylori.

Diger mikroorganizmalar; Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae,
Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare gibi mikroorganizmalar
lizerine etikili oldugu gbzlemlenmistir.
(http://www.mn.com.tr/tr/products/p_detail _Uniklar.aspx?productiD=11, Erigim
Tarihi:24 Ocak 2016).
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4.3.2. Metronidazol

Anaerop bakteriler ve protozoalar ig¢in kullanilan 5-nitroimidazol tiirevi
antimikrobiyal bir ajandir (Sekil 7). Bakteriyostatik etkilidir. Ticari olarak ilk defa
1960 yilinda Fransa’da da kullanilmaya baslanmistir
(https://en.wikipedia.org/wiki/Metronidazole#Stevens.E2.80.93Johnson_syndrome,

Erisim Tarihi:14 Ocak 2016). Metronidazoliin nitro grubu, elektron transport
zincirindeki flavoprotein gibi proteinlerden elektron alir ve elektron transport
zincirinin normal dongiisiinii engeller. Gebelerde de kullanilabilir ancak ilk trimester

icerisinde kullanimi 6nerilmez (Abbasoglu ve ark., 2011).

Sekil 7: Metronidazoliin kimyasal formiilii
(https://tr.wikipedia.org/wiki/Dosya:Metronidazol.svg, Erisim Tarihi: 24 Ocak
2016).

4.3.2.1. Metronidazoliin etki spektrumu

In vitro olarak bircok bakteriye etkilidir; Bacteroides fragilis, Bacteroides
bivius, Bacteroides disiens, Bacteroides distasonis, Bacteroides gingivalis,
Bacteroides intermedius, Bacteroides oralis, Bacteroides oralis ovatus, Bacteroides
oralis thetaiotaomicron, Bacteroides oralis ureolyticus, Bacteroides oralis vulgatus,
Bacteroides oralis asaccharolyticus, Clostridium difficile, Clostridium perfringens,
Campylobacter fetus, Gardnerella vaginalis, Fusobacterium ve Veillonella gibi
mikroorganizmalara kars1 etili oldugu gozlemlenmistir
(http://www.ilacrehberi.com/v/nidazol-500-mg-film-tablet-92b6/kub/farmakolojik-
ozellikler/., Erisim Tarihi:24 Ocak 2016).
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In vitro c¢alismalarda metronidazol mantarlara karsi etkisiz bulunmustur
(http://www.ilacrehberi.com/v/nidazol-500-mg-film-tablet-92b6/kub/farmakolojik-
ozellikler/., Erisim Tarihi:24 Ocak 2016).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerecler

5.1.1. Mikroorganizmalar

Helicobacter pylori ATCC 43504 standart susu

Escherichia coli ATCC 11229 standart susu

5.1.2. Besiyerleri

Colombia Agar %5 Sheep Blood BD

Brain Heart Infusion Agar Merck
Brain Heart Infusion Broth Oxoid
Mueller Hinton Agar Merck
Urea Agar Merck

5.1.3. Cozeltiler

Lugol cozeltisi:

I 59

Kl 10g
Distile su 100 mL
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Magnezyum (Mg) stok ¢ozeltisi:
MgCl2.6H20 8,36 9

Distile su 100 mL

Kalsiyum (Ca) stok cozeltisi:

CaCl..2H20 3,68 ¢
Distile su 100 mL
5.1.4. Boyalar

Kristal viyole

Kristal viyole 19
Asit-fenik kristali (fenol kristali) 29

Etil alkol (%96) 10 mL
Distile su 100 mL

Bazik fuksin (stok)

Bazik fuksin 10¢

Etil alkol 100 mL
Sulu fuksin

Bazik fuksin (stok) 10 mL

Distile su 100 mL

5.1.5. Antibiyotikler

Klaritromisin (Toprak Ilag ve Kim. Mad. San. ve Tic. A.S.)
Metronidazol (Ttrktipsan A.S.)
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5.1.6. McFarland bulamikhk tiipleri

Standart bulaniklik elde etmek i¢in laboratuvarimizda hazirlanan McFarland 2
standart tiipleri esas alinmis olup; McFarland 2, 0,2 mL %1 1,175 BaCl2.2H20’ya 9,8
mL %1 H2SOgsilave edilerek hazirlanmistir (UMS AMD-TP-02 Siirtim 1, 2014).

5.1.7. Kimyasal maddeler

Diistik molekiil agirlikl kitosan
Orta molekiil agirlikl kitosan
Karboksimetil kitosan

Etil alkol (%96)

Immersiyon yagi

H202 (%36)

MgCl,.6H>0O

CaCl2.2H.0

BaCl2.2H20

H2S04 (%96)

Kristal viyolet

Asit-fenik kristali (fenol kristali)
Bazik fuksin

|

Kl

Gliserol
N,N,N’,N'-Tetrametil-p-fenilendiamin
dihidrokloriir

Metanol

Dimetik Sulfoksit

(SIGMA)
(SIGMA)

(Santa Cruz)
(Labkim)
(Merck)

(Merck)
(SIGMA)
(Merck)
(Riedel-de Haen)
(Merck)

(Merck)

(Merck)
(SIGMA)
(SIGMA)
(Riedel-de Haen)
(Merck)
(SIGMA)

(SIGMA)
(SIGMA)
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5.1.8. Kullanilan arac¢ ve gerecler

Mikroaerofilik Gas pack (Oxoid)
Anaerobik jar (Oxoid)

Kaba terazi (Kern 0,1 g)

Hassas terazi (Precisa XB220A 0,0001 g)
Mikroskop (Olympus CX21)

Karstirict (IKA)

Buzdolabt (Argelik)

Derin dondurucu (Ugur)

Otoklav (OT 4060 Niive)

Pastor firin1 (Electro-mag)

Su banyosu (Niive ST 402)

Otomatik pipetler (2-20 pL, 10-200 pL, 100-1000 pL) (Rainin)
Steril pipetler (2, 5, 10 mL) (TPP)

Pastor pipeti (LP)

Lam (Isolab)

Enjektorler (2,5mL, SmL, 10 mL) (Tibset)
Membran filtre (0.22-0.45 um) (Whatman)
Petri kutular1 (Isolab)

Otomatik pipet uclar1 (Isolab)

Mikroplak (Steril, 96 kuyucuklu, U tabanli) (TPP)
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5.2.Yontemler

5.2.1. Mikroorganizma Kkiiltiirii ve biyokimyasal ozellikleri

Helicobacter pylori ATCC 43504 standart susu %5 koyun kanli agarda
mikroaerofilik kosullarda (%10 CO2, %5 O2, %85 N2), 37°C’de, 72 saat inkiibe
edilerek iiretilmistir. Uremesi icin mikroaerofilik kosullar, anaerobik jar ve
mikroaerofilik ortam saglayici gas packler (Oxoid) ile saglanmustir. Primer izolasyon
sonrasinda maksimum 3 kez pasaj yapilmustir. Ureyen yaklasik 1-1,5 mm ¢apinda,
yuvarlak, dis biikey, seffaf kolonilerden Gram boyama yapilarak mikroskopta ince
kivrik sekilli bakteriler incelenmistir. H.pylori standart susu %20 gliserol igeren
Brain Hearth Infusion Broth (BHIB) iginde -80°C’de saklanmuistir.

5.2.1.1. Kanh agarda hemoliz tespiti

Helicobacter pylori ATCC 43504 susu koyun kanli agara inokiile edilerek 37
‘C’de 72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda mikroorganizmanim koloni
morfolojisi ve hemoliz tipi degerlendirilmistir. Etrafinda zayif hemoliz zonu yapan,
diizglin kenarli, saydam, gri renkte su damlasina benzeyen koloni olusturan 6rnekler

hemoliz varligi olarak degerlendirilmistir (Kadioglu, 2011).

5.2.1.2. Gram boyama

Gram boyamada kullanilacak olan lam ekmek keser gibi 3 kez alevden
gecirilmistir. Daha sonra 6rnek konulacak yiizeye 1 damla serum fizyolojik (SF)
damlatilip, mikroorganizma kiiltiiriindeki kolonilerden igne uglu 6ze ile alinarak, lam
yiizeyindeki SF iginde homojen olarak siispanse edilmistir. Ornek havada kuruyana
kadar bekletilip, sonrasinda 3 kez alevden gecirilerek tespit edilmistir. Boyama
islemi i¢in preparat {izerine kristal viyole damlatilip 1 dakika bekletilmistir. Ardindan
preparat lugol ile yikanip yikama islemi sonrasinda tekrar iizerine lugol damlatilarak
1 dakika bekletilmis ve siire sonunda su ile yikanmistir. Daha sonra preparat tizerine

%96’lik etik alkol damlatilarak 10-30 saniye bekletilip su ile yikanmistir. Ardindan
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preparat iizerine sulu fuksin damlatilarak 30 saniye bekletilmis siire sonunda su ile
yikanarak filtre kagidi ile kurutulmus ve immersiyon yagi damlatilarak immersiyon
objektifi ile incelenmistir. Mikroskopta gozlenen pembe renkli, ince kivrik sekilli

bakteriler H.pylori olarak degerlendirilmistir (Phillips ve Nash, 1985).

5.2.1.3. Katalaz deneyi

Koyun kanli Columbia agar besiyerinde tiretilmis tek diismiis bakteri kolonisi
besiyeri yiizeyine degdirmeden platin 6ze ile alinarak lam {izerine aktarilmis ve
bunun iizerine bir damla %3’liikk H20> damlatilmistir. 10-20 saniye iginde hava

kabarciklarinin olugmasi Katalaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Bilgehan, 2002).

5.2.1.4. Oksidaz deneyi

Oksidaz ayiract (N,N,N’,N’-Tetrametil-p-fenilendiamin dihidrokloriir), %95 etil
alkol i¢inde %1 oraninda taze olarak hazirlanarak, steril petri kutusu igine
yerlestirilmis olan filtre kagidi iizerine damlatilmistir. Koyun kanli Columbia agar
besiyerinde iretilmis bakteri kolonileri steril ekiivyon ile alinarak petri kutusundaki
ayira¢ iceren filtre kagidi lizerine siiriilmistiir. Filtre kagidi1 ya da ekiivyon ucunun
lacivert-mor renge doniismesi oksidaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Bilgehan,
2002).

5.2.1.5. Ureaz deneyi

Ureaz aktivitesi i¢in H.pylori ATCC 43504 susu iire besiyerine ekildikten sonra
mikroaerofilik kosullarda (%10 CO2, %5 O,, %85 N2), 37°C’de, 72 saat inkiibe
edilmistir. Besiyeri renginin saridan pembeye donmesi iireaz pozitif olarak

degerlendirilmistir (Bilgehan, 2002).
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5.2.2. Stok Helicobacter pylori susunun canlandirilmasi

Stok H.pylori susu -80°C’den alindiktan oda sicakligina gelip tam olarak
¢oziindiikten sonra steril ekiivyon yardimi ile %5 koyun kanli agar besiyerine
ekilerek 37°C’de, 72 saat inkiibe edilmistir. Tiim ¢alisma boyunca 3. pasajdan sonra

canlandirma tekrar yapilmistir.

5.2.3. Kitosanlarin hazirlanmasi

Diisiik ve orta molekiil agirlikli kitosanlar %21 asetik asit igerisinde oluk
difiizyon testi i¢in 10 000-78,125 pg/mL konsantrasyon araliginda, agar diliisyon
testi i¢in 1000-15,62 pg/mL konsantrasyon araliginda, sivi mikrodiliisyon testi i¢in
4000-31,25 pg/mL konsantrasyon araliginda olacak sekilde seri diliisyonlari
hazirlanmis ve pH degerleri Olcililmistiir. Kitosan ¢ozeltilerinin diliisyon islemi

distile su ile yapilmstir.

Karboksimetil kitosan suda ¢oziindiikten sonra 40 000-39,062 pg/mL ve 40 000-

5000 pg/mL konsantrasyon araliklarinda seri diliisyonlar1 hazirlanmgtir.
5.2.4. Antibiyotik c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Antibiyotiklerin ¢ozeltileri asagidaki formiile gére uygun konsantrasyonlarda
hazirlanmistir. Klaritromisin metanol, metronidazol ise dimetil siilfoksit igerisinde
¢cOziilmiistiir. Hazirlanan c¢ozeltiler 0,22 pm por c¢aph filtreden gegirilerek steril

edilerek kullanilmustir.

Tartilacak antibiyotik = Istenilen konsantrasyon (ug/mL) x Cziicii hacmi (mL)

miktar1 (mg) Potens (ng/mg)
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5.2.5. Antimikrobiyal etkinin saptanmasi

5.2.5.1. Oluk difiizyon yontemi

Kitosan’in H.pylori ATCC 43504 susu {lizerine olan antibakteriyal etkisi
oncelikle oluk difiizyon yontemiyle aragtirtlmistir. H.pylori ATCC 43504, %5 koyun
kanli agar besiyerine pasajlanarak mikroaerofilik kosullarda 37°C’de 72 saat inkiibe
edilmistir. Kiiltirden fizyolojik tuzlu su i¢inde McFarland 2 (107-10% kob/ml)
bulanikligina esdeger siispansiyon hazirlanip koyun kanli agar besiyeri iizerine bu
stispansiyondan 100uL konularak yayilmistir. Besiyeri yiizeyi kuruduktan sonra oluk
acici ile 8 mm ¢apinda oluklar agilip, oluk igine kitosanlarin seri diliisyonlarindan
(10 000-78,125 pg/mL) 100uL konulmustur. Ayni islem kontrol olarak kitosani
¢ozmek i¢in kullandigimiz %1 asetik asit seri diliisyonlari (%1-%0,25) igin de
uygulanmis ve pH kontrolleri yapilmistir. Daha sonra petriler mikroaerofilik
kosullarda 37°C’de 72 saat inkiibe edilmis ve olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari
kumpas ile mm olarak Olciilmiistiir. Tim deneyler 3 tekrarli olarak yapilmistir

(NCCLS; 2006).

5.2.5.2. Agar diliisyon yontemi ile minimum inhibitor konsantrasyonu (MiK)

tayini

Minumum inhibitér konsantrasyon (MIK) tayini NCCLS o&nerilerine uygun
olarak agar diliisyon yontemi ile yapilmistir. H.pylori ATCC 43504, %5 koyun kanli
agar besiyerine pasajlanarak mikroaerofilik kosullarda 37°C’de 72 saat inkiibe
edilmistir. Kiiltiirden fizyolojik tuzlu su iginde McFarland 2 (107-108 kob/mL)
bulanikligina esdeger siispansiyon hazirlanmistir. Diisiik ve orta molekiil agirlikli
kitosanlar (1000-15,62 ug/mL), karboksimetil kitosan (40 000-39,062 ug/mL),
klaritromisin (0,5-0,0078 ug/mL) ve metronidazol (512-4 ug/mL) ile kombinasyon
calismasi i¢in karboksimetil kitosan (10 000 ug/mL) iceren %5 koyun kanli Mueller
Hinton Agar besiyeri hazirlanarak besiyeri ilizerine 3 pL bakteri stispansiyonundan
konulmustur. Inokiilasyon yapilan besiyerleri 37°C’de mikroaerofil kosullarda, 72

saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda inokiile edilen bakteri siispansiyonu
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bolgesinde iiremenin olup olmadigma bakilarak, iiremenin olmadigi en diisiik
konsantrasyon MIK olarak belirlenmistir. Ayni islemler klaritromisin (0,5-0,0078
ug/mL) ve metronidazol (512-4 ng/mL) iginde tekrarlanmistir (NCCLS; 2007).

Ayni islem, karboksimetil kitosanin kontrol E.coli ATCC 11229 susu iizerine

antimikrobiyal aktivitesini arastirmak {lizere tekrar edilmistir.

5.2.5.3. Sivi mikrodiliisyon yontemi ile minimum inhibitér konsantrasyonu

(MIK) tayini

Katyon ayarlh MHB besiyerinin hazirlanmasi

Besiyerinin katyon ayari i¢in magnezyum (Mg) ve kalsiyum (Ca) stok ¢ozeltileri

hazirlanmustir.

Magnezyum stok cozeltisinin hazirlanmasi

Magnezyum stok ¢ozeltisinin hazirlanmasinda 8,36 g MgCl2.6H.0 100 mL distile
suda ¢oziilmiis ve 10 mg/mL Mg*™ iyonu igeren bir ¢ozelti elde edilmistir. Bu ¢ozelti

membran filtreden gegirilerek steril edilmistir.

Kalsiyum stok cozeltisinin hazirlanmasi

Kalsiyum stok ¢ozeltisinin hazirlanmasinda 3,68 g CaCl2.2H20 100 mL distile
suda ¢oziilmiis ve 10 mg/mL Ca*™ iyonu igeren bir ¢ozelti elde edilmistir. Bu ¢ozelti

membran filtreden gegirilerek steril edilmistir.

Besiyerinde istenilen Ca** iyonu miktar1 20-25 mg/mL, Mg*™" iyonu miktar1 10-
12,5 mg/mL oldugu i¢in, iyon miktarlarin1 saglamak icin 1 litre %5 koyun kanli
BHIB besiyeri besiyerine Ca stok ¢ozeltisinden 2,1 mL, Mg stok ¢ozeltisinden 1,1
mL ilave edilmistir (British Standard 1ISO 20776-1, 2006).
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Sivi mikrodiliisyon yontemi ile MIK tayini NCCLS onerilerine uygun olarak
yapilmistir. H.pylori ATCC 43504 susu %5 koyun kanli agar besiyerine pasajlanarak
mikroaerofilik kosullarda 37°C’de 72 saat inkiibe edilmistir. Kiiltiirden katyon ayarl
BHIB besiyeri icinde McFarland 2 (107-10® kob/mL) bulanikligma esdeger
sispansiyon hazirlanmistir. Kitosan (4000-31,25 ug/mL) ve kontrol antibiyotigi
metronidazol (2000-15,62 ug/mL), %5 koyun kanli katyon ayarli BHIB besiyerinde
istenilen konsantrasyonlarda hazirlandiktan sonra mikroplak kuyucuklarina yiiksek
konsantrasyondan diisiik konsantrasyona dogru 200’er pL dagitilmistir. Daha sonra
tim mikroplak kuyucuklarina 50 pL bakteri siispansiyonu ilave edilmistir. Ayni
deney, kitosant ¢dzmek i¢in kullandigimiz %1 asetik asitin seri diliisyonlari i¢in

H.pylori ATCC 43504 ve kontrol E.coli ATCC 11229 suslarina karsi da yapilmustir.
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6. BULGULAR

6.1. Helicobacter pylori’nin mikroskop goriintiisii, koloni morfolojisi ve
biyokimyasal ozellikleri

Helicobacter pylori ATCC 43504 susunun 1s1ik mikroskobunda gram negatif,
kisa sarmal yapida oldugu, %5 koyun kanli Columbia agarda diizgiin kenarli, saydam
gri renkte su damlasina benzeyen koloniler yaptigi, hemoliz, katalaz, oksidaz ve

iireaz aktivitesi gosterdigi saptanmstir (Resim 1, 2, 3, 4, 5, 6).

Resim 1: Helicobacter pylori’nin 1s1k mikroskobu goriintiisii (Gram boyama, x1000)
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Resim 2: Helicobacter pylori’nin kolonilerinin goriiniimii (Columbia agar)

Resim 3: Helicobacter pylori’nin hemoliz aktivitesi (Columbia agar)
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Resim 4: Helicobacter pylori’nin katalaz aktivitesi (Lam testi)

Resim 5: Helicobacter pylori’nin oksidaz aktivitesi (N,N,N’,N’-Tetrametil-p-

fenilendiamin dihidroklortir)
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Resim 6: Helicobacter pylori’nin iireaz aktivitesi (a: Ureaz pozitif, b:Ureaz negatif)

6.2. Oluk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal etkinin saptanmasi

Oluk difizyon yontemi ile; diisiik ve orta molekiil agirlikli Kitosanin %1 asetik
asit icerisinde ¢oziillen ve steril distile su ile seyreltilen 10 000-78,125 pg/mL
konsantrasyon araliginda H.pylori ATCC 43504 susu iizerine antimikrobiyal aktivite
gostermedigi saptanmistir. Asetik asitin %1 ve % 0,5 konsantrasyonlarda H.pylori
ATCC 43504 susuna karsi (swrasiyla 2,28 mm ve 2,24 mm zon c¢aplari)
antimikrobiyal aktivite gosterdigi (Resim 7, 8), < %0,25 konsantrasyonlarda ise
antimikrobiyal aktivitesinin olmadigi gorilmistir. %1, %0,5, %0,25 ve %0,125
konsantrasonlardaki asetik asitlerin pH’lar1 siras1 ile 2,63, 2,79, 2,95 ve 3,1 olarak

bulunmustur (Tablo 3).
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Tablo 3: Diisiik ve orta molekiil agirlikli kitosan ve asetik asitin H.pylori ATCC
43504 susu tizerine oluk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitesi

Diisiik ve orta molekiil agirlikli kitosan

10 000 pg/mL. 5000 pg/mL 2500 pg/mL 1250 pg/mL
H.pylori ATCC . . . .
Etkili Etkili Etkisiz Etkisiz
43504
Asetik asit
%1(pH: 2,63) %0,5(pH: 2,79) %0,25(pH: 2,95) %0,125(pH: 3,1)
H.pylori ATCC . . o o
Etkili Etkili Etkisiz Etkisiz
43504

Resim 7: Kitosanin H.pylori ATCC 43504 iizerine etkisi (Oluk difiizyon yontemi)
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Resim 8: %0,5 asetik asitin H.pylori ATCC 43504 iizerine etkisi (Oluk difiizyon

yontemi, inhibisyon zon ¢api: 2,24 mm)

6.3. Agar diliisyon yontemi ile antimikrobiyal etkinin saptanmasi

Agar diliisyon yontemi ile; diisiik ve orta molekiil agirlikli kitosanin %1 asetik
asit icerisinde ¢oziilen ve steril distile su ile seyreltilen 1000-15,62 pg/mL
konsantrasyon araliginda H.pylori ATCC 43504 iizerine antimikrobiyal aktivite
gostermedigi saptanmustir. Ayn1 yontem ile klaritromisin MiK degeri 0,015 pg/mL,
metronidazol MiK degeri 64 pg/mL olarak bulunmustur (Tablo 4). Suda ¢dziinen
karboksimetil kitosanin da H.pylori ATCC 43504 susuna kars1 40 000-39,062 pg/mL
konsantrasyon araliginda antimikrobiyal aktivite gdstermedigi bulunmustur (Tablo
5). Karboksimetil kitosanin (10 000 pug/mL) klaritromisin (0,5-0,0078 pg/mL) ve
metronidazol (512-4 pug/mL) ile kombine kullanildiginda antagonist etki gosterdigi
saptanmugtir. Karboksimetil kitosanin (40 000-5 000 pg/mL) E. coli ATCC 11229
susuna karst MiK degeri 40 000 ug/mL olarak bulunmustur (Tablo 6) (Resim 9).
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Tablo 4: Diisiik ve orta molekiil agirlikli kitosan ile klaritromisin ve metronidazoliin

H.pylori ATCC 43504 susu iizerine antimikrobiyal aktivitesi

Diisiik ve orta molekiil agirlikl kitosan

1000 pg/mL 500 pug/mL 250 pug/mL 125 ug/mL
Etkisiz Etkisiz Etkisiz Etkisiz
Antibiyotik
MIK (pug/mL)
Klaritromisin 0,015
Metronidazol 64

Helicobacter pylori ATCC 43504 MiK araligi: Klaritromisin: 0,016-0,12 pug/mL,
metronidazol: 64-256 pg/mL’dir (CLSI. Ek17; Sf:134).

Tablo 5: Karboksimetil kitosanin agar diliisyon yontemi ile H.pylori ATCC 43504

susu lizerine antimikrobiyal aktivitesi

Suda ¢oziinen
40 000 ug/mL 20 000 pg/mL 10 000 pg/mL 5 000 ng/mL
karboksimetil kitosan

H.pylori ATCC 43504 Etkisiz Etkisiz Etkisiz Etkisiz
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Tablo 6: Karboksimetil kitosanin agar diliisyon yontemi ile E.coli ATCC 11229
susuna etkili oldugu MIK degeri

Suda ¢6zilinen
40 000 pg/mL 20 000 pg/mL 10 000 pg/mL 5 000 ng/mL
karboksimetil kitosan

E.coli ATCC 11229 Etkili Etkisiz Etkisiz Etkisiz

Resim 9: Karboksimetil kitosanin E.coli ATCC 11229 tizerine etkisi (Agar diliisyon
yontemi; K1:40 000 pg/mL karboksimetil kitosan, K2:20 000 pg/mL karboksimetil
kitosan, K3:10 000 ug/mL karboksimetil kitosan, K4:5 000 pg/mL karboksimetil
kitosan)
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6.4. Sivi mikrodiliisyon yontemi ile antimikrobiyal etkinin saptanmasi

Sivi mikrodiliisyon yontemiyle; diisiik ve orta molekiil agirlikli kitosanin %1
asetik asit igerisinde ¢oziilen ve steril distile su ile seyreltilen 4000-31,25 ug/mL
konsantrasyon araliginda H.pylori ATCC 43504 iizerine antimikrobiyal aktivite
gostermedigi, asetik asitin ise < %0,125 konsantrasyondan itibaren etkisiz oldugu
saptanmustir (Tablo 7). Bulgularimiz sivi mikrodiliisyon kuyucuklarindan %5 koyun
kanli Columbia agar {izerine nokta ekim yontemi ile karsilastirilarak dogrulanmistir

(Resim 10-11).

Tablo 7: Diisiik ve orta molekiil agirlikli kitosan ile asetik asitin H.pylori ATCC

43504 susu tizerine s1vi mikrodiliisyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitesi

Diistik ve orta molekiil agirlikli kitosan

4000 pg/mL 2000 pg/mL 1000 pg/mL 500 pg/mL

H.pylori ATCC 43504 Etkili Etkili Etkili Etkisiz
Asetik asit

%1 %0,5 %0,25 %0,125

H.pylori ATCC 43504 Etkili Etkili Etkili Etkisiz
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Resim 10: Kitosanin H.pylori ATCC 43504 iizerine etkisi (sivi mikrodiliisyon

kuyucuklarindan %5 koyun kanli Columbia agar iizerine nokta ekim yontemi, 1:
4000 pg/mL, 2: 2000 pg/mL, 3: 1000 pg/mL, 4: 500 pg/mL)

Resim 11: Asetik asitin H.pylori ATCC 43504 iizerine etkisi (sivi mikrodiliisyon
kuyucuklarindan %5 koyun kanli Columbia agar {izerine nokta ekim yontemi, 1:%1,
2:%0,5, 3:%0,25, 4:%0,125)
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Kitosanin (4000-31,25 pg/mL) kontrol E.coli ATCC 11229 susu iizerine MiK
degeri 1000 pg/mL olarak bulunmustur. Kitosanin ¢oziiclisii olarak kullandigimiz
%1 asetik asitin kontrol E.coli ATCC 11229 susu Tlzerine < %0,5
konsantrasyonundan itibaren etkisiz oldugu goriilmiistir (Tablo 8) (Resim 12).
Bulgularimiz sivi mikrodiliisyon kuyucuklarindan MHA besiyeri iizerine nokta ekim

yontemi ile karsilagtirilarak dogrulanmistir (Resim 13, 14).

Tablo 8: Diisiik ve orta molekiil agirlikli kitosanin MIK degeri ve asetik asitin E.coli

ATCC 11229 susu lizerine antimikrobiyal aktivitesi

Diisiik ve orta molekiil agirlikli kitosan

4000 pg/mL 2000 pg/mL 1000 pg/mL 500 pg/mL

E.coli ATCC 11229 Etkili Etkili Etkili Etkisiz
Asetik asit

%1 %0,5 %0,25 %0,125

E.coli ATCC 11229 Etkili Etkisiz Etkisiz Etkisiz
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. Asetik asit +
Kitosan + E. coli  Kitosan 4.5.6. E coli789. E. coli 10.11.12

1.273:

Resim 12: Kitosanin E.coli ATCC 11229 iizerine etkisi (Sivi mikrodiliisyon yontemi,
MIK: 1000 pg/mL)

Resim 13: Kitosanin E.coli ATCC 11229 fiizerine etkisi (sivi mikrodiliisyon

kuyucuklarindan MHA iizerine nokta ekim yontemi)
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Resim 14: Asetik asitin (%1) E.coli ATCC 11229 iizerine etkisi (sivi mikrodiliisyon

kuyucuklarindan MHA iizerine nokta ekim yontemi)
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7. TARTISMA ve SONUC

Diinyada en yaygin goriilen enfeksiyon etkenlerinden biri olan H.pylori midede
yerlesmekte ve iilserden kansere kadar wulagabilen klinik tablolara neden
olabilmektedir. Bakterinin nasil bulastig1 tam olarak bilinmemek ile birlikte, insanlar
icin oldukga ciddi saglik sorunlarina yol acabilen 6nemli bir patojendir. Nitekim
IARC H.pylori ’yi 1994 yilinda insanlar igin Tip I karsinojen olarak siniflandirmistir
(Yula, 2009).

Helicobacter pylori enfeksiyonlarinin goériilme sikligi ve tedavide kullanilan
antibiyotiklere kars1 gelisen direng artmaktadir. Bu nedenle tedavide yeni arayislar ve
bilesikler araliksiz olarak gelistirilmeye calisilmakta, dogal ve sentetik bir¢ok bilesik

tizerinde ¢alismalar devam etmektedir.

Helicobacter pylori enfeksiyonlarinin tedavisinde en ¢ok tercih edilen
antibiyotik Klaritromisin ve metronidazoldiir. Ancak giiniimiizde bu antibiyotige
karst artan direng nedeni ile tedavi basarisi azalmaktadir. Yapilan calismalar ile
iilkemizde klaritromisin direncinin %18,2 ile %54,5, metronidazol direncinin ise

%36,4 ile %62,5 oranlar1 arasinda oldugu bildirilmistir (Cagdas ve ark., 2012).

Ispanyol ¢ocuklar ile yapilan bir ¢alismada E-test yontemi kullanilarak Klinik
H.pylori suslarinin metronidazole olan direng oran1 %35,7 klaritromisine olan direng
oran1 %54,6 olarak bulunmustur. Aym c¢alismada metronidazol i¢in MIK aralig1
0,016 — 256 pg/L, klaritromisin igin MIK araligi 0,008-256 pg/L olarak saptanmistir
(Agudo ve ark.,2009).

Israil’li cocuk ve yetiskinler ile yapilan bir ¢alismada E-test yontemi ile H.pylori
suslarina karst metronidazol direnci yetiskinlerde %70,5 ¢ocuklarda %24,4 olarak;
Klaritromisin direnci yetiskinlerde %22,3 ¢ocuklarda ise %24.,4 olarak saptanmigtir
(Peretz ve ark., 2014).
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Kore’de 16 yillik periyotta H.pylori suslarina karsi antibiyotiklerin MIK
degisimleri izlenmistir. Agar diliisyon yontemi ile yapilan ¢alismada klaritromisin
MIK degerinin 1987 yilinda 0,0625-0,05 pg/mL arasinda iken 2003 yilinda 0,0625-
64 pug/mL araligma yiikseldigi bildirilmistir. Aym ¢alismada metronidazoliin MIK
degerini 1-256 pg/mL araliginda saptamislar ve > 8 pg/mL MIK degerlerini direngli
olarak kabul ederek MiK degeri > 8 pg/mL olan sus oraninin 16 yilda %52,9’dan
%66,2’ye yiikseldigini gostermislerdir (Kim ve ark.,2004).

Helicobacter pylori ATCC 43504 susu ile yapilan baska bir ¢aligmada E-test ve
agar diliisyon yontemleri ile klaritromisin MIK araligin 0,016-0,125 pg/mL,
metronidazol MIK araliginin ise 64-256 pg/mL oldugu gosterilmistir (Best ve ark.,
2003).

Calismamizda H.pylori ATCC 43504 standart susu iizerine klaritromisin igin
MIK degeri 0,015 pg/mL, metronidazol MIK degeri 64 pg/mL olarak bulunmus ve

literatiirlerde bildirilen MiK araliginda oldugu goriilmiistiir.

Kitin ilk olarak 1811’de mantarin yapisinda tespit edilerek tanimlanmis bir
polisakkarittir. Ismi Yunanca’da zarf anlammna gelen “chiton” kelimesinden
tiiremigstir. Yeryiiziinde seliilozdan sonra en fazla bulunan dogal biyopolimer olarak
bilinmektedir (Kurt ve Zorba, 2005). Kitin; yengeg¢, istakoz ve karides gibi deniz
kabuklularinin dis iskelet yapilarindan, boceklerden ve funguslarin  hiicre

duvarlarindan elde edilmektedir (Imamoglu, 2011).

Kitosan, kitinin deasetillenmesi sonucu elde edilen bir polisakkarittir ve dogada
yaygin olarak bulunmaktadir. Kitosan giiniimiizde tip, gida, ziraat, kozmetik,
eczacilik, atik su aritimi, tekstil sektorii gibi ¢ok ¢esitli alanlarda kullanilabilmektedir

(Tablo 2) (imamoglu, 2011).

Kitosan ¢esitli bakteri ve mantar tiirlerine karsi antimikrobiyal aktivite

gostermektedir (Demir ve ark., 2008) Ancak antimikrobiyal aktivitesi tespit
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edilmesine ragmen, bu etki mekanizmasimin nasil c¢alisti§i heniiz tam olarak

belirlenememistir (Giirel inanli ve Karaton Kuzgun, 2012).

Kitosanin patojen mikroorganizmalar {izerine antimikrobiyal aktivitesi cesitli
aragtirmacilar tarafindan aragtirilmistir. Yapilan in vitro ¢alismalarda kitosanin %]1-
1,5 konsantrasyon araliginda Staphylococcus aureus (S. aureus), % 0,5-1
konsantrasyonlarda E. coli iizerinde tam inhibisyon olusturdugu bildirilmistir.
Kullanilan kitosanin molekiil agirlig1 arttikca gram pozitif bir bakteri olan S. aureus
tizerinde antimikrobiyal etkisinin arttigini; bunun tam tersine molekil agirlig
azaldik¢a gram negatif bir bakteri olan E. coli igin antimikrobiyal etkisinin arttig
gosterilmistir. Ayrica kitosan konsantrasyonu arttikga antimikrobiyal etkinin
kuvvetlendigini; kitosanin % 1,0 konsantrasyonunun hem E. coli, hem de S. aureus’a
karst % 100 etkili oldugu bildirilmistir (Bostan ve ark., 2007).

Calismamizda; orta ve diisik molekiill agirlikli kitosan ve suda c¢oziinen
karboksimetil kitosanin H.pylori ATCC 43504 susu iizerine antimikrobiyal
aktivitesinin olmadig1 goriilmistiir. Orta ve diisiik molekiil agirlikli kitosan ve suda
¢oziinen karboksimetil kitosanin kontrol E.coli ATCC 11229 susu iizerine
antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve MIK degerlerinin sirastyla 1000 pg/mL, 1000
ug/mL ve 40 000 pg/mL oldugu bulunmustur.

Literatiirlerde in vitro sartlarda H.pylori {iremesi i¢in uygun zenginlestirilmis
besiyeri hazirlandiginda optimal iiremenin saglanabilecegi ve besiyeri pH’sinin 7,2
olmasi gerektigi bildirilmistir (Yula, 2009). Calismamizda kullandigimiz %5 koyun
kanli MHA besiyeri igerisine kitosani ¢ozmek i¢in kullandigimiz %1 asetik asit ilave
edildigi i¢in besiyeri pH’1 6,53 olarak Olclilmiistiir. Yapilan incelemelerde kitosanin
en iyi antimikrobiyal aktivitesinin pH 5 civarinda gergeklestigi, pH arttikca
antimikrobiyal aktivitenin azaldigi, pH 9’da ise hi¢ antimikrobiyal aktivite
gostermedigi bildirilmistir. Farkli arastirmacilar ise kitosan suda ¢ok az miktarda
¢ozlindligi i¢in pH 7’de herhangi bir antimikrobiyal aktivite gostermedigini iddia
etmiglerdir. (Demir ve ark., 2008).
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Calismamizda; %1 asetik asit igerisinde ¢oziinen kitosanin H.pylori ATCC
43504 susuna etkisiz oldugu konsantrasyonlarini elde etmek igin asetik asit
diliissyonlarimin distile su ile yapilmasi sonucu ortam pH’Sinin artmasi nedeni ile
diisiik ve orta molekiil agirlikli kitosan ve karboksimetil kitosanin H.pylori ATCC

43504 susuna kars1 antimikrobiyal aktivite gostermedigini diistinmekteyiz.

Yapilan diger ¢alismalarda gram pozitif bakteriler igin minimum inhibe edici
kitosan konsantrasyonunun gram negatif bakterilerden daha diisiik oldugu
bildirilmistir. Benzer sekilde farkli arastirmacilar tarafindan yapilan ¢aligmalarda
gram negatif bakteriler ile karsilastirildiginda kitosanin gram pozitif bakterilere karsi
daha etkili oldugu bildirilmistir; E. coli, E. coli 0157, Salmonella typhi, S. aureus,
Bacillus subtilis gibi gogu bakteri icin MIK degerleri % 0,1'in altinda bulunmus, ayn
deger Pseudomanas aeruginosa igin % 0,25 olarak belirlenmistir (Bostan ve ark.,
2007).

Farkli molekiil agirlikli kitosanlarin dort tane gram negatif bakteri (E. coli,
Pseudomonas fluorescens, Salmonella typhimurium ve Vibrio parahaemolyticus),
yedi tane gram pozitif bakteri (Listeria monocytogenes, Bacillus megaterium,
Bacillus cereus, S. aureus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis ve
Lactobacillus bulgaricus) tiizerine antimikrobiyal etkinliginin arastirildigi bir
caligmada, Kitosanin test edilen bakterilerin ¢ogunun iiremesini engelledigi, %0,1
konsantrasyonunda ise gram pozitif bakterilere kars1 gram negatif bakterilerden daha

giiclii bakterisidal etki gosterdigi saptanmigtir (Bostan ve ark., 2007).

Bakteriler kadar kiif ve mayalar da kitosandan etkilenmektedir. Cogu kiif
tiirlerinin %1'in altindaki kitosana hassas olduklari, buna karsilik Aspergillus flavus
(A. flavus) gibi tiirlerin ise %]1'in istiinde konsantrasyonlarda bile kitosana karsi
direngli olduklart rapor edilmistir. Ancak ortama (pH 5.4) 0,1-5 mg/mL kitosan
ilavesinin Aspergillus niger'in iiremesini durdurdugu; fakat 2 mg/ml'den daha diisiik
konsantrasyonlarda A. flavus'un iiremesini ve aflatoksin iiretimini inhibe etmede

etkisiz oldugu sonucuna varilmistir. Farkli arastirmacilar kitosanin A. flavus ve
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Aspergillus parasiticus tiremesini yari yartya; bu kiiflerin toksin tiretimini ise % 90'in

tizerinde bir oranda azalttigini rapor etmislerdir (Bostan ve ark., 2007).

Bu ¢alismalara ilave olarak yapilan diger ¢alismalarda da kitosanin gram pozitif
ve gram negatif bakteriler lizerine etkili olmasmnin disinda mantarlar {izerine de
antimikrobiyal etkili oldugu gosterilmistir. E. coli, S. aureus, A. niger, ve Fusarium
solani ile yapilan ¢alismada kitosanin antimikrobiyal aktivitesi oldugu gosterilmistir

(Saita ve ark., 2012).

Kitosanin zirai miicadelede diisiik konsantrasyonlarda dahi bitkilerde patojen
saldirilara kars1 koruyucu mekanizmayi tetikledigi, findik ve misirda A. flavus‘un
aflatoksin {retimini inhibe ettigi bildirilmistir. Cileklerde hasat sonrasi fungal
patojenlerin gelisimi {izerine yapilan bir ¢aligmada Botrytis cinerea ve Rhizopus
stolonifer ile inokiile edilen cileklerin bir kismi kitosan ¢ozeltisiyle kaplanmis bir
kismi ise kaplanmamistir. Bu ¢ileklerin her iki sekli, 13°C’de depolanip giinliik
olarak kontrol edildiklerinde kitosan ile kaplanmayan test grubunda bir giin sonra
fungal gelisim g6zlenirken; kitosan ile kaplanmis test grubunda bes giin sonra fungal
gelisim baglamistir (Imamoglu, 2011).

Yapilan ¢aligmalarda kitosanin mantarlar {lizerine etkisinin bakterilerden daha

diisiik oldugu gosterilmistir (Bostan ve ark., 2007).

Yukarida bahsedilen literatiir bilgilerine bakildiginda kitosanin  bazi
mikroorganizmalar {izerine antimikrobiyal etkinlik gosterdigi agiktir. Ancak bu
konuda yapilan ¢alismalar olduk¢a sinirli olup, daha fazla calismaya ihtiyag

duyulmaktadir.

Calismamizda;

1.0luk difiizyon, agar diliisyon ve sivi mikrodiliisyon yontemleri ile yapilan
deneylerde diisiikk ve orta molekiil agirlikli kitosan ile suda ¢6ziinen karboksimetil
kitosanin H.pylori ATCC 43504 susuna karsi antimikrobiyal aktiviteleri olmadigi

gorilmiistiir.
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2.Diisiik ve orta molekiil molekiil agirlikli kitosanin E.coli ATCC 11229 susuna
karst MIK degeri 1000 pg/mL, karboksimetil kitosanin MIK degeri ise 40 000

ug/mL olarak bulunmustur.

3.Suda ¢6ziinen karboksimetil kitosan + klaritromisin ve karboksimetil kitosan +
metronidazol kombinasyonlarinin H.pylori ATCC 43504 susuna kars1 antagonist etki

gosterdigi saptanmistir.

Sonug olarak;

Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi ile molekiil agirligi arasindaki iligkinin kesin
olarak belirlenemedigi literatiirlerde bildirilmistir. Buna ragmen giiniimiizde gida,
kozmetik, ziraat, su aritimi, biyoteknoloji ve medikal alanda pek ¢ok yerde kullanilan
Kitosanin antimikrobiyal aktivitesini etkileyen ¢oziiniirliik, viskozite, deasetilasyon
derecesi ve molekiil agirlig1 gibi faktorlerin tespiti konusunda daha fazla arastirma

yapilmasinin alternatif ilag arayislari agisindan yararli olacagi kanisina varilmistir.
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