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ÖZET 

Biyofilm, hücre dışı polimerik maddeler (EPS) içine gömülü ve yüzeye bağlı mikrobiyal hücrelerin 

oluşturduğu bir topluluktur. Birçok klinik alet ve ekipmanda sıklıkla kolonizasyon gerçekleşmekte ve 

bu biyofilmlerin antibiyotik tedavisine direnç gösteren inatçı infeksiyonların da kaynağı olabildiği 

görülmektedir. Biyofilm oluşumunu önlemek amacıyla klasik antimikrobiyal ajan tedavi yaklaşımları 

dışında daha etkili ve alternatif teknolojilere gereksinim vardır. Kitozan, biyomedikal alanlarda 

farmasötik bir ajan olarak kaydedeğer bir önem kazanmış, toksik olmayan, biyouyumlu, biyolojik 

olarak parçalanabilen, antimikrobiyal özelliklere sahip bir biyopolimerdir. Çalışmada, yüksek 

biyofilm oluşturduğu bilinen E. coli bakterisi ve bu bakterinin oluşturduğu zararlı biyofilmlerin 

engellenmesi/giderilmesi için yeni antibiyofilm yaklaşım sunulacaktır. Dolayısıyla çalışmada E. coli’ 

nin oluşturduğu biyofilm tabakası kitozanla muamele edilerek SEM analiziyle görüntülenecek ve 

kitozanın, oluşan biyofilm tabakası üzerinde yaptığı 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 
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1.GİRİŞ 

1.1. GENEL BİLGİLER 

 

1.1.1. Biyofilmin Tanımı ve Yapısı 

 
Bakteriyel biyofilm, esasen yüzeye bağlanmış mikrobik hücrelerden oluşan ve biyofilm 

oluşturucu mikroorganizmalar tarafından üretilen hücre dışı polimerik bir matrikstir (1). 

Biyofilm yapısının kütlece %97’si hidrate haldedir. Biyofilm matriks yapısını oluşturan diğer 

bileşenler; %1-2 globuler glikoproteinler, %1-2 EPS ve diğer proteinler, fosfolipit, %1-2 

nükleik asit ve lipitler olmasına rağmen bu oranlar organizmaların çeşidine, gelişme ortamının 

doğasına, fizyolojik özelliklerine, akışkanın tipine ve genel fiziksel özelliklere göre değişim 

göstermektedir (2).  

Matriksin yoğunluğu ve genişliğinin sadece hücresel ve hücresel olmayan yapılar arasında 

değil, aynı zamanda mikroorganizmaların türleri arasında da değiştiği ifade edilmektedir. 

Mikroskop altında incelendiğinde biyofilmler; arasından kanalların geçtiği, ortamdaki organik 

ve inorganik moleküllerin ekstraselüler yapıda birikmesiyle, mercan kayalıklara benzer yapı 

oluşturan ve bunun üzerindeki piramid veya mantar şekilli uzantılardan meydana gelen bir 

oluşum görünümü vermektedir (2). 

 

 

Şekil 1.1. 72 saat süreyle 4oC’de kurumaya bırakılan Golden Delicious cinsi elmanın kalikse         

alanındaki E. coli hücrelerinin oluşturduğu biyofilmin SEM görüntüsü (3) 
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Şekil 1.2. 72 saat süreyle 4oC’de kurumaya bırakılan Golden Delicious cinsi elmanın kalikse 

alanındaki E. coli hücrelerinin oluşturduğu biyofilmin SEM görüntüsü (3) 

 
Biyofilmin gelişme potansiyeli, mikroorganizmaların yakın çevredeki besinleri kullanımı, 

hücre içine alınımı ve atıklarının uzaklaştırılmasıyla yakın ilişkili olup, bunların haricinde 

besin kısıtlanmasıyla sunulan “quorum sensing” diye adlandırılan moleküllerin salınımı, 

ortamın pH değeri, karbon kaynağı, O2 perfüzyonu ve ozmolarite de biyofilm gelişimi için 

önemli etkenlerdir (4, 5). “Quorum sensing”, biyofilm oluşumu sonucunda gen 

ekspresyonunda önemli değişiklikler ve bu değişiklikler bakteriyel hücre-hücre arasında 

salınan sinyal sistemidir (6). 

1.1.2. Biyofilm Oluşum Aşamaları 

Biyofilm tabakası çok çeşitli çevrelerde oluşamasına rağmen, en basit biyofilm tabakası bile 

karmaşık bir sisteme sahiptir. Gerçekleştirilmiş birçok çalışmada, bakteriyel biyofilmlerin 

sabit bölgelerde biyolojik dönüşümlerini (başlangıç, olgunlaşma, muhafaza ve çözünme) 

tamamladıkları belirlenmiştir (7). Biyofilm gelişiminin başlaması ortamda gerekli ve yeterli 

besinin var olup olmaması gibi spesifik çevresel faktörlere bağlı olarak değişmektedir. Sürekli 

besin sağlandıkça biyofilm gelişimi devam eder ancak, ortamda besin maddeleri tükendikçe 

bakterilerin yüzey ile bağlantıları zayıflar ve bakteriler planktonik (serbest) hallerine geri 

dönerler. Besin azlığı, bakteri hücrelerin taze ve yeni besin kaynakları aramalarına, 

bulundukları ortamlara daha iyi uyum sağlamalarına ve yayılmalarına neden olur (8).  

Bakterilerin yüzeylere tutunmasını etkileyen organik ve inorganik maddelere bağlı olarak 

içinde bakterilerin olduğu herhangi bir sulu yüzeyde bakteriyel biyofilm oluşabilir (9). 
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Şekil 1.3. Biyofilm oluşumunun beş basamağı ve bu basamakları gösteren mikrograflar (10) 

 
1.1.2.1. Dönüşümlü Tutunma 

Biyofilmler uygun besin koşullarına sahip herhangi elverişli bir ortamda oluşabilir. Hücrelerin 

bağlandığı uygun yüzeyler metal, cam, plastik, tıbbi implant, paslanmaz çelik gibi abiyotik 

veya epitel hücreleri, insan derisi ve hayvan dokuları gibi biyotik olabilir. Sıcaklık, pH ve 

ortamın iyonik kuvveti gibi çevresel koşullar dışında, sıvı bir ortamda biyofilm oluşumunu 

engelleyen itici elektrostatik ve hidrodinamik güçler de vardır (11). Yüzeye tutunan hücreler 

çok az miktarda da olsa EPS üretirler ve bundan dolayı bağımsız hareket edebilme 

yeteneğindedirler (12). Aynı zamanda yüzeyin özellikleri de bakterilerin yapışmasında önemli 

etkendir. Bakteriler arasında tür farklılığına göre çeşitli yüzeylere farklı miktarlarda bağlanma 

gösterirler. Örneğin Salmonella ve Listeria’nın hidrofobik yüzeylere tutunmaları, hidrofilik 

yüzeylere göre daha fazla tutunabildikleri saptanmıştır. Hücreler dönüşümlü tutunma 

aşamasındayken durulama gibi basit yıkama ile yüzeyden kolayca uzaklaştırılabilirler (13).  

1.1.2.2. Dönüşümsüz Tutunma 

Dönüşümsüz tutunma, bakterilerin ürettiği EPS varlığında herhangi bir yüzeyle yapmış olduğu 

zayıf bağların kalıcıya dönüşmesidir (14). Bakteri ile yüzey arasında kısa mesafeli etkileşimler 

olan hidrofobik etkileşimler, dipol-dipol etkileşimi, iyon-dipol etkileşimi, iyonik ve kovalent 

bağlar ve hidrojen bağları gibi fiziksel olaylar gerçekleşmektedir. Bakteri hücreleri flagella 

(kamçı) ve pili (ince kıl) gibi organellerinin yanı sıra EPS üreterek yüzeylere dönüşümsüz 

olarak bağlanabilirler (15). 
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1.1.2.3. Koloni Oluşumu 

Bakteri hücrelerinin yüzeyde birikmesiyle oluşan mikrokoloni, mikroorganizmaların gelişmesi 

ve EPS sentezi sonrasında meydana gelir (16). EPS, bakteri ile alt katmanı arasında bağ 

oluşumuna katkıda bulunur ve aynı zamanda oluşan koloniyi çevresel strese karşı stabil hale 

getirir (17). 

1.1.2.4. Biyofilmin Olgunlaşması  

Bu evrede biyofilm oluşturan bakteri hücreleri ortamdaki besin maddelerinin etkisiyle mantara 

benzer yapılara dönüşürler (16, 18). Mikroorganizmaların bir araya gelerek değişik 

yüksekliklerde birikinti oluşturduğu mikrokoniler arasında besinlerin iletilmesi ve metabolik 

atıkların uzaklaştırılması gibi birçok hayati olayda dolaşım sistemi gibi görev yapan su 

kanalları bulunmaktadır (9, 15). Hücrelerin bu yapıya sahip olabilmesi için yaklaşık olarak 10 

gün ya da daha uzun bir süreye ihtiyaç vardır (14).  

1.1.2.5. Biyofilm Oluşturan Hücrelerin Koparak Ayrılması 

Bakteriyel biyofilm oluşumunun son aşamasıdır. Hücreler bu evrede planktonik (serbest) 

fazlarına geri dönerler (19). Akış gücünün artması, hücre içi enzimatik bozulmalar, EPS ya da 

yüzey bağlanma proteinlerin açığa çıkması gibi birtakım faktörler biyofilm hücrelerinin 

ayrılmasında önemli rol üstlenir (20). Ortamda besin maddelerindeki azalma da hücresel 

ayrılmaların önemli bir nedeni olabilmektedir (7). Bu ayrılma olayı dış kuvvetlerin etkisiyle 

gerçekleşeceği gibi, bakteriyel biyofilm aşamalarının bir parçası olarak tek bir hücrenin ya da 

çok sayıda hücrenin kopmasının bir sonucu da olabilir (15). 

1.1.3. Quorum Sensing 

Evrim sürecinde, bakteriler düşmanlarından korumak için bir duvar geliştirmişlerdir. Bu 

koruma, biyofilm gibi tanımlanan ve biyolojik olarak üretilen polimerler ile çevrelenmiş 

makro boyutta koloniler oluşturan bir yüzeye bağlı olarak gösterilen yaşam tarzı ile ilişkilidir. 

Biyofilm oluşumu, bakterilerin hayatta kalması için bir strateji olarak kabul edilir. Bu 

birliktelik, bakterilere çeşitli tepkilere karşı adaptasyon ve artan tolerans gibi bazı avantajlar 

sağlar. Ayrıca, biyofilm yapısı içindeki bakteriler, ‘‘Quorum Sensing’’ adı verilen özel bir 

yolla birbirleri ile iletişim kurabilirler. Bu iletişim için bakteriler kendi çevrelerine nüfuz 
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edebilen küçük sinyal molekülleri üretir ve özel bir reseptör proteinleri ile konsantrasyona 

bağlı etkileşim sağlarlar. Quorum sensing; virülans faktörleri, hareketliliği, koruma, biyofilm 

oluşumu/bakım vb ifade kontrolü gibi birçok hayati süreçlerle ilgilidir. Başka bir deyişle QS, 

bakteriler arasında popülasyon yoğunluğunu belirler (21).  

1.1.4.  Kitin ve Kitosan Tanımı  

 
Kitin, Yunan dilinde zırh anlamında kullanılan kiton kelimesinden türetilmiştir. İlk olarak 

1811 yılında mantarlarda keşfedilmiş daha sonra 1830’lu yıllarda böceklerden izole edilmiştir 

ve 1859 yılında ise C. Rouget kitosanı keşfetmiştir (22-26).  

Kitin yapısal olarak selüloza benzer olmasına rağmen, en çok inertliğinden dolayı selüloza 

göre kitine daha az önem verildi. Bu yüzden kullanılmayan bir kaynak olarak kaldı. Kitinin 

deasetilasyonu sonucu elde edilen kitosan ürünleri kısmen reaktif ve toz, macun, ince tabaka, 

lif gibi çok çeşitli formlarda üretilebilir (27).  

Kitin, selülozdan sonra yeryüzünde en çok bulunan ikinci polimer ve β(1→4) bağlı glikandır. 

2-asetamido-2-deoksi-β-D-glukoz (N-asetilglukozamin)’den oluşmuş, poli-[β(1→4)-2-

asetamido-2-deoksi-D-glukoz] olarak adlandırılan en bol polisakkaritlerden biridir (28).  

Karides, yengeç gibi kabuklu olup suda yaşayan canlıların ana bileşenidir. Böceklerin iskelet 

yapısında ve mantarların hücre duvarlarında bulunur. Dünyada ortalama yıllık kitin üretimi 

150x103 ton dolayında olduğu bildirilmektedir. Bu üretimin 32x103 tonu mantarlardan. 

56x103 tonu karidesten, 23x103 tonu istiridyelerden ve 39x103 tonu birtakım deniz 

kabuklularından karşılanmaktadır. Böcek kabuklarında ortalama %23,5 civarında kitin 

bulunurken, bu oran yengeç ve karideste sırasıyla %17 ile %32 civarları arasında değişim 

göstermektedir (29).   

Kitosan [β(1→4)-2-asetamido-2-deoksi-D-glukoz] kendine özgü bazik bir polisakkarittir ve 

genellikle bir homopolimer olarak ifade edilmektedir. Ancak, kitinin destilasyan işlemi 

nadiren tamamlanır. Çoğu ticari ve laboratuvar ürünleri N-asetilglukozamin (NAG) ve N-

glukozamin tekrar birimlerinin bir kopolimeri olma eğilimindedirler. Kitosanın hazırlanması 

ve iki tekrarlı birimlerinin oranı kullanılan kaynağa bağlıdır, ama glukozamin birimleri 

baskındır. Kitosan yapısal olarak selüloza benzerdir ve ikisi arasındaki tek fark, karbon-2 (C-

2) pozisyonunda selülozda ihtiva eden hidroksil (-OH) grubu yerine kitosanda amin (-NH2) 
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grubunun bulunmasıdır. Kitosanın β(1→4) anhidroglikozidik bağı selülozda da mevcut 

olmasına rağmen, bu karakteristik özellik selüloz tarafından kullanılmaz (30).  

 

Şekil 1.4. Kitin, kitosan ve selülozun kimyasal yapısı (31) 

1.1.5.   Kitosanın Kimyasal Özelliği 

 
Kitosan, bir amino grubunun yanısıra hem primer, hem de sekonder hidroksil grupları 

sırasıyla C-2, C-3, C-6 konumlarında olmak üzere toplam üç tane reaktif fonksiyonuna 

sahiptir (32). Bu grupların kimyasal modifikasyonları farklı uygulama alanlarında çok sayıda 

yararlı olan malzemeler sağlamaktadır (33).  

Deasetilasyon derecesi (DD), kitinden glukozamin monomer kalıntılarının oranıdır. Bu kitinin 

çözürlüğü ve çözelti özellikleri üzerinde dikkat çekici bir etkiye sahiptir. Genel olarak, kitin 

ve kitosan asetik asit gibi sulu seyreltik asitlerde çözünürlüklerine göre ayırt edilirler (34). 

Kitin, seyreltik asetik asit içinde çözünmez. Kitin belli bir derece üstünde (yaklaşık olarak 

%60 deasetilasyon) deasetilasyonlandığı zaman bir asit içinde çözünür hale gelir ki, bu da 

kitosan olarak atfedilir (35). DD’yi ölçmek için IR spektroskopisi (35-39), UV spektroskopisi 

(40), dairesel dikroizm (41), 1HNMR spektroskopisi, (42, 43), 13C katı hal NMR 

spektroskopisi (44), jel geçirgenlik kromatografisi (40), titrasyon yöntemleri (38, 44-
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47),martık salisilaldehit analizi (38), denge boya adsorpsiyonu  (48), element analizi, HPLC 

ile takip edilen asit bozulması (49), termal analiz (50) ve piroliz kütle spektrometrisi (51) gibi 

birçok yöntem kullanılmıştır. Molekül ağırlığı doğal ve sentetik polimerlerin kullanımları için 

çok önemli bir parametredir. Kitin ve kitosanın molekül ağırlığı, kullanılan kaynağa ve 

deasetilasyon koşullarına (sırasıyla; süre, sıcaklık ve NaOH’ın konsantrasyonu) bağlıdır. 

Kabuklu deniz hayvanlarının ihtiva ettiği kitinin deasetilasyonundan elde edilen kitosanın 

molekül ağırlığı 100,000 g/mol üzerinde olabilir. Sonuç olarak, tibbi alanlar gibi 

uygulamalarda kolaylık sağlaması için kimyasal metotlarla molekül ağırlının azaltılması 

gerekmektedir. Kitosanın molekül ağırlığı, ışık saçılım spektroskopisi  (52-54) jel geçirgenlik 

kromatografisi  (55-59) ve viskozimetri (48, 60-62) gibi çeşitli yöntemler ile belirlenebilir.   

1.1.6. Kitosanın Çözünürlüğü 

 
Kitosanın çözünürlüğü olgusu, kimyasal modifikasyon, film oluşturma veya lif oluşumu gibi 

durumlarda kullanılması açısından oldukça önemlidir. Kitin ve kitosanın çözünürlüğü ise; 

pH’ya bağımlıdır ve nötral saf suda mümkün değildir. Bu nedenden ötürü, kitinin organik 

çözücüler veya asidik pH’daki sulu çözeltileri ılımlı koşullar altında da mümkün 

olmamaktadır. Nedeni ise; kitinin molekül içi-dışı hidrojen bağlarına sahip olan yarı kristalik 

polimer yapısından kaynaklanmaktadır. Birçok çözücü bulunmasına rağmen, çoğu toksite, 

aşındırıcılık ve mutajenik özelliklerinden dolayı kullanışlı değildir. Kitine göre daha iyi 

çözülebilir formu olan kitosan, pH 6,5 değerinin altında kalan pH değerlerinde serbest haldeki 

amin gruplarının protonlanması ile kitosan,  seyreltik mineral çözeltileri veya organik asitler 

içinde kolayca çözülebilir. Bu protonasyon mekanizması sayesinde katyonik formuna bürünen 

kitosan birçok uygulama alanında kullanılır. Bu uygulama alanlarında asetik asit ve formik 

asit sıklıkla kullanılan çözücülerdir. Bu çalışmalara bağlı olarak kitin ve kitosan için çok 

sayıda çözücü literatürde bulunabilir (63). 
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Tablo 1.1. Kitosanın çeşitli organik asitler içinde çözünebilirlik durumu (64) 

 

Asitler 
Kitosan Konsantrasyonu 

%1 %5 %10 %50 >%50 
Asetik + + +   
Sitrik - + +   

Formik + + + + + 
Laktik + + +   
Malik + + +   
Maloik + + +   
Tartarik - - +   

(+) : çözünebilir, (-) : çözünemez 

Genel olarak, kitin ve kitosanın çözünürlüğü molekül ağırlığı arttıkça azalır. Kitin ve 

kitosanın 8 veya daha düşük polimerizasyonu sonucu oluşan oligomerleri, pH’ya bağlı 

olmaksızın suda çözünebilir (65). Suda çözünebilen kitin ancak, ya kitinin homojen 

deasetilasyonu (66) ya da kitosanın N-asetilasyonu ile hazırlanabilir (67, 68). 

Suda çözünürlüğü, heterojen reaksiyon yerine homojen reaksiyon yoluyla ve deasetilasyon 

derecesinin yaklaşık olarak 0,5 olduğunda elde edilebilir. Homojen reaksiyon ile N-asetil-D-

glukozamin ve D-glukozamin ünitelerinin gelişigüzel bir şekilde kopolimer ürünleri 

oluşurken, heterojen reaksiyonda bu iki birimin bir blok kopolimer ürünlerini meydana getirir. 

X-ışınları difraksiyon çalışmalarında, bu iki polimerin deasetilasyan dereceleri aynı olmasına 

rağmen, blok kopolimerin son derece kristalize olduğunu, buna karşın düzensiz kopolimerin 

neredeyse amorf olduğu ortaya çıkarıldı. Suda çözünürlüğü, rastgele asetil gruplarının 

dağılımı ve kitinin sıkı kristal yapısının tahrip olmasından dolayı geliştirilmiş hidrofilitesine 

dayandırılmıştır (66, 68). 

1.1.7. Kitosanın Kimyasal Aktivitesi 

 
Kitosan, her tekrarlayan birimdeki primer (C-6), sekonder (C-3) hidroksil grupları ile her 

deasetillenmiş birimi C-2 konumunda ki amino grupları olmak üzere üç reaktif gruba sahiptir. 

Bu reaktif gruplar kitosanın mekaniksel ve fiziksel özelliklerinin yanı sıra, sudaki 

çözünürlüğünü değiştirmek için kimyasal modifikasyonlara uğrayabilirler. Hidroksil grubunu 

içeren kitosanın, çözelti ortamında verdiği reaksiyon tipik esterleşme ve eterleşme 
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reaksiyonlarıdır. Kitosanın nükleofilik özellikte olan amino grubu ise, alkil halojenürler, asit 

klorürler, aldehitler veya ketonlar ile reaksiyona sokulmasıyla indirgeyici alkilasyon ve N-

alkilasyon, N-asilasyon gibi reaksiyonları verir. Seçimli O-sübstitüsyon reaksiyonu, reaksiyon 

süresince bir amino grubunun koruma altına alınması ile gerçekleştirilebilir. Kitosanın yapısı 

aynı zamanda, çapraz bağlanmalarlar ve bütünleştirme kopolimerizasyonu ile değiştirilebilir 

(69, 70). 

Tablo 1.2.  Kitosanın sahip olduğu bazı fiziksel özellikler (71) 

 

 
 

 
 

 

1.1.8. Kitosanın Üretimi 

Bazı mantar türlerinde sınırlı miktarlarda bulunmasından dolayı, kitosan, kitinin alkali 

ortamda deasetilasyonu ile ticari olarak elde edilir (69). Asetilasyonun amacı seyreltik asetik 

asit içinde kolayca çözülebilir kitosan üretmektir. Deasetilasyon, kitinin yapısında ihtiva eden 

N-asetil bağlarını hidrolize etmek için %40-50’lik sulu NaOH çözelti ile 100 oC’de veya daha 

yüksek sıcaklıklarda en az 30 dakika kadar etkileşimini kapsayan bir işlem olarak 

tanımlanabilir. Bu gibi heterojen işlem ile mükemmel bir deasetilasyon elde etmek zordur, 

ancak işlemi tekrarlayarak % 98'e varan asetilasyon değerlerine ulaşılabilir (72). Kitosanın toz 

şeklinin yerine jel forumunu alkali ortamda deasetilasyon işlemi ile %100’e yakın kitosan 

hazırlamışlardır. 

 

Şekil 1.5. Deasetilasyon işlemi (72) 

Özellik Değer 
Molekül ağırlığı 50-2000 kDa 
DD %40-100 
Viskozite < 2000 mPaS 
Su bağlama kapasitesi %450-1150 
Yağ bağlama kapasitesi %314-535 
Yığın yoğunluğu 0,06-0,39 g/cm3 
Renk Donuk sarı-beyaz 
Çözünürlük (suda) pH<6,5 



10 
 

 

Doğada kitin kaynağını en çok ihtiva eden yengeç (Dungeness yengeci), karides (Pasifik 

karidesi), ıstakoz ve kerevit kabuklarından kitosan, kolayca elde edilebilir. Denizcilik 

sektöründe, bu kaynakalardan elde edilen atıklar yıllık 1,2 milyon tondan fazladır fakat, 

kabuklu deniz canlıların yenilebilir kısımları ayırt edildikten sonra geriye kalan bu atıkların 

sadece %20’lik bir kısmı işlenebilmekte ve ürün olarak değerlendirilebilmektedir (73).  

 

Şekil 1.6. Geleneksel kitosan üretim şeması (73) 

 
Kitin ve kitosanın üretimi sonrasında büyük miktarlarda sıvı kimyasal atık meydana gelir. Bu 

nedenle geniş çapta kitosan üretimi için kitosanın istenilen özelliğinin korunmasına karşın 

deasetilasyon işleminin basitleştirilmesine gerek duyulmuştur (74). Kitosanın hazırlanmasında 

bu dezavantajların üstesinden gelmek için kitin deasetilazların kullanılmasıyla alternatif 

enzimatik yöntem keşfedilmiştir. Kitinin kitosana dönüşümü için kitin deasetilazların 

kullanımı, şu anda kullanılan kimyasal prosedürlerin aksine, yeni ve kontrollü, degrade 

olmayan bir süreç; üretimin sonucunda iyi tanımlanmış kitosan olasılığını sunar (75). Hirano, 
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kataliz enzim setleriyle kitin ve kitosan oligosakaritlerini hazırlamış ve kitin-N-deasetilaz 

enzimini kullanarak enzimatik dönüşüm ile kitinden kitosanı elde etmiştir (76).  

 

Şekil 1.7. Kitin ve kitosanın olisakkakaritleri ile kitosanın enzimatik olarak hazırlanması (76) 

 

1.1.9. Kitosanın Antimikrobiyal Özelliği 

Kitosanın su arıtma, petrol yayılımını giderme, ilaç dağıtımı, doku mühendisliği, yara 

iyileşmesi, gıda koruma, enzim immobilizasyonu gibi çeşitli alanlarda geniş bir yelpazede 

uygulamaları vardır. Kitosan geniş bir mikroorganizma aralığına karşı antimikrobiyal aktivite 

gösterir. Bu aktiviteyi açıklamak için önerilebilir çeşitli mekanizmalar vardır, bunlardan biri, 

bu antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili olan polimerin temel yapısı ve amin içeriğidir. Kitosan 

pozitif yüklü bir molekül ve antimikrobiyal etki hedefi olarak bakterin negatif yüklü hücre 

duvarı olup, membranın normal fonksiyonlarını bozar ve engel olur. Örneğin, hücre içi 

bileşenlerinin dışarıya sızmasını destekler ve aynı zamanda hücre içerisine besin taşınmasını 

inhibe eder (77-79).  

Kitosan tıp, ilaç, gıda, tarım ve tekstil gibi çeşitli alanlarda ve bir antimikrobiyal ajan olarak, 

uygulamaları bulunmaktadır. Kitosanın antimikrobiyal etkisi, sahip olduğu doğal polikatyonik 

özelliğinden dolayı atfedilmiş, çeşitli bakteri ve mantarlara karşı kitosanın etkinliğini gösteren 
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birçok çalışma bildirilmiştir. Kitosan bakterileri takiben, mantarlara ve deniz yosunlarına karşı 

daha da etkilidir. İlaç uygulamalarında bir antimikrobiyal madde olarak kitosandan etkili bir 

biçimde yararlanmak için, antimikrobiyal mekanizmasını ve antimikrobiyal aktivitesini 

etkileyen faktörleri bilmek önemlidir (80). 

1.1.9.1. Kitosanın Antimikrobiyal Aktivite Mekanizması 

 
Kitosanın antimikrobiyal aktivite mekanizması tam olarak kanıtlanamamış olmasına rağmen, 

çeşitli teoriler öngörülmüştür. En yaygın olarak önerilen mekanizma, kitosanın pozitif yüklü 

kısmı ile birçok mantar ve bakterinin hücre yüzeyindeki negatif yüklü kısımları arasında 

ortaya çıkan elektrostatik etkileşimdir. Bu etkileşim daha çok, hücrenin yüzeyini ve hücrenin 

geçirgenliğini değiştirerek elektrolitler, UV emici madde, proteinler, amino asitler, glikoz ve 

laktat dehidrojenaz gibi hücre içi bileşenlerinin dışarıya sızmasına neden olur. Sonuç olarak 

mikroorganizmaların normal metabolizmasını inhibe ederek bu hücrelerin ölümüne yol 

açmaktadır (74, 81-85). Literatürde önerilen diğer bir mekanizma ise, bazı mantar ve 

bakterilerin DNA ile kitosan arasındaki etkileşimden dolayı, mRNA ve protein sentezini 

inhibe etmesidir. Bu olayın meydana gelebilmesi, yani kitosanın mikroorganizmaların hücre 

içine nüfuz edebilmesi için yeterince düşük bir molekül ağırlığına sahip olması gerekmektedir 

(79, 86, 87).   

Yukarıda yapılan çalışmalar Tokura et al. (88)’un yaptıkları gözlemlerle çelişiyordu. Tokura 

et al. (88) ortalama molekül ağırlığının 2200 ve 9300 kDa arasında olan kitosanın 

antimikrobiyal etkisi üzerinde çalışma yapmışlardır. E. coli üzerinde yapılan çalışmada, 

molekül ağırlığı 2200 kDa olan kitosan bakterinin hücre duvarından içeri nüfuz edip 

bakterinin büyümesini hızlandırırken, molekül ağırlığı 9300 kDa olan kitosan ise, üremesi 

esnasısında bakterinin hücre duvarında yığılma göstererek mikroorganizmanın üremesini 

inhibe ettiğini tespit etmişlerdir. Kitosanın antimikrobiyal etkisinin, DNA transkripsiyonu 

inhibe etmesi yerine hücre duvarı boyunca besin girişini bloke ederek bakterilerin metabolik 

aktivitelerinin baskılanmasına bağlı olduğunu öne sürmüşlerdir.  

1.1.9.2. Kitosanın Antimikrobiyal Etkisini Etkileyen Faktörler 

 
Kitosanın antimikrobiyal aktivitesi molekül ağırlığı (83), deasetilasyonun derecesi, (86), pH 

(84), zincir uzunluğu (89), test edilen mikroorganizmanın suşu veya türünün tipi (90), sıcaklık 
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(84), katyonlar ve polianyonlar (74), kitosan konsantrasyonu 82), kitosanın türü (temel veya 

türevi), substrat ve/veya besin bileşimi ve çevre koşulları (91) gibi çeşitli faktörler tarafından 

etkilenir. 

1.1.9.2.1. Moleküler Ağırlığı (MW) 

 
Tanigawa et al. (89) D-glukozamin hidroklorürün (kitosan monomer) birtakım bakterilerin 

büyümesine karşı herhangi bir inhibisyon göstermediğini, oysa ki kitosanın etkili olduğunu 

rapor etmiştir. Kitosanın antimikrobiyal aktivitesinin sadece katyonik doğasından değil, aynı 

zamanda zincir uzunluğuyla ilişkili olduğu öne sürülmektedir. 

Hirano and Nagao (92) kitosanın polimerizasyon derecesinin (DP), çeşitli fitopatojenin 

büyüme inhibisyonu arasındaki ilişkiyi incelemişler ve çalışmalarında yüksek molekül 

ağırlıklı (HMW) kitosan (MW 400.000 kDa, DD 0.95), düşük molekül ağırlıklı (LMW) 

kitosan (MW ve DD: belirtilmemiş) ve kitosan oligomeri (DP 2-8) olmak üzere üç farklı 

kitosan kullanmışlardır. Kitosanın molekül ağırlığının artışına bağlı olarak, kitosanın 

büyümeyi inhibe ettiğini ve mantar sayısında azalma olduğunu gözlemlemişlerdir. Üremeye 

karşı LMW-kitosan ile güçlü, HMW-kitosan ile zayıf inhibisyon gözlendiğini belirtmişlerdir. 

Bu durum yüksek molekül ağırlıklı kitosanın, yüksek viskozitesinden dolayı test 

organizmasının HMW-kitosan ihtiva eden agar jel içinde yayılmasının zorluğu ile 

açıklanmıştır. 

Shimojoh et al. (90) kitosanın antimikrobiyal aktivitesinin, büyük ölçüde kitosanın moleküler 

ağırlığına bağlı olduğunu belirtmişlerdir. Bazı ağız bakterilerini, mürekkep balığından elde 

edilmiş kitinin (β-kitin) deasetilasyonu (DD 0,99) sonrasında dört farklı molekül ağırlıklarına 

sahip kitosanın aynı konsantrasyonlarında kullanarak, 1 dakika boyunca %1’lik laktat tampon 

(pH 5,8) içinde muamele etmişler ve 24 saat 37 oC’de inkübasyona bırakmışlardır. Molekül 

ağırlığı 220,000 kDa olan kitosanın bakterisidal aktivitesinin çok, molekül ağırlığı 10,000 kDa 

olan kitosanın bakterisidal aktivitesinin daha az olduğunu bulmuşlardır. Molekül ağırlığı 

70,000 kDa olan kitosanın antimikrobiyal aktivitesi, bazı bakteriler için 426,000 kDa molekül 

ağırlıklı kitosanın antimikrobiyal aktivitesinden daha iyi olduğunu fakat, diğerleri için 

etkinliğinin tersine döndüğünü belirtilmiştir. Bu bulgular ışığında, kitosanın antimikrobiyal 

aktivitesinin hedeflenen mikroorganizmalara bağlı olarak değişim gösterdiği öne sürülmüştür. 
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Yalpani et al. (93) kitosanın (orta ve yüksek molekül ağırlıklı) Bacillus circulans’a karşı kito-

oligosakkaritlerden (DP 2-30) daha yüksek antimikrobiyal aktivite gösterdiğini, E.coli’ye 

karşı ise kito-oligosakkaritlerin kitosana göre daha az antimikrobiyal etki gösterdiğini rapor 

etmişlerdir.  

Birçok araştırmacı, kitosanın E.coli’ye karşı antimikrobiyal aktivitesini araştırmıştır (94). 

Hwang et al. (83) kitosanın molekül ağırlığının 10,000-170,000 kDa aralığında yaptıkları 

araştırmadan, yaklaşık 30,000 kDa molekül ağırlığındaki kitosanın E.coli üzerinde daha 

yüksek bakterisidal etki gösterdiği sonucuna varmışlardır. Bazı araştırmacılar kitosanın 

molekül ağırlığının, mikroorganizmaların inhibisyonu için kritik önem taşığını öngörmüşler 

ve daha iyi antimikrobiyal aktivite için kitosanın molekül ağırlığının 10,000 kDa’dan daha 

yüksek olması gerektiğini ifade etmişlerdir (95).  

1.1.9.2.2. Deasetilasyon Derecesi (DD) 

 
Kitosanın antimikrobiyal aktivitesi, kitosanın DD ile doğru orantılıdır (96). DD’de artış, 

kitosan üzerindeki amino gruplarının sayısında da artma anlamına gelir. Bunun sonucunda, 

kitosanın tamamen suda çözünmesi ve asidik şartlar altından protonlanan amino gruplarının 

sayısının artmasından ötürü kitosan ile mikroorgaznizmaların negatif yüklü hücre duvarları 

arasında bir etileşim olasılığının artmasına neden olur (97).  

1.1.9.2.3. Ph 

 
Kitosanın antimikrobiyal aktivitesi büyük oranda pH’dan etkilenir (86). Tsai and Su (84) 

kitosanın (DD 0,98) E.coli'ye karşı antimikrobiyal etkisini pH 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0 gibi 

farklı pH değerlerinde incelemişler, buna bağlı olarak pH değeri arttıkça aktivitenin azaldığını 

ve kitosanın pH 9.0’da antimikrobiyal etkisinin çok az olduğunu, en yüksek aktiviteyi ise pH 

5.0 değerinde olduğunu gözlemlemişlerdir (Şekil 1.5). Bazı araştırmacılar kitosanın pH 7.0 

değerinde suda düşük çözünürlüğünden ve amino gruplarının deprotonasyonundan dolayı, pH 

7.0’da kitosanın antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadığını bildirmişlerdir. Bu bulgular 

kitosanın antimikrobiyal aktivitesi onun doğal katyonik yapısından ileri geldiği öne 

sürülmektedir (37, 44). 
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Şekil 1.8. E.coli'ye karşı kitosanın antimikrobiyal aktivite üzerindeki pH etkisi (▼ ve  , pH 

9.0;   ve  , pH 8.0; ▲ ve ∆, pH 7.0; ■ ve □, pH 6.0; ● ve ○, pH 5.0) (42) 

1.1.9.2.4. Sıcaklık 

 
Tsai and Su (42) E.coli'ye karşı kitosanın antimikrobiyal aktivitesi üzerindeki sıcaklığın 

etkisini incelemişler ve 150 ppm kitosan ihtiva eden fosfat tamponu (pH 6.0) içindeki hücre 

süspansiyonları, farklı zaman aralıklarında 4, 15, 25 ve 37oC’de inkübe edilmiş ve hayatta 

kalan hücrelerin sayımını yapmışlardır. Bu bulgular sonucunda antibakteriyel aktivitenin 

sıcaklık ile doğru orantılı olduğu bulunmuştur. 25oC’de 5 saat içinde ve 37oC’de 1 saat içinde 

E.coli hücrelerinin tamamen öldüğünü saptamışlardır. Bununla birlikte düşük sıcaklıklarda (4 

oC ve 15oC) ilk 5 saat içinde E.coli’nin sayısında azalma olmasına rağmen daha sonra bu 

sayının sabitleştiği belirtilmiştir. Araştırmacılar, düşük sıcaklıklarda hücreler ve kitosan 

arasında etkileşim oranında azalmasının bir sonucu olarak antimikrobik aktivitenin düşmesine 

neden olduğu sonucuna varmışlardır. 

 
 

1.1.9.2.5. Katyonlar ve Polianyonlar 

 
Young and Kauss (39) kitosanın, plazma membran ve/veya Glycine max hücreleri üzerinde 

bulununan Ca+2 iyonlarının serbest hale getirdiğini ve bu da hücre zarının bütünlüğünü 
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bozduğunu, ayrıca hücre içi elektrolitlerin hücre dışına sızmasına neden olduğunu 

belirtmişlerdir. Hücre zarının yapısındaki protein bileşenleriyle veya fosfolipitlerle kitosan 

(polikatyonik) arasında çapraz bağlanma göstermesiden dolayı zar geçirgenliğinin etkilendiği 

öne sürülmüştür. Kitosan buna ek olarak, hücre içi maddelerin hücre dışına sızmasına; 

dolayısıyla, hücrenin ölümüne neden olur. 

Young et al. (32) G.max’daki UV emici maddenin hücre dışına sızması kitosan kaynaklı 

olduğunu ve Ba+2>Ca+2>Sr+2>Mg+2>Na+>K+ iyonların etkinliği sırasına göre divalan 

katyonların bu sızıntıyı daha güçlü inhibe ettiğini gözlemlemişlerdir. Dengeleyici 

komplekslerden oluşmuş hücre zarı yüzeyinden salınan Ca+2 iyonlarıyla katyonların 

yerdeğiştirmesi sonucu kitosan kaynaklı sızıntının azaldığı varsayılmıştır.  

Tsai and Su (42) MgCI2, BaCI2 ve CaCl2 gibi toprak alkali metalleri ihtiva eden tuzların 

ilavesiyle E.coli’ye karşı kitosanın bakterisidal etkisinin azaldığını belirtmişlerdir. İyonların 

etkinliklerinin sırası Ba+2>Ca+2>Mg+2 şeklindedir. Bunun sonucu olarak yazarlar; kitosan ile 

katyonlar arasında kompleks oluşturduğunu önermişlerdir. Young et al (32) varsayımının 

aksine kitosanın, mevcut amino gruplarının indirgenmesiyle baktersidal etkiye neden olduğu 

ileri sürülmüştür. 

Kaytonlar tarafından kitosan kaynaklı sızıntısının azaltılmasına ek olarak, bu sızıntı ayrıca Na 

poligalakturonat ve Na poli-L-aspartat polianyonların ilave edilmesi ile azaltıldığı 

belirlenmiştir (32). Kitosanın amino ve karboksil polianyon gruplarının eşit sayıda olduğunda 

elektrolitlerin sızmasının tamamen önlendiği gözlenmiştir. Kitosanın polikatyonik-poliiyon 

komplekslerinin oluşumu sonucu çökelti oluşmasından dolayı sızıntının önlenmesi bu duruma 

bağlı olarak açıklanmıştır. Bununla birlikte, monomerik galakturonat ile aspartatın, sızma ve 

kitosanın çökelmesi üzerinde herhangi bir etkisinin olmadığı gözlenmiştir (97). 

1.1.10. Kitosanın Kullanım Alanları 

 
Kitosan günümüzde tıp, gıda, ziraat, kozmetik, eczacılık, atık su arıtma ve tekstil sektörü gibi 

birçok alanda kullanılabilmektedir. Ülkemizde kitosanın kullanımını diğer ülkelere göre 

kıyaslandığında, ülkemizdeki kullanım oranının çok düşük olduğu görülmektedir. Tekstil 

sektöründe, ürünlere antimikrobiyal özellik kazandırması, yünlü kumaşlara çekmezlik 

kazandırması, reaktif boyamada tuz miktarının azaltılması, asit boyar maddeler ile pamuğa 

boyanabilirlik kazandırma, antistatik özellik kazandırma, deodorant maddesi olarak kullanım 

gibi birçok amaç için kullanılmaktadır. Ayrıca, kitosan ile diğer liflerin karışımından üretilen 
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Crabyon (kitosan ve viskon karışımı, TEC SERVICE), chitopoly (kitosan ve polinozik lif 

karışımı, Fuji) gibi çeşitli antimikrobiyal lifler de bulunmaktadır (98).  

Medikal tekstiller alanında kitosanın kullanımı oldukça yaygındır. Japonya başta olmak üzere 

1960’ların ortalarından beri pek çok Asya ülkelerinde bu konuda çalışmalar yapılmaktadır. 

Özellikle doku bütünlüğünün sağlanması amacıyla yara tedavisi için kitosan yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Bunun yanı sıra, yapay kan damarları, medikal yapay deri, cerrahi dikiş 

iplikleri, kontakt lens yapımı, kontrollü ilaç salınımı, sargı bezi, yara bandı, tümör inhibitörü, 

kolestrol kontrolü (yağ bağlayıcı), antibakteriyel, antifungal ve hemostatik etki göstermesi gibi 

birçok amaç için kullanılmaktadır (99).  

Berger et al. (100) kitosan hidrojellerinin biyomedikal alanda kullanılabilirliği açışından 

araştırmalar yapmıştır. Hidrojel yapımında çapraz bağlayıcılar, glioksal ve glutaraldehit en 

yaygın olarak kullanılan maddelerdir. Glutaraldehit, kitosanın amin gruplarına imin grubu 

üzerinden bağlanıp, oluşan bu tip dialdehitler herhangi bir şekilde aditif olmadan direkt olarak 

reaksiyon gerçekleştirebilme özelliğini gösterirler. Çapraz bağlayıcı olarak dietil squarat, 

genipin veya oksalik asitin kullanılabileceği belirtilmektedir. İmplantlar ve bandaj yapımında 

kovalent bağlı hidrojeller kullanılabilirken, özellikle ilaç salınım sistemlerinde iyonik bağlı 

hidrojeller kullanılmaktadır. Toksik özellikte olmaması, çevreye zarar vermeden biyolojik 

olarak parçalanabilir özellikte olması ve yapılan in-vivo testler ile vücut içerisinde zararsız 

ürünlere (amino şekerler) parçalanmasına bağlı kitosanın herhangi bir zararlı etkisi 

bulunmaktadır. 
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Şekil 1.9. Kitosanın hidrojel yapıları (kovalent bağ, + pozitif yüklü kitosan, kitosan, ilave 

polimer, iyonik çapraz bağlayıcı, iyonik etkileşim) (100) 

  

 
Yara iyileşmesini hızlandırmada kitosanın oldukça etkin role sahip olduğu gösterilmiştir. Bu 

özelliğinden dolayı başta diyabet hastaları olmak üzere vücuttaki yaraların çabuk iyileşmesi 

bakımında hastalar için umut verici tedavi oluşturmaktadır. Kitosanın yara tedavilerinde etkin 

rol almasının nedeni negatif yüklü heparin ile pozitif yüklü kitosan arasında polielektrolit 

kompleks oluşumuna dayanmaktadır. Heparin, antikoagülan bir polisakkarit olup oluşan bu 

kompleks ve beraberinde hücre büyüme faktörlerinde artmasıyla doku gelişimi desteklenmiş 

olmaktadır. Bazı araştırmacılar tavşanların yaralı sırtlarına suda çözünebilen kitosanı 

uygulamışlar ve yaranın hızlı bir şekilde iyileştiğini gözlemlemişlerdir (101).   

Kitosan ile elde edilen bandajlar son yıllarda önem kazanmış ve bu bandajlar özellikle Irak 

savaşında yaralı askerler üzerinde uygulanmıştır. Z. Media firması tarafından üretilen bu 

bandajlar sayesinde yaralı birçok askerin yaralarının hızla iyileştiği ve çoğu askerin yaşamını 

kurtardığı belirtilmiştir. Kitosan kaynaklı bu bandaj ürünleri, kanamayı durdurma hızının 

yaklaşık 60 ml/dk olduğu ve karides, yengeç gibi deniz canlılarına karşı alerjik reaksiyonları 
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olan askerler üzerinde uygulanmasına rağmen herhangi bir yan etki yaratmadığı literatürde 

ifade edilmiştir (102).  

Muzzarelli et al. (103) kitosan türevi olan 5-metilpirolidinonu elde etmiş ve yara üzerinde 

uygulandığında lizozim enzimi etkisiyle oligomer yapıya dönüştüğünü tespit etmişlerdir. 

Kitinle yapılan ilk çalışmaların akabinde Beschitin® (Unitika) adlı kitin kaynaklı ve dokuma 

olmadan üretilmiş yara sargısı Japonya’da kullanıma sunulmuştur. 

Film oluşturabilme özelliğinden ötürü kitosan, yapay böbrek zarı yapımında da 

kullanılmaktadır. Buna istinaden, suda çözünebilen polimerler ile ve aşı polimerizasyonu ile 

modifiye edilebilmektedir. Bu membranlar kitosan/PVA karışımıdır. Miya et al. (104) 

PVA’nın kitosan ile oldukça homojen bir karışım oluşturduğu ve karışımın kopma direncinin 

her bir bileşenden daha yüksek olduğu belirtilmiştir. Kitosan ile modifiye edilmiş 

membranlarda, geçirgenlik ve uyumluluk yönünden oldukça iyi sonuçlara rastlanmıştır.  

İlaçların kontrollü bir şekilde salınımı önemlidir. Kitosanın biyolojik açıdan uyum göstermesi, 

birçok ilaç formasyonunda matriks olarak kullanılmasına neden olmuştur ve çeşitli ilaçlar 

kitosan matriksi içerisine (film, mikrokapsül, kaplanmış tablet vb.) yerleştirilmiştir. Kitosanın 

ihtiva ettiği serbest amino grubu kitosanın, katyonik özellik kazanmasından ötürü negatif 

yüklü ilaçlarla, polimerlerle ve biyoaktif moleküllerle etkileşimini sağlamaktadır. İlaç salınım 

sistemlerinde kullanılmasını sağlayan en büyük avantajı, jel oluşturabilmesi ve kopolimer gibi 

çok çeşitli formlarda bulunabilmesidir. Antasit ve antiülser aktivite göstermesinden dolayı 

midenin tahriş olmasını engellemesi kitosanı ideal bir materyal haline getirmektedir 

(105,106).  

Kitosanın fonksiyonel grupları ile kalsiyum kaynaklı materyaller ile kompozit oluşturabilme 

yeteneğinden dolayı ortopedik ve periodontal uygulamalarda da kullanılmaktadır. Bu sayede 

oluşturulan polimer matriks-kalsiyum kaynaklı bileşik sistemlerinin, sert dokunun yerine 

kullanılabilmesi yönünden birçok araştırma yapılmaktadır. Polimerin hidroksiapatit ile 

kombinasyonunun matriksi emildikçe implatta kemiksi yapının gelişimini sağlaması, bu tip 

kompozitlerin avantajları arasında sayılmaktadır. Kemik protezlerinde kalsiyum-kitosan esaslı 

kombinasyonu ile kaplanıp vücuda implante edildiğinde kemik hücrelerinin güçlendirilmesine 

neden olduğu belirtilmiştir. Bu sayede polimer matrikse bağlanan kalsiyum bileşiklerinin 

migrasyonu da önlemiş olduğu ifade edilmektedir. Bu yapının diğer bir kullanımı ise direkt 

sert veya kemik doku ile yer değiştirmesi şeklindedir. Ayrıca, kemiklerin zamanla aşınması 
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sonucu oluşan boşlukları doldurarak kemik bütünlüğünün korunmasını da sağlamaktadır 

(105). 

Özetle kitosanın, bahsedilen tüm bu özelliklerinin yanı sıra antimikrobiyal aktivitesi, 

biyouyumluluğu, diğer materyallerle kompozit oluşturabilmesi, hücresel tutunmaya ve 

çoğalmaya olanak sağlaması gibi sahip olduğu özellikleri sayesinde çeşitli alanlarda 

kullanımına başvurulmuştur. Kitosan, kullanılacağı yere/dokuya göre mekanik özellikleri 

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

2.1.  Coverslip Üzerinde E.coli Biyofilminin Oluşumu ve Oluşan Biyofilmin Kitosan 
Duyarlılığının SEM ile Görüntülenmesi 

 
Steril coverslip sistemindeki kuyucuklara FBS ilave edilip +4°C’de bir gece bekletildi. Daha 

sonra FBS ortamdan uzaklaştırılıp, kuyucuklar PBS ile yıkandı. Yıkama işleminden sonra 

kuyucuklara, NB besiyerinde 37ºC’de 24 saat inkübasyon sonucunda aktif haldeki E.coli 

örneğinin yoğunluğu McFarland 0,5’e (kobx108/mL) ayarlanan örnekten kuyucukların 

alabileceği kadar ilave edildi ve 37ºC’de 90 dk inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında 

kuyucuklara steril edilen taze NB besiyerinden eklendi ve üzerine MİK testinde belirlenen 

kitosan konsantrasyonundan ilave edildi. Pozitif kontrol olarak bir kuyucuğa kitosan 

içermeyen sıvı besiyerine yoğunluğu ayarlanan E.coli kültürü ilave edildi. Daha sonra örnekler 

8 ve 24 saat süreyle 37ºC’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonucunda örnekler üç defa 

PBS ile yıkandıktan sonra kuyucuklara % 2,5’lik glutaraldehit ilave edilerek +4°C’de 

bekletildi (107). Numuneler elektron mikroskobu incelemesi için düzenli bir yöntem 

kullanılarak hazırlandı ve taramalı elektron mikroskobu altında görüntülendi. 

SEM analizi için E.coli suşu, kontrol grubu olarak kullanılan NB besiyeri ve kitosan ile 8 ve 

24 saat inkübe edildikten sonra, farklı sürelerde oluşan biyofilmlerin arasındaki yapısal 

farklılık SEM ile görüntülendi (Şekil 2.1, Şekil 2.2, Şekil 2.3 ve Şekil 2.4). E.coli bakterisinin 

kontrol biyofilmleri yoğun bir ağ tabakası ve ekzopolimerik matriks sergilerken 8 ve 24 

saatlik kitosan ilaveli biyofilmlerde ağ yapısı ve ekzopolimerik matriksin gözle görülür bir 

biçimde dağıldığı dikkat çekmiştir. 
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Şekil 2.1. NB besi ortamında 8 saat kültüre edilen E.coli biyofilmi (kontrol) 

 
 

 

Şekil 2.2. %0,125 kitosan içeren NB besi ortamında 8 saat kültüre edilen E.coli biyofilmi 
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Şekil 2.3. NB besi ortamında 24 saat kültüre edilen E.coli biyofilmi (kontrol) 

 
 

 

Şekil 2.4. % 0,125 kitosan içeren NB besi ortamında 24 saat kültüre edilen E.coli biyofilmi 
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3.TARTIŞMA VE SONUÇ 

 
E. coli insanın sindirim kanalından izole edilen baskın fakültatif ve insanda özellikle idrar 

yolu, karın zarı ve kan ile ilgili ekstra intestinal enfeksiyonlara neden olan enterik 

mikroorganizmadır (108).  E. coli biyofilmi, hücre dışı polimerik maddelerin (EPS) bir 

matriks içine gömülü bakteri kolonisinden oluşup mikroorganizmaları, olumsuz çevre 

koşullarından korur ve enfeksiyonlara sebep olur. Rekürren idrar yolu enfeksiyonları için 

önemli etkeni olmasının yanı sıra E. coli biyofilmi, aynı zamanda tıbbi araç ilişkili kalıcı 

enfeksiyonlardan sorumludur. Biyofilmin yapısal bileşimlerindeki çeşitlilik, biyofilm 

tabakasının ortadan kaldırılmasında engelleyici ve antibiyotik direncinin gelişmesine bağlı 

olarak karmaşıklık kazanır. Geleneksel olarak kullanılan antimikrobiyal ajanlar, kısıtlanmış 

hücresel hedef aralığına ve biyofilmler üzerinde sınırlı etkinliğe sahiptir (109). 

 

Kitosan kanıtlanmış antimikrobiyal aktiviteye sahip çok yönlü bir malzemedir. İyonik yüzey 

etkileşimi sonucu hücre duvarından içeriye sızması, mikroorganizmaların çekirdeğine 

kitosanın penetrasyon yolu ile mRNA ve protein sentezinin engellenmesi ve mikrobiyal 

büyüme için gerekli besin maddelerinin baskılanmasını provoke etmesi ve metalleri 

kenetlemesi, dış bariyer oluşturması gibi antibakteriyel mekanizmaları olduğu ileri 

sürülmüştür. Tüm etkinliklerin aynı anda, fakat farklı yoğunluklarda meydana gelmesi 

muhtemeldir. Molekül ağırlığı (MW) ve asetilasyon derecesi (DA) de bu aktivitesinin 

belirlenmesinde önemli bir faktördür. Genelde düşük MW ve DD, mikroorganizmanın 

büyümesini ve çoğalmasını azaltmada oldukça etkindir. Kitosanın suda çözünebilir türevleri, 

ana zincire CH3’ün kimyasal olarak katılmasıyla elde edilerek geniş bir pH aralığında kitosan 

uygulanabilirliğini arttırmakta ve aynı zamanda imkanların geniş bir yelpazede geliştirilmesi 

ile antimikrobial etkinliği iyileştirilebilmektedir (110).  

SEM çalışması ile, kontrol ve kitosan (% 0,125) ilaveli E. coli biyofilmleri (8 ve 24 saat) 

arasındaki yapısal farklılık görüntülenmiştir. Kitosan ilaveli her iki biyofilm fazında 

ekzopolimerik matriksin kayda değer bir şekilde dağılmış olduğu tespit edilmiştir. Çalışma, 

kitosan ile muamele edilmiş biyofilmlerin muamele edilmeyen biyofilmlerle (kontrol) 

mukayese edildiğinde biyofilmin her iki oluşum fazınında da daha yavaş bir gelişim 

gösterdiğini ortaya çıkarmıştır (Şekil 2.1, Şekil 2.2, Şekil 2.3 ve Şekil 2.4).  

Costa et al. (111) Streptococcus mutans biyofilm oluşumu üzerinde kitosanın etkisini 

araştırmışlar ve biyofilm oluşumunu inhibe ettiğini ve olgun biyofilm yapıları üzerinde kayda 
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değer bir azalma (% 94) olduğunu bildirmişlerdir. Pu et al. (107) kitosanın C. albicans 

biyofilmleri üzerine etkisini araştırmak için SEM analizlerini kullanmışlardır. Sonuçta 

kitosanın doza bağlı olarak hem planktonik hücreler üzerinde, hem de C. albicans biyofilmleri 

üzerinde önemli derecede inhibitör etkiye sahip olduğunu rapor etmişlerdir. Ayrıca SEM 

analizleri ile kitosanla muamele edilmiş grubun biyofilm oluşumu üzerindeki morfolojik 

defekt görüntülenmiştir. Karthick Raja Namasivayam and Allen Roy  (112), serbest ve 

kitosanla kaplı dört farklı tıbbi bitki ekstraktını E. coli biyofilmi üzerinde çalışmışlardır. 

Polimerle kaplı ekstraktların biyofilm inhibisyon gücünün daha yüksek olduğunu 

bildirmişlerdir. Bu araştırma sonuçları, bizim elde ettiğimiz verileri desteklemektedir. 

Sonuç olarak, bu veriler kitosanın, idrar yolu, tıbbi araç ilişkili kalıcı enfenksiyonları, rahim 

enfenksiyonu gibi durumların meydana gelmesinde önemli etkeni olan E. coli biyofilm 

hastalıkları üzerinde uygulanabilecek bir antimikrobiyal ajan olduğunu göstermektedir. Ancak 

çalışılan kitosanın E. coli’ye karşı potansiyel bir antibiyofilm ajan olabilirliği daha ileri in vivo 

çalışmalara ihtiyaç göstermektedir. 
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