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OZET
Biyofilm, hiicre disi polimerik maddeler (EPS) igine gomiilii ve ylizeye bagli mikrobiyal hiicrelerin
olusturdugu bir topluluktur. Bir¢ok klinik alet ve ekipmanda siklikla kolonizasyon ger¢eklesmekte ve
bu biyofilmlerin antibiyotik tedavisine diren¢ gosteren inatgi infeksiyonlarin da kaynagi olabildigi
goriilmektedir. Biyofilm olusumunu 6nlemek amaciyla klasik antimikrobiyal ajan tedavi yaklasimlari
disinda daha etkili ve alternatif teknolojilere gereksinim vardir. Kitozan, biyomedikal alanlarda
farmasoétik bir ajan olarak kaydedeger bir 6énem kazanmus, toksik olmayan, biyouyumlu, biyolojik
olarak parcalanabilen, antimikrobiyal o6zelliklere sahip bir biyopolimerdir. Calismada, yliksek
biyofilm olusturdugu bilinen E. coli bakterisi ve bu bakterinin olusturdugu zararli biyofilmlerin
engellenmesi/giderilmesi i¢in yeni antibiyofilm yaklasim sunulacaktir. Dolayisiyla ¢alismada E. coli’
nin olusturdugu biyofilm tabakasi kitozanla muamele edilerek SEM analiziyle goriintiilenecek ve

kitozanin, olusan biyofilm tabakasi iizerinde yaptigi hasar tespit edilecektir.

Anahtar Kelimeler: E.coli, Kitozan, Antimikrobiyal, SEM
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ABSTRACT
Biofilm is a community of surface-bound microbial cells embedded in extracellular polymeric
materials (EPS). Many clinical instruments and equipment frequently undergo colonization, and these
biofilms can also be a source of persistent infections that resist antibiotic therapy. Apart from
classical antimicrobial agent treatment approaches, more effective and alternative technologies are
needed to prevent biofilm formation. Chitosan is a non-toxic, biocompatible, biodegradable
biomolecule with antimicrobial properties that is of vital importance as a pharmaceutical agent in
biomedical fields. In the study, a new antibiotic approach will be presented for the prevention and
elimination of known E. coli bacteria that produce high biofilms and harmful biofilms produced by
this bacteria. Therefore, the biofilm layer formed by E. coli will be treated with chitosan and analyzed

by SEM analysis and the damage of chitosan on the formed biofilm layer will be determined.

Key Words: E. coli, Chitosan, Antimicrobial, SEM



1.GIRiS

1.1. GENEL BIiLGIiLER

1.1.1. Biyofilmin Tanim ve Yapisi

Bakteriyel biyofilm, esasen yiizeye baglanmis mikrobik hiicrelerden olusan ve biyofilm
olusturucu mikroorganizmalar tarafindan iiretilen hiicre disi polimerik bir matrikstir (1).
Biyofilm yapisinin kiitlece %97’si hidrate haldedir. Biyofilm matriks yapisini olusturan diger
bilesenler; %1-2 globuler glikoproteinler, %1-2 EPS ve diger proteinler, fosfolipit, %1-2
niikleik asit ve lipitler olmasina ragmen bu oranlar organizmalarin ¢esidine, gelisme ortaminin
dogasina, fizyolojik 6zelliklerine, akigkanin tipine ve genel fiziksel 6zelliklere gore degisim

gostermektedir (2).

Matriksin yogunlugu ve genisliginin sadece hiicresel ve hiicresel olmayan yapilar arasinda
degil, ayn1 zamanda mikroorganizmalarin tiirleri arasinda da degistigi ifade edilmektedir.
Mikroskop altinda incelendiginde biyofilmler; arasindan kanallarin gectigi, ortamdaki organik
ve inorganik molekiillerin ekstraseliiler yapida birikmesiyle, mercan kayaliklara benzer yap1
olusturan ve bunun {izerindeki piramid veya mantar sekilli uzantilardan meydana gelen bir

olusum goriiniimii vermektedir (2).

Sekil 1.1. 72 saat siireyle 40C’de kurumaya birakilan Golden Delicious cinsi elmanin kalikse

alanindaki E. coli hiicrelerinin olusturdugu biyofilmin SEM goriintiisii (3)



Sekil 1.2. 72 saat siireyle 40C’de kurumaya birakilan Golden Delicious cinsi elmanin kalikse

alanindaki E. coli hiicrelerinin olusturdugu biyofilmin SEM goriintiisii (3)

Biyofilmin gelisme potansiyeli, mikroorganizmalarin yakin ¢evredeki besinleri kullanima,
hiicre i¢ine alinimi ve atiklarinin uzaklastirilmasiyla yakin iligkili olup, bunlarin haricinde
besin kisitlanmasiyla sunulan “quorum sensing” diye adlandirilan molekiillerin salinima,
ortamin pH degeri, karbon kaynagi, O, perfiizyonu ve ozmolarite de biyofilm gelisimi i¢in
onemli etkenlerdir (4, 5). “Quorum sensing”, biyofilm olusumu sonucunda gen
ekspresyonunda onemli degisiklikler ve bu degisiklikler bakteriyel hiicre-hiicre arasinda

salinan sinyal sistemidir (6).

1.1.2. Biyofilm Olusum Asamalari

Biyofilm tabakasi ¢ok cesitli ¢evrelerde olusamasina ragmen, en basit biyofilm tabakasi bile
karmasik bir sisteme sahiptir. Gergeklestirilmis birgok caligmada, bakteriyel biyofilmlerin
sabit bolgelerde biyolojik doniisiimlerini (baslangig, olgunlasma, muhafaza ve ¢oziinme)
tamamladiklar1 belirlenmistir (7). Biyofilm gelisiminin baslamasi ortamda gerekli ve yeterli
besinin var olup olmamasi gibi spesifik ¢evresel faktorlere bagli olarak degismektedir. Siirekli
besin saglandikca biyofilm gelisimi devam eder ancak, ortamda besin maddeleri tiikendikce
bakterilerin ylizey ile baglantilar1 zayiflar ve bakteriler planktonik (serbest) hallerine geri
donerler. Besin azligi, bakteri hiicrelerin taze ve yeni besin kaynaklari aramalarina,

bulunduklar1 ortamlara daha iyi uyum saglamalarina ve yayilmalarina neden olur (8).

Bakterilerin yiizeylere tutunmasini etkileyen organik ve inorganik maddelere bagli olarak

icinde bakterilerin oldugu herhangi bir sulu yiizeyde bakteriyel biyofilm olusabilir (9).



Sekil 1.3. Biyofilm olusumunun bes basamagi ve bu basamaklar1 gésteren mikrograflar (10)
1.1.2.1. Doniisiimlii Tutunma

Biyofilmler uygun besin kosullarina sahip herhangi elverisli bir ortamda olugabilir. Hiicrelerin
baglandig1 uygun ylizeyler metal, cam, plastik, tibbi implant, paslanmaz celik gibi abiyotik
veya epitel hiicreleri, insan derisi ve hayvan dokular1 gibi biyotik olabilir. Sicaklik, pH ve
ortamin iyonik kuvveti gibi ¢evresel kosullar disinda, sivi bir ortamda biyofilm olusumunu
engelleyen itici elektrostatik ve hidrodinamik giicler de vardir (11). Yiizeye tutunan hiicreler
cok az miktarda da olsa EPS f{retirler ve bundan dolayr bagimsiz hareket edebilme
yetenegindedirler (12). Ayni zamanda yiizeyin 6zellikleri de bakterilerin yapismasinda énemli
etkendir. Bakteriler arasinda tiir farklilifina gore ¢esitli ylizeylere farkli miktarlarda baglanma
gosterirler. Ornegin Salmonella ve Listeria min hidrofobik yiizeylere tutunmalari, hidrofilik
yiizeylere gore daha fazla tutunabildikleri saptanmistir. Hiicreler doniisiimlii tutunma

asamasindayken durulama gibi basit yikama ile ylizeyden kolayca uzaklagtirilabilirler (13).

1.1.2.2. Doniisiimsiiz Tutunma

Doniistimsiiz tutunma, bakterilerin iirettigi EPS varliginda herhangi bir yiizeyle yapmis oldugu
zayif baglarin kaliciya doniismesidir (14). Bakteri ile yiizey arasinda kisa mesafeli etkilesimler
olan hidrofobik etkilesimler, dipol-dipol etkilesimi, iyon-dipol etkilesimi, iyonik ve kovalent
baglar ve hidrojen baglar1 gibi fiziksel olaylar ger¢eklesmektedir. Bakteri hiicreleri flagella
(kamg¢1) ve pili (ince kil) gibi organellerinin yanmi1 sira EPS iireterek yiizeylere doniisiimsiiz

olarak baglanabilirler (15).



1.1.2.3. Koloni Olusumu

Bakteri hiicrelerinin yiizeyde birikmesiyle olugsan mikrokoloni, mikroorganizmalarin gelismesi
ve EPS sentezi sonrasinda meydana gelir (16). EPS, bakteri ile alt katmani arasinda bag
olusumuna katkida bulunur ve ayn1 zamanda olusan koloniyi ¢evresel strese karsi stabil hale

getirir (17).

1.1.2.4. Biyofilmin Olgunlasmasi

Bu evrede biyofilm olusturan bakteri hiicreleri ortamdaki besin maddelerinin etkisiyle mantara
benzer yapilara doniislirler (16, 18). Mikroorganizmalarin bir araya gelerek degisik
yiiksekliklerde birikinti olusturdugu mikrokoniler arasinda besinlerin iletilmesi ve metabolik
atiklarin uzaklastirilmasi gibi birgok hayati olayda dolagim sistemi gibi gdérev yapan su
kanallar1 bulunmaktadir (9, 15). Hiicrelerin bu yapiya sahip olabilmesi i¢in yaklasik olarak 10
giin ya da daha uzun bir siireye ihtiya¢ vardir (14).

1.1.2.5. Biyofilm Olusturan Hiicrelerin Koparak Ayrilmasi

Bakteriyel biyofilm olusumunun son asamasidir. Hiicreler bu evrede planktonik (serbest)
fazlarina geri donerler (19). Akis giiciiniin artmasi, hiicre i¢i enzimatik bozulmalar, EPS ya da
yiizey baglanma proteinlerin agifa ¢ikmasi gibi birtakim faktorler biyofilm hiicrelerinin
ayrilmasinda onemli rol istlenir (20). Ortamda besin maddelerindeki azalma da hiicresel
ayrilmalarin 6nemli bir nedeni olabilmektedir (7). Bu ayrilma olayr dis kuvvetlerin etkisiyle
gerceklesecegi gibi, bakteriyel biyofilm asamalarinin bir pargasi olarak tek bir hiicrenin ya da

cok sayida hiicrenin kopmasinin bir sonucu da olabilir (15).

1.1.3. Quorum Sensing

Evrim siirecinde, bakteriler diismanlarindan korumak i¢in bir duvar gelistirmislerdir. Bu
koruma, biyofilm gibi tanimlanan ve biyolojik olarak iiretilen polimerler ile ¢evrelenmis
makro boyutta koloniler olusturan bir yiizeye bagli olarak gosterilen yasam tarzi ile iliskilidir.
Biyofilm olusumu, bakterilerin hayatta kalmasi i¢in bir strateji olarak kabul edilir. Bu
birliktelik, bakterilere cesitli tepkilere kars1 adaptasyon ve artan tolerans gibi bazi1 avantajlar
saglar. Ayrica, biyofilm yapisi igindeki bakteriler, ‘‘Quorum Sensing’’ adi verilen 6zel bir

yolla birbirleri ile iletisim kurabilirler. Bu iletisim i¢in bakteriler kendi ¢evrelerine niifuz



edebilen kiigiik sinyal molekiilleri {iretir ve 6zel bir reseptor proteinleri ile konsantrasyona
bagl etkilesim saglarlar. Quorum sensing; viriilans faktorleri, hareketliligi, koruma, biyofilm
olusumu/bakim vb ifade kontrolii gibi bir¢ok hayati siireclerle ilgilidir. Bagka bir deyisle QS,

bakteriler arasinda popiilasyon yogunlugunu belirler (21).

1.1.4. Kitin ve Kitosan Tanimi

Kitin, Yunan dilinde zirh anlaminda kullamilan kiton kelimesinden tiiretilmistir. ilk olarak
1811 yilinda mantarlarda kesfedilmis daha sonra 1830’lu yillarda boceklerden izole edilmistir

ve 1859 yilinda ise C. Rouget kitosani kesfetmistir (22-26).

Kitin yapisal olarak seliiloza benzer olmasina ragmen, en ¢ok inertliginden dolay1 seliiloza
gore kitine daha az 6nem verildi. Bu ylizden kullanilmayan bir kaynak olarak kaldi. Kitinin
deasetilasyonu sonucu elde edilen kitosan iiriinleri kismen reaktif ve toz, macun, ince tabaka,

lif gibi ¢ok ¢esitli formlarda iiretilebilir (27).

Kitin, seliilozdan sonra yeryiiziinde en ¢ok bulunan ikinci polimer ve p(1—4) bagh glikandir.
2-asetamido-2-deoksi-B-D-glukoz  (N-asetilglukozamin)’den  olusmus, poli-[B(1—4)-2-
asetamido-2-deoksi-D-glukoz] olarak adlandirilan en bol polisakkaritlerden biridir (28).

Karides, yengec gibi kabuklu olup suda yasayan canlilarin ana bilesenidir. Boceklerin iskelet
yapisinda ve mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunur. Diinyada ortalama yillik kitin iiretimi
150x10° ton dolayinda oldugu bildirilmektedir. Bu iiretimin 32x10° tonu mantarlardan.
56x10° tonu karidesten, 23x10° tonu istiridyelerden ve 39x10° tonu birtakim deniz
kabuklularindan karsilanmaktadir. Bocek kabuklarinda ortalama 9%23,5 civarinda kitin
bulunurken, bu oran yengec¢ ve karideste sirasiyla %17 ile %32 civarlar1 arasinda degisim

gostermektedir (29).

Kitosan [B(1—4)-2-asetamido-2-deoksi-D-glukoz] kendine 6zgii bazik bir polisakkarittir ve
genellikle bir homopolimer olarak ifade edilmektedir. Ancak, kitinin destilasyan islemi
nadiren tamamlanir. Cogu ticari ve laboratuvar iiriinleri N-asetilglukozamin (NAG) ve N-
glukozamin tekrar birimlerinin bir kopolimeri olma egilimindedirler. Kitosanin hazirlanmasi
ve iki tekrarli birimlerinin orani kullanilan kaynaga baglidir, ama glukozamin birimleri
baskindir. Kitosan yapisal olarak seliiloza benzerdir ve ikisi arasindaki tek fark, karbon-2 (C-

2) pozisyonunda seliilozda ihtiva eden hidroksil (-OH) grubu yerine kitosanda amin (-NH;)



grubunun bulunmasidir. Kitosanin B(1—4) anhidroglikozidik bagi seliilozda da mevcut

olmasina ragmen, bu karakteristik 6zellik seliilloz tarafindan kullanilmaz (30).

CHa0H

H
Chitosan

Cellulose
Sekil 1.4. Kitin, kitosan ve seliilozun kimyasal yapis1 (31)

1.1.5. Kitosamin Kimyasal Ozelligi

Kitosan, bir amino grubunun yanisira hem primer, hem de sekonder hidroksil gruplari
sirastyla C-2, C-3, C-6 konumlarinda olmak iizere toplam {i¢ tane reaktif fonksiyonuna
sahiptir (32). Bu gruplarin kimyasal modifikasyonlar1 farkli uygulama alanlarinda ¢ok sayida

yararli olan malzemeler saglamaktadir (33).

Deasetilasyon derecesi (DD), kitinden glukozamin monomer kalintilarinin oranidir. Bu kitinin
cozirliigh ve ¢ozelti ozellikleri lizerinde dikkat ¢ekici bir etkiye sahiptir. Genel olarak, kitin
ve kitosan asetik asit gibi sulu seyreltik asitlerde ¢oziiniirliiklerine gore ayirt edilirler (34).
Kitin, seyreltik asetik asit i¢inde ¢oziinmez. Kitin belli bir derece iistiinde (yaklasik olarak
%60 deasetilasyon) deasetilasyonlandigi zaman bir asit i¢inde ¢oziiniir hale gelir ki, bu da
kitosan olarak atfedilir (35). DD’yi 6lgmek i¢in IR spektroskopisi (35-39), UV spektroskopisi
(40), dairesel dikroizm (41), 'HNMR spektroskopisi, (42, 43), “C kat1 hal NMR
spektroskopisi (44), jel gegirgenlik kromatografisi (40), titrasyon yontemleri (38, 44-



47),martik salisilaldehit analizi (38), denge boya adsorpsiyonu (48), element analizi, HPLC
ile takip edilen asit bozulmasi (49), termal analiz (50) ve piroliz kiitle spektrometrisi (51) gibi
bir¢cok yontem kullanilmistir. Molekiil agirligi dogal ve sentetik polimerlerin kullanimlar1 i¢in
cok Onemli bir parametredir. Kitin ve kitosanin molekiil agirligi, kullanilan kaynaga ve
deasetilasyon kosullarina (sirasiyla; siire, sicaklik ve NaOH’in konsantrasyonu) baglidir.
Kabuklu deniz hayvanlarmin ihtiva ettigi kitinin deasetilasyonundan elde edilen kitosanin
molekiil agirligt 100,000 g/mol {izerinde olabilir. Sonug¢ olarak, tibbi alanlar gibi
uygulamalarda kolaylik saglamasi icin kimyasal metotlarla molekiil agirlinin azaltilimasi
gerekmektedir. Kitosanin molekiil agirhigi, 1s1k sagilim spektroskopisi (52-54) jel gecirgenlik
kromatografisi (55-59) ve viskozimetri (48, 60-62) gibi ¢esitli yontemler ile belirlenebilir.

1.1.6. Kitosanin Coziiniirligii

Kitosanin ¢6ziiniirliigii olgusu, kimyasal modifikasyon, film olusturma veya lif olusumu gibi
durumlarda kullanilmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Kitin ve kitosanin ¢oziiniirliigii ise;
pH’ya bagimlidir ve nétral saf suda miimkiin degildir. Bu nedenden 6tiirii, kitinin organik
coziiciiler veya asidik pH’daki sulu c¢ozeltileri 1limli kosullar altinda da miimkiin
olmamaktadir. Nedeni ise; kitinin molekiil i¢i-dis1 hidrojen baglarina sahip olan yar1 kristalik
polimer yapisindan kaynaklanmaktadir. Bir¢ok ¢oziicii bulunmasina ragmen, ¢ogu toksite,
asindiricilik ve mutajenik 6zelliklerinden dolayr kullanish degildir. Kitine gore daha iyi
¢oziilebilir formu olan kitosan, pH 6,5 degerinin altinda kalan pH degerlerinde serbest haldeki
amin gruplarinin protonlanmasi ile kitosan, seyreltik mineral ¢ozeltileri veya organik asitler
icinde kolayca ¢oziilebilir. Bu protonasyon mekanizmasi sayesinde katyonik formuna biirlinen
kitosan bir¢ok uygulama alaninda kullanilir. Bu uygulama alanlarinda asetik asit ve formik
asit siklikla kullanilan ¢oziiciilerdir. Bu ¢alismalara bagl olarak kitin ve kitosan i¢in ¢ok

sayida ¢Oziicii literatiirde bulunabilir (63).



Tablo 1.1. Kitosanin ¢esitli organik asitler i¢cinde ¢oziinebilirlik durumu (64)

Asitler Kitosan Konsantrasyonu
%1 %5 %10 %350 >%350
Asetik + + +
Sitrik - + +
Formik + + +
Laktik + + +
Malik + + +
Maloik + + +
Tartarik - - +

(+) : ¢coziinebilir, (-) : ¢dzlinemez

Genel olarak, kitin ve kitosanin ¢oziiniirliigli molekiil agirligi arttikca azalir. Kitin ve
kitosanin 8 veya daha diisiik polimerizasyonu sonucu olusan oligomerleri, pH’ya baglh
olmaksizin suda ¢Ozilinebilir (65). Suda c¢oziinebilen kitin ancak, ya kitinin homojen

deasetilasyonu (66) ya da kitosanin N-asetilasyonu ile hazirlanabilir (67, 68).

Suda ¢oziiniirliigii, heterojen reaksiyon yerine homojen reaksiyon yoluyla ve deasetilasyon
derecesinin yaklasik olarak 0,5 oldugunda elde edilebilir. Homojen reaksiyon ile N-asetil-D-
glukozamin ve D-glukozamin {initelerinin gelisigiizel bir sekilde kopolimer (iirlinleri
olusurken, heterojen reaksiyonda bu iki birimin bir blok kopolimer iirlinlerini meydana getirir.
X-1sinlan difraksiyon ¢aligmalarinda, bu iki polimerin deasetilasyan dereceleri ayn1 olmasina
ragmen, blok kopolimerin son derece kristalize oldugunu, buna karsin diizensiz kopolimerin
neredeyse amorf oldugu ortaya ¢ikarildi. Suda ¢Oziiniirliigii, rastgele asetil gruplarinin
dagilimi ve kitinin sik1 kristal yapisinin tahrip olmasindan dolayr gelistirilmis hidrofilitesine

dayandirilmistir (66, 68).

1.1.7. Kitosamin Kimyasal Aktivitesi

Kitosan, her tekrarlayan birimdeki primer (C-6), sekonder (C-3) hidroksil gruplar ile her
deasetillenmis birimi C-2 konumunda ki amino gruplar1 olmak {iizere ii¢ reaktif gruba sahiptir.
Bu reaktif gruplar kitosanin mekaniksel ve fiziksel Ozelliklerinin yani sira, sudaki
¢cOziinlirliglinii degistirmek i¢in kimyasal modifikasyonlara ugrayabilirler. Hidroksil grubunu

iceren kitosanin, ¢Ozelti ortaminda verdigi reaksiyon tipik esterlesme ve eterlesme



reaksiyonlaridir. Kitosanin niikleofilik 6zellikte olan amino grubu ise, alkil halojeniirler, asit
kloriirler, aldehitler veya ketonlar ile reaksiyona sokulmasiyla indirgeyici alkilasyon ve N-
alkilasyon, N-asilasyon gibi reaksiyonlar1 verir. Se¢imli O-siibstitlisyon reaksiyonu, reaksiyon
stiresince bir amino grubunun koruma altina alinmasi ile gergeklestirilebilir. Kitosanin yapist
ayni zamanda, capraz baglanmalarlar ve biitiinlestirme kopolimerizasyonu ile degistirilebilir
(69, 70).

Tablo 1.2. Kitosanin sahip oldugu bazi fiziksel 6zellikler (71)

Ozellik Deger
Molekiil agirhig 50-2000 kDa
DD %40-100
Viskozite <2000 mPaS
Su baglama kapasitesi %450-1150
Yag baglama kapasitesi %314-535
Y181 yogunlugu 0,06-0,39 g/cm’
Renk Donuk sari-beyaz
Coziiniirliik (suda) pH<6,5

1.1.8. Kitosamin Uretimi

Bazi mantar tiirlerinde sinirli miktarlarda bulunmasindan dolayi, kitosan, kitinin alkali
ortamda deasetilasyonu ile ticari olarak elde edilir (69). Asetilasyonun amac1 seyreltik asetik
asit icinde kolayca ¢oziilebilir kitosan iiretmektir. Deasetilasyon, kitinin yapisinda ihtiva eden
N-asetil baglarini hidrolize etmek igin %40-50"1ik sulu NaOH ¢6zelti ile 100 °C’de veya daha
yiiksek sicakliklarda en az 30 dakika kadar etkilesimini kapsayan bir islem olarak
tanimlanabilir. Bu gibi heterojen islem ile milkemmel bir deasetilasyon elde etmek zordur,
ancak iglemi tekrarlayarak % 98'e varan asetilasyon degerlerine ulasilabilir (72). Kitosanin toz
seklinin yerine jel forumunu alkali ortamda deasetilasyon islemi ile %100°e yakin kitosan

hazirlamiglardir.

Nngcua
:! =
Kitin e
Deasetﬂasyon NaOH, Sicak
P&S\X NH&CH:; 4
Kitosan

Sekil 1.5. Deasetilasyon iglemi (72)
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Dogada kitin kaynagini en ¢ok ihtiva eden yengec¢ (Dungeness yengeci), karides (Pasifik
karidesi), 1stakoz ve kerevit kabuklarindan kitosan, kolayca elde edilebilir. Denizcilik
sektoriinde, bu kaynakalardan elde edilen atiklar yillik 1,2 milyon tondan fazladir fakat,
kabuklu deniz canlilarin yenilebilir kisimlar1 ayirt edildikten sonra geriye kalan bu atiklarin

sadece %20’lik bir kism1 iglenebilmekte ve {iriin olarak degerlendirilebilmektedir (73).

Eabukle deniz canlilenn ksbulde usimlsnmn syiklenones
A

Yikama we Kurnstma

Dé'-":’ﬂe:f bt Kati: ool ormm 110
F (W) olacak salilds
= ":“m'f“’a’}w'* 253, 5°1ik MeDH pozsltizi ils
P R
Filtralama Siizme &3 “Cde 2 =met kanstimlir
.L Dreproteinize Edilodg Fabulk
Protein Kazsmm \I.r
Yikams Kati: ¢bozikcod orem 1015
o (W) olacak gekilde 1M
Demrineralizesyon «——| HCL (bzeltizi ile  oda
e swcaklhifinda 30 dakika
Sirme kangtinlir,
Yik=ma
A staanithyin w— As=tonla Ekstraksivon
piomeanti _lr
Euanertma = - m "
Eati: oziod oozm 1:15 {wiv)
4 clacsk  gakilde %% 0,315
Afartma «—— | (v lik NallO (ozeltizi ila |
J‘{ s =swcaklifinds 5 dakika
Tt
Yikams ve Kunstma
EITIN
‘l-' Eoati: pooion odmmd 1010 (W)
A olacek gakilds %50 ik NaOH
Deasetilasyon «———| caoapsi ile 100°C7de 30
‘L diakilks keder etlcilagtirili.
Tileams ve Kunrtma
EITO 54

Sekil 1.6. Geleneksel kitosan {iretim semasi (73)

Kitin ve kitosanin iiretimi sonrasinda biiyiik miktarlarda sivi kimyasal atik meydana gelir. Bu
nedenle genis ¢apta kitosan iiretimi i¢in kitosanin istenilen 6zelliginin korunmasina karsin
deasetilasyon isleminin basitlestirilmesine gerek duyulmustur (74). Kitosanin hazirlanmasinda
bu dezavantajlarin iistesinden gelmek i¢in kitin deasetilazlarin kullanilmasiyla alternatif
enzimatik yontem kesfedilmistir. Kitinin kitosana doniisiimii icin kitin deasetilazlarin
kullanimi, su anda kullanilan kimyasal prosediirlerin aksine, yeni ve kontrollii, degrade

olmayan bir siireg; iiretimin sonucunda iyi tanimlanmis kitosan olasiligini sunar (75). Hirano,
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kataliz enzim setleriyle kitin ve kitosan oligosakaritlerini hazirlamis ve kitin-N-deasetilaz

enzimini kullanarak enzimatik doniisiim ile kitinden kitosani elde etmistir (76).

Kabuklu deniz canlilann kabuklu lkasimlannin aviklanmas:

¥ Kitin deasetilaz (EC 3.5.1.41)

Kitin =  Kitosan

Kitinaz (EC 3.2.1.14) —>

Kitosannaz (EC 3.2.1.132) —»

Lizozim (EC3.2.1.17)—>

W W
Kitin Oligosakkaritler Kitosan Oligosaklaritler
N-asetil-p-
glukozaminidaz
W W
N-asetil -D- glukozamin D- glukozamin

Sekil 1.7. Kitin ve kitosanin olisakkakaritleri ile kitosanin enzimatik olarak hazirlanmasi (76)

1.1.9. Kitosanin Antimikrobiyal Ozelligi

Kitosanin su aritma, petrol yayilimimi giderme, ilag dagitimi, doku miihendisligi, yara
tyilesmesi, gida koruma, enzim immobilizasyonu gibi c¢esitli alanlarda genis bir yelpazede
uygulamalart vardir. Kitosan genis bir mikroorganizma araligina karsi antimikrobiyal aktivite
gosterir. Bu aktiviteyi agiklamak i¢in Onerilebilir ¢esitli mekanizmalar vardir, bunlardan biri,
bu antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili olan polimerin temel yapisi ve amin igerigidir. Kitosan
pozitif yiikli bir molekiil ve antimikrobiyal etki hedefi olarak bakterin negatif yiiklii hiicre
duvar1 olup, membranin normal fonksiyonlarin1 bozar ve engel olur. Ornegin, hiicre igi
bilesenlerinin digariya sizmasini destekler ve ayni1 zamanda hiicre icerisine besin tasinmasini

inhibe eder (77-79).

Kitosan tip, ilag, gida, tarim ve tekstil gibi ¢esitli alanlarda ve bir antimikrobiyal ajan olarak,
uygulamalart bulunmaktadir. Kitosanin antimikrobiyal etkisi, sahip oldugu dogal polikatyonik

Ozelliginden dolay1 atfedilmis, ¢esitli bakteri ve mantarlara kars1 kitosanin etkinligini gosteren
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bircok caligma bildirilmistir. Kitosan bakterileri takiben, mantarlara ve deniz yosunlarina karsi
daha da etkilidir. ilag uygulamalarinda bir antimikrobiyal madde olarak kitosandan etkili bir
bicimde yararlanmak i¢in, antimikrobiyal mekanizmasini ve antimikrobiyal aktivitesini

etkileyen faktorleri bilmek 6nemlidir (80).

1.1.9.1. Kitosanin Antimikrobiyal Aktivite Mekanizmasi

Kitosanin antimikrobiyal aktivite mekanizmasi tam olarak kanitlanamamis olmasina ragmen,
cesitli teoriler ongdriilmiistiir. En yaygin olarak onerilen mekanizma, kitosanin pozitif yiikli
kismu1 ile birgok mantar ve bakterinin hiicre yiizeyindeki negatif yiiklii kisimlar1 arasinda
ortaya ¢ikan elektrostatik etkilesimdir. Bu etkilesim daha ¢ok, hiicrenin yiizeyini ve hiicrenin
gecirgenligini degistirerek elektrolitler, UV emici madde, proteinler, amino asitler, glikoz ve
laktat dehidrojenaz gibi hiicre i¢i bilesenlerinin digariya sizmasina neden olur. Sonug olarak
mikroorganizmalarin normal metabolizmasini inhibe ederek bu hiicrelerin oliimiine yol
acmaktadir (74, 81-85). Literatiirde Onerilen diger bir mekanizma ise, bazi mantar ve
bakterilerin DNA ile kitosan arasindaki etkilesimden dolayi, mRNA ve protein sentezini
inhibe etmesidir. Bu olayin meydana gelebilmesi, yani kitosanin mikroorganizmalarin hiicre
icine niifuz edebilmesi i¢in yeterince diisiik bir molekiil agirligina sahip olmasi gerekmektedir

(79, 86, 87).

Yukarida yapilan ¢alismalar Tokura et al. (88)’un yaptiklar1 gozlemlerle ¢elisiyordu. Tokura
et al. (88) ortalama molekiil agirligimin 2200 ve 9300 kDa arasinda olan kitosanin
antimikrobiyal etkisi {lizerinde calisma yapmislardir. E. coli lizerinde yapilan calismada,
molekiil agirlign 2200 kDa olan kitosan bakterinin hiicre duvarindan igeri niifuz edip
bakterinin biiylimesini hizlandirirken, molekiil agirligi 9300 kDa olan kitosan ise, liremesi
esnasisinda bakterinin hiicre duvarinda yigilma gostererek mikroorganizmanin {iremesini
inhibe ettigini tespit etmiglerdir. Kitosanin antimikrobiyal etkisinin, DNA transkripsiyonu
inhibe etmesi yerine hiicre duvar1 boyunca besin girisini bloke ederek bakterilerin metabolik

aktivitelerinin baskilanmasina bagli oldugunu 6ne stirmiislerdir.

1.1.9.2. Kitosanin Antimikrobiyal Etkisini Etkileyen Faktorler

Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi molekiil agirligi (83), deasetilasyonun derecesi, (86), pH

(84), zincir uzunlugu (89), test edilen mikroorganizmanin susu veya tiiriiniin tipi (90), sicaklik
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(84), katyonlar ve polianyonlar (74), kitosan konsantrasyonu 82), kitosanin tiirii (temel veya
tiirevi), substrat ve/veya besin bilesimi ve ¢evre kosullar1 (91) gibi cesitli faktorler tarafindan

etkilenir.

1.1.9.2.1. Molekiiler Agirhig (MW)

Tanigawa et al. (89) D-glukozamin hidrokloriiriin (kitosan monomer) birtakim bakterilerin
biiytimesine kars1t herhangi bir inhibisyon gostermedigini, oysa ki kitosanin etkili oldugunu
rapor etmistir. Kitosanin antimikrobiyal aktivitesinin sadece katyonik dogasindan degil, ayni

zamanda zincir uzunluguyla iliskili oldugu 6ne stiriilmektedir.

Hirano and Nagao (92) kitosanin polimerizasyon derecesinin (DP), ¢esitli fitopatojenin
biliyiime inhibisyonu arasindaki iligskiyi incelemisler ve caligmalarinda yiiksek molekiil
agirhiklh (HMW) kitosan (MW 400.000 kDa, DD 0.95), diisiik molekiil agirlikli (LMW)
kitosan (MW ve DD: belirtilmemis) ve kitosan oligomeri (DP 2-8) olmak {iizere {i¢ farkl
kitosan kullanmiglardir. Kitosanin molekiil agirligimin artisina bagl olarak, kitosanin
biiyiimeyi inhibe ettigini ve mantar sayisinda azalma oldugunu gézlemlemislerdir. Uremeye
kars1t LMW-kitosan ile gliclii, HMW-kitosan ile zayif inhibisyon gozlendigini belirtmislerdir.
Bu durum yiiksek molekiil agirlikli kitosanin, yiiksek viskozitesinden dolayr test
organizmasinin HMW-kitosan ihtiva eden agar jel icinde yayilmasinin zorlugu ile

aciklanmistir.

Shimojoh et al. (90) kitosanin antimikrobiyal aktivitesinin, biiyiik dl¢iide kitosanin molekiiler
agirhigma baglh oldugunu belirtmislerdir. Bazi agiz bakterilerini, miirekkep baligindan elde
edilmis kitinin (B-kitin) deasetilasyonu (DD 0,99) sonrasinda dort farkli molekiil agirliklarina
sahip kitosanin ayn1 konsantrasyonlarinda kullanarak, 1 dakika boyunca %1’lik laktat tampon
(pH 5,8) i¢ginde muamele etmisler ve 24 saat 37 °C’de inkiibasyona birakmiglardir. Molekiil
agirhigr 220,000 kDa olan kitosanin bakterisidal aktivitesinin ¢ok, molekiil agirlig1 10,000 kDa
olan kitosanin bakterisidal aktivitesinin daha az oldugunu bulmuslardir. Molekiil agirlig
70,000 kDa olan kitosanin antimikrobiyal aktivitesi, baz1 bakteriler i¢in 426,000 kDa molekiil
agirlikli kitosanin antimikrobiyal aktivitesinden daha iyi oldugunu fakat, digerleri icin
etkinliginin tersine dondiigiinti belirtilmistir. Bu bulgular 1s181inda, kitosanin antimikrobiyal

aktivitesinin hedeflenen mikroorganizmalara bagli olarak degisim gosterdigi one siiriilmiistiir.
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Yalpani et al. (93) kitosanin (orta ve yliksek molekiil agirlikli) Bacillus circulans’a kars kito-
oligosakkaritlerden (DP 2-30) daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigini, E.coli’ye
kars1 ise kito-oligosakkaritlerin kitosana gore daha az antimikrobiyal etki gosterdigini rapor

etmislerdir.

Bir¢ok arastirmaci, kitosanin E.coli’ye karsi antimikrobiyal aktivitesini arastirmistir (94).
Hwang et al. (83) kitosanin molekiil agirliginin 10,000-170,000 kDa araliginda yaptiklar:
arastirmadan, yaklasik 30,000 kDa molekiil agirhigindaki kitosanin E.coli iizerinde daha
yiiksek bakterisidal etki gosterdigi sonucuna varmiglardir. Bazi arastirmacilar kitosanin
molekiil agirligimin, mikroorganizmalarin inhibisyonu i¢in kritik 6nem tasigin1 6ngormiisler
ve daha iyi antimikrobiyal aktivite i¢in kitosanin molekiil agirliginin 10,000 kDa’dan daha
yiiksek olmas1 gerektigini ifade etmislerdir (95).

1.1.9.2.2. Deasetilasyon Derecesi (DD)

Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi, kitosanin DD ile dogru orantilidir (96). DD’de arts,
kitosan tizerindeki amino gruplarinin sayisinda da artma anlamina gelir. Bunun sonucunda,
kitosanin tamamen suda ¢6ziinmesi ve asidik sartlar altindan protonlanan amino gruplarinin
sayisinin artmasindan Otiirli kitosan ile mikroorgaznizmalarin negatif yiiklii hiicre duvarlar

arasinda bir etilesim olasiliginin artmasina neden olur (97).

1.1.9.2.3. Ph

Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi biiyiilk oranda pH’dan etkilenir (86). Tsai and Su (84)
kitosanin (DD 0,98) E.coli'ye kars1 antimikrobiyal etkisini pH 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0 gibi
farkli pH degerlerinde incelemisler, buna bagli olarak pH degeri arttikca aktivitenin azaldiginm
ve kitosanin pH 9.0’da antimikrobiyal etkisinin ¢ok az oldugunu, en yiiksek aktiviteyi ise pH
5.0 degerinde oldugunu gozlemlemislerdir (Sekil 1.5). Bazi arastirmacilar kitosanin pH 7.0
degerinde suda diisiik ¢oziiniirliigiinden ve amino gruplarinin deprotonasyonundan dolayi, pH
7.0°da kitosanin antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigini bildirmislerdir. Bu bulgular
kitosanin antimikrobiyal aktivitesi onun dogal katyonik yapisindan ileri geldigi One

stiriilmektedir (37, 44).
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Zaman (saat)

Sekil 1.8. E.coli'ye kars1 kitosanin antimikrobiyal aktivite tizerindeki pH etkisi (V¥ ve , pH
9.0; ve ,pHS8.0; A ve A, pH 7.0; m ve O, pH 6.0; ® ve o, pH 5.0) (42)

1.1.9.2.4. Sicakhk

Tsai and Su (42) E.coli'ye karst kitosanin antimikrobiyal aktivitesi lizerindeki sicakligin
etkisini incelemigler ve 150 ppm kitosan ihtiva eden fosfat tamponu (pH 6.0) icindeki hiicre
stispansiyonlari, farkli zaman araliklarinda 4, 15, 25 ve 37°C’de inkiibe edilmis ve hayatta
kalan hiicrelerin sayimini yapmislardir. Bu bulgular sonucunda antibakteriyel aktivitenin
sicaklik ile dogru orantili oldugu bulunmustur. 25°C’de 5 saat iginde ve 37°C’de 1 saat i¢inde
E.coli hiicrelerinin tamamen 6ldiigiinii saptamislardir. Bununla birlikte diisiik sicakliklarda (4
°C ve 15°C) ilk 5 saat iginde E.coli’nin sayisinda azalma olmasina ragmen daha sonra bu
sayinin sabitlestigi belirtilmistir. Arastirmacilar, diisiik sicakliklarda hiicreler ve kitosan
arasinda etkilesim oraninda azalmasinin bir sonucu olarak antimikrobik aktivitenin diismesine

neden oldugu sonucuna varmislardir.

1.1.9.2.5. Katyonlar ve Polianyonlar

Young and Kauss (39) kitosanin, plazma membran ve/veya Glycine max hiicreleri lizerinde

bulununan Ca'® iyonlarmim serbest hale getirdigini ve bu da hiicre zarmin biitiinligiini
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bozdugunu, ayrica hiicre i¢i elektrolitlerin hiicre disina sizmasina neden oldugunu
belirtmislerdir. Hiicre zarmin yapisindaki protein bilesenleriyle veya fosfolipitlerle kitosan
(polikatyonik) arasinda ¢apraz baglanma gostermesiden dolay1 zar gecirgenliginin etkilendigi
One siirlilmiistiir. Kitosan buna ek olarak, hiicre i¢i maddelerin hiicre disina sizmasina;

dolayisiyla, hiicrenin 6liimiine neden olur.

Young et al. (32) G.max’daki UV emici maddenin hiicre disina sizmasi kitosan kaynakli
oldugunu ve Ba™>Ca™>Sr”>Mg™>Na™>K" iyonlarin etkinligi swasmna gore divalan
katyonlarmm bu sizintiy1 daha giicli inhibe ettigini gozlemlemislerdir. Dengeleyici
komplekslerden olusmus hiicre zar vyiizeyinden salman Ca™ iyonlariyla katyonlarin

yerdegistirmesi sonucu kitosan kaynakli sizintinin azaldig1 varsayilmistir.

Tsai and Su (42) MgClI,, BaCl, ve CaCl, gibi toprak alkali metalleri ihtiva eden tuzlarin
ilavesiyle E.coli’ye kars1 kitosanin bakterisidal etkisinin azaldigmi belirtmislerdir. Iyonlarin
etkinliklerinin sirast Ba™>>Ca™>Mg"™ seklindedir. Bunun sonucu olarak yazarlar; kitosan ile
katyonlar arasinda kompleks olusturdugunu onermislerdir. Young et al (32) varsayiminin
aksine kitosanin, mevcut amino gruplarinin indirgenmesiyle baktersidal etkiye neden oldugu

ileri siirilmistiir.

Kaytonlar tarafindan kitosan kaynakli sizintisinin azaltilmasina ek olarak, bu sizint1 ayrica Na
poligalakturonat ve Na poli-L-aspartat polianyonlarin ilave edilmesi ile azaltildigi
belirlenmistir (32). Kitosanin amino ve karboksil polianyon gruplarinin esit sayida oldugunda
elektrolitlerin sizmasinin tamamen 6nlendigi gozlenmistir. Kitosanin polikatyonik-poliiyon
komplekslerinin olusumu sonucu ¢okelti olusmasindan dolay: sizintinin 6nlenmesi bu duruma
bagl olarak agiklanmistir. Bununla birlikte, monomerik galakturonat ile aspartatin, sizma ve

kitosanin ¢okelmesi tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi1 gézlenmistir (97).

1.1.10. Kitosanin Kullanim Alanlar1

Kitosan giliniimiizde tip, gida, ziraat, kozmetik, eczacilik, atik su aritma ve tekstil sektorii gibi
bircok alanda kullanilabilmektedir. Ulkemizde kitosanmn kullanimini diger iilkelere gore
kiyaslandiginda, iilkemizdeki kullannom oraninin ¢ok diisiik oldugu goriilmektedir. Tekstil
sektoriinde, iriinlere antimikrobiyal oOzellik kazandirmasi, ylinli kumaslara ¢ekmezlik
kazandirmasi, reaktif boyamada tuz miktariin azaltilmasi, asit boyar maddeler ile pamuga
boyanabilirlik kazandirma, antistatik 6zellik kazandirma, deodorant maddesi olarak kullanim

gibi bircok amag icin kullanilmaktadir. Ayrica, kitosan ile diger liflerin karigimindan iiretilen
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Crabyon (kitosan ve viskon karigimi, TEC SERVICE), chitopoly (kitosan ve polinozik lif
karisimi, Fuji) gibi ¢esitli antimikrobiyal lifler de bulunmaktadir (98).

Medikal tekstiller alaninda kitosanin kullanim1 oldukga yaygindir. Japonya basta olmak iizere
1960’larin ortalarindan beri pek ¢ok Asya iilkelerinde bu konuda calismalar yapilmaktadir.
Ozellikle doku biitiinliigiiniin saglanmas1 amaciyla yara tedavisi i¢in kitosan yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunun yami sira, yapay kan damarlari, medikal yapay deri, cerrahi dikis
iplikleri, kontakt lens yapimi, kontrollii ila¢ salinimi, sargi bezi, yara bandi, timdr inhibitort,
kolestrol kontrolii (yag baglayici), antibakteriyel, antifungal ve hemostatik etki gostermesi gibi

bircok amag i¢in kullanilmaktadir (99).

Berger et al. (100) kitosan hidrojellerinin biyomedikal alanda kullanilabilirligi agisindan
arastirmalar yapmistir. Hidrojel yapiminda ¢apraz baglayicilar, glioksal ve glutaraldehit en
yaygin olarak kullanilan maddelerdir. Glutaraldehit, kitosanin amin gruplarina imin grubu
tizerinden baglanip, olusan bu tip dialdehitler herhangi bir sekilde aditif olmadan direkt olarak
reaksiyon gerceklestirebilme oOzelligini gosterirler. Capraz baglayict olarak dietil squarat,
genipin veya oksalik asitin kullanilabilecegi belirtilmektedir. implantlar ve bandaj yapiminda
kovalent bagl hidrojeller kullanilabilirken, 6zellikle ilag salinim sistemlerinde iyonik bagl
hidrojeller kullanilmaktadir. Toksik o6zellikte olmamasi, ¢evreye zarar vermeden biyolojik
olarak parcgalanabilir 6zellikte olmasi ve yapilan in-vivo testler ile viicut igerisinde zararsiz
trlinlere (amino sekerler) pargcalanmasma bagli kitosanin herhangi bir zararlhi etkisi

bulunmaktadir.
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(a) Kitosanin kendi icerisinde capraz baglanmasi (b) Hibrid polimer ag

Sekil 1.9. Kitosanin hidrojel yapilar1 (kovalent bag, + pozitif yiiklii kitosan, kitosan, ilave
polimer, iyonik ¢apraz baglayici, iyonik etkilesim) (100)

Yara iyilesmesini hizlandirmada kitosanin oldukca etkin role sahip oldugu gosterilmistir. Bu
ozelliginden dolay1 basta diyabet hastalar1 olmak {izere viicuttaki yaralarin ¢abuk iyilesmesi
bakiminda hastalar i¢cin umut verici tedavi olusturmaktadir. Kitosanin yara tedavilerinde etkin
rol almasinin nedeni negatif yiiklii heparin ile pozitif yiikli kitosan arasinda polielektrolit
kompleks olusumuna dayanmaktadir. Heparin, antikoagiilan bir polisakkarit olup olusan bu
kompleks ve beraberinde hiicre biiyiime faktorlerinde artmasiyla doku gelisimi desteklenmis
olmaktadir. Bazi arastirmacilar tavsanlarin yarali sirtlarina suda c¢oziinebilen kitosani

uygulamislar ve yaranin hizli bir sekilde iyilestigini gozlemlemislerdir (101).

Kitosan ile elde edilen bandajlar son yillarda 6nem kazanmis ve bu bandajlar 6zellikle Irak
savaginda yarali askerler lizerinde uygulanmistir. Z. Media firmasi tarafindan iiretilen bu
bandajlar sayesinde yaral1 bir¢cok askerin yaralarinin hizla iyilestigi ve cogu askerin yasamini
kurtardigi belirtilmigtir. Kitosan kaynakli bu bandaj iiriinleri, kanamayr durdurma hizinin

yaklasik 60 ml/dk oldugu ve karides, yengec gibi deniz canlilarina karsi alerjik reaksiyonlari
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olan askerler iizerinde uygulanmasina ragmen herhangi bir yan etki yaratmadigi literatiirde

ifade edilmistir (102).

Muzzarelli et al. (103) kitosan tlirevi olan 5-metilpirolidinonu elde etmis ve yara {izerinde
uygulandiginda lizozim enzimi etkisiyle oligomer yapiya doniistiigiinii tespit etmislerdir.
Kitinle yapilan ilk ¢alismalarin akabinde Beschitin® (Unitika) adl1 kitin kaynakli ve dokuma

olmadan tiretilmis yara sargist Japonya’da kullanima sunulmustur.

Film olusturabilme ozelliginden otiirii  kitosan, yapay bobrek zar1 yapiminda da
kullanilmaktadir. Buna istinaden, suda ¢dzilinebilen polimerler ile ve asi polimerizasyonu ile
modifiye edilebilmektedir. Bu membranlar kitosan/PVA karisimidir. Miya et al. (104)
PVA’nin kitosan ile olduk¢a homojen bir karisim olusturdugu ve karisimin kopma direncinin
her bir bilesenden daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Kitosan ile modifiye edilmis

membranlarda, gegirgenlik ve uyumluluk yoniinden oldukga iyi sonuglara rastlanmistir.

[laglarin kontrollii bir sekilde salinim1 énemlidir. Kitosanin biyolojik agidan uyum gdstermesi,
bir¢ok ila¢ formasyonunda matriks olarak kullanilmasina neden olmustur ve cesitli ilaglar
kitosan matriksi icerisine (film, mikrokapsiil, kaplanmis tablet vb.) yerlestirilmistir. Kitosanin
ihtiva ettigi serbest amino grubu kitosanin, katyonik &zellik kazanmasindan otiirii negatif
yiiklii ilaglarla, polimerlerle ve biyoaktif molekiillerle etkilesimini saglamaktadir. Ilag salinim
sistemlerinde kullanilmasini saglayan en biiyiik avantaji, jel olusturabilmesi ve kopolimer gibi
cok cesitli formlarda bulunabilmesidir. Antasit ve antililser aktivite gdstermesinden dolayi
midenin tahris olmasini engellemesi kitosan1 ideal bir materyal haline getirmektedir

(105,106).

Kitosanin fonksiyonel gruplar ile kalsiyum kaynakli materyaller ile kompozit olusturabilme
yeteneginden dolay1 ortopedik ve periodontal uygulamalarda da kullanilmaktadir. Bu sayede
olusturulan polimer matriks-kalsiyum kaynakli bilesik sistemlerinin, sert dokunun yerine
kullanilabilmesi yonilinden birgok aragtirma yapilmaktadir. Polimerin hidroksiapatit ile
kombinasyonunun matriksi emildikge implatta kemiksi yapinin gelisimini saglamasi, bu tip
kompozitlerin avantajlar1 arasinda sayilmaktadir. Kemik protezlerinde kalsiyum-kitosan esasl
kombinasyonu ile kaplanip viicuda implante edildiginde kemik hiicrelerinin gii¢lendirilmesine
neden oldugu belirtilmistir. Bu sayede polimer matrikse baglanan kalsiyum bilesiklerinin
migrasyonu da dnlemis oldugu ifade edilmektedir. Bu yapimin diger bir kullanimi ise direkt

sert veya kemik doku ile yer degistirmesi seklindedir. Ayrica, kemiklerin zamanla aginmasi
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sonucu olusan bosluklar1 doldurarak kemik biitiinliigliniin korunmasini da saglamaktadir

(105).

Ozetle kitosanin, bahsedilen tiim bu &zelliklerinin yani sira antimikrobiyal aktivitesi,
biyouyumlulugu, diger materyallerle kompozit olusturabilmesi, hiicresel tutunmaya ve
cogalmaya olanak saglamasi gibi sahip oldugu o&zellikleri sayesinde ¢esitli alanlarda
kullanimina basvurulmustur. Kitosan, kullanilacagi yere/dokuya gore mekanik o6zellikleri

giiclendirilebilmektedir (105, 106).
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2.MATERYAL VE METOT

2.1. Coverslip Uzerinde E.coli Biyofilminin Olusumu ve Olusan Biyofilmin Kitosan
Duyarhhiginin SEM ile Goriintillenmesi

Steril coverslip sistemindeki kuyucuklara FBS ilave edilip +4°C’de bir gece bekletildi. Daha
sonra FBS ortamdan uzaklastirilip, kuyucuklar PBS ile yikandi. Yikama isleminden sonra
kuyucuklara, NB besiyerinde 37°C’de 24 saat inkiibasyon sonucunda aktif haldeki E.coli
6rneginin yogunlugu McFarland 0,5’¢ (kobx10%/mL) ayarlanan &rnekten kuyucuklarin
alabilecegi kadar ilave edildi ve 37°C’de 90 dk inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda
kuyucuklara steril edilen taze NB besiyerinden eklendi ve iizerine MIK testinde belirlenen
kitosan konsantrasyonundan ilave edildi. Pozitif kontrol olarak bir kuyucuga kitosan
igcermeyen s1v1 besiyerine yogunlugu ayarlanan E.coli kiiltiirii ilave edildi. Daha sonra 6rnekler
8 ve 24 saat siireyle 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda drnekler ii¢ defa
PBS ile yikandiktan sonra kuyucuklara % 2,5’lik glutaraldehit ilave edilerek +4°C’de
bekletildi (107). Numuneler elektron mikroskobu incelemesi i¢in diizenli bir yontem

kullanilarak hazirlandi ve taramali elektron mikroskobu altinda goriintiilendi.

SEM analizi i¢in E.coli susu, kontrol grubu olarak kullanilan NB besiyeri ve kitosan ile 8 ve
24 saat inkiibe edildikten sonra, farkli siirelerde olusan biyofilmlerin arasindaki yapisal
farklilik SEM ile goriintiilendi (Sekil 2.1, Sekil 2.2, Sekil 2.3 ve Sekil 2.4). E.coli bakterisinin
kontrol biyofilmleri yogun bir ag tabakasi ve ekzopolimerik matriks sergilerken 8 ve 24
saatlik kitosan ilaveli biyofilmlerde ag yapisi ve ekzopolimerik matriksin gozle goriiliir bir

bicimde dagildigi dikkat ¢cekmistir.



Mag = 10.00 KX 2y Detector = SE1
EHT = 20.00 kV Date :7 Apr 20186

Mag= 500K X Detector = SE1
EHT = 20.00 kv Date :7 Apr 20186

Sekil 2.2. %0,125 kitosan i¢ceren NB besi ortaminda 8 saat kiiltiire edilen E.coli biyofilmi
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Mag = 10.00 KX Detector = SE1
EHT = 20.00 kV Date :7 Apr 2016

. *
Mag = 10.00 KX Detector = SE1

EHT = 20.00 kv Date :7 Apr 2016

Sekil 2.4. % 0,125 kitosan igeren NB besi ortaminda 24 saat kiiltiire edilen E.coli biyofilmi
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3.TARTISMA VE SONUC

E. coli insanin sindirim kanalindan izole edilen baskin fakiiltatif ve insanda 6zellikle idrar
yolu, karin zar1 ve kan ile ilgili ekstra intestinal enfeksiyonlara neden olan enterik
mikroorganizmadir (108). E. coli biyofilmi, hiicre dis1 polimerik maddelerin (EPS) bir
matriks i¢ine gomiilii bakteri kolonisinden olusup mikroorganizmalari, olumsuz c¢evre
kosullarindan korur ve enfeksiyonlara sebep olur. Rekiirren idrar yolu enfeksiyonlart igin
onemli etkeni olmasmin yani sira E. coli biyofilmi, aynm1 zamanda tibbi arac¢ iligkili kalici
enfeksiyonlardan sorumludur. Biyofilmin yapisal bilesimlerindeki cesitlilik, biyofilm
tabakasimnin ortadan kaldirilmasinda engelleyici ve antibiyotik direncinin gelismesine bagl
olarak karmasiklik kazanir. Geleneksel olarak kullanilan antimikrobiyal ajanlar, kisitlanmis

hiicresel hedef araligina ve biyofilmler lizerinde sinirh etkinlige sahiptir (109).

Kitosan kanitlanmis antimikrobiyal aktiviteye sahip cok yonlii bir malzemedir. Iyonik yiizey
etkilesimi sonucu hiicre duvarindan igeriye sizmasi, mikroorganizmalarin ¢ekirdegine
kitosanin penetrasyon yolu ile mRNA ve protein sentezinin engellenmesi ve mikrobiyal
bliyiime icin gerekli besin maddelerinin baskilanmasin1 provoke etmesi ve metalleri
kenetlemesi, dis bariyer olusturmasi gibi antibakteriyel mekanizmalart oldugu ileri
stiriilmiistiir. Tiim etkinliklerin ayni anda, fakat farkli yogunluklarda meydana gelmesi
muhtemeldir. Molekiil agirhgi (MW) ve asetilasyon derecesi (DA) de bu aktivitesinin
belirlenmesinde 6nemli bir faktordiir. Genelde diisik MW ve DD, mikroorganizmanin
bliylimesini ve ¢ogalmasini azaltmada oldukga etkindir. Kitosanin suda ¢6ziinebilir tlirevleri,
ana zincire CH3’lin kimyasal olarak katilmasiyla elde edilerek genis bir pH araliginda kitosan
uygulanabilirligini arttirmakta ve ayni zamanda imkanlarin genis bir yelpazede gelistirilmesi

ile antimikrobial etkinligi iyilestirilebilmektedir (110).

SEM calismasi ile, kontrol ve kitosan (% 0,125) ilaveli E. coli biyofilmleri (8 ve 24 saat)
arasindaki yapisal farklilik goriintiilenmistir. Kitosan ilaveli her iki biyofilm fazinda
ekzopolimerik matriksin kayda deger bir sekilde dagilmis oldugu tespit edilmistir. Calisma,
kitosan ile muamele edilmis biyofilmlerin muamele edilmeyen biyofilmlerle (kontrol)
mukayese edildiginde biyofilmin her iki olusum fazininda da daha yavas bir gelisim

gosterdigini ortaya ¢ikarmistir (Sekil 2.1, Sekil 2.2, Sekil 2.3 ve Sekil 2.4).

Costa et al. (111) Streptococcus mutans biyofilm olusumu {izerinde kitosanin etkisini

arastirmislar ve biyofilm olusumunu inhibe ettigini ve olgun biyofilm yapilar1 iizerinde kayda
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deger bir azalma (% 94) oldugunu bildirmislerdir. Pu et al. (107) kitosanin C. albicans
biyofilmleri iizerine etkisini aragtirmak icin SEM analizlerini kullanmislardir. Sonugta
kitosanin doza bagl olarak hem planktonik hiicreler iizerinde, hem de C. albicans biyofilmleri
tizerinde O6nemli derecede inhibitdr etkiye sahip oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica SEM
analizleri ile kitosanla muamele edilmis grubun biyofilm olusumu {izerindeki morfolojik
defekt goriintiilenmistir. Karthick Raja Namasivayam and Allen Roy (112), serbest ve
kitosanla kapli dort farkli tibbi bitki ekstraktini E. coli biyofilmi iizerinde ¢alismiglardir.
Polimerle kapli ekstraktlarin biyofilm inhibisyon giiciiniin daha yiliksek oldugunu

bildirmislerdir. Bu arastirma sonuglari, bizim elde ettigimiz verileri desteklemektedir.

Sonug olarak, bu veriler kitosanin, idrar yolu, tibbi arag iliskili kalic1 enfenksiyonlari, rahim
enfenksiyonu gibi durumlarin meydana gelmesinde Onemli etkeni olan E. coli biyofilm
hastaliklari lizerinde uygulanabilecek bir antimikrobiyal ajan oldugunu gdstermektedir. Ancak
calisilan kitosanin E. coli’ye karsi potansiyel bir antibiyofilm ajan olabilirligi daha ileri in vivo

caligmalara ihtiya¢ gostermektedir.
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