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OZET

Bu c¢alismada poli  N-(2-Hidroksipropil)metakrilamid)(HPMA)  polimerine
antimikrobiyal bir ajan olan kitosan eklenerek yeni bir polimer elde edilmistir. FT-IR,
TGA ve SEM analizleri Kitosan-graft-poli(N-(2-Hidroksipropil)metakrilamid) (HPMA)
polimerinin basarili bir sekilde sentezlendigini ve istenen Ozelliklere sahip oldugunu
gostermistir. Kitosan-graft-poli(N-(2-Hidroksipropil)metakrilamid) (HPMA) polimerinin
%2’lik asetik asit solisyonu (K+HPMA+A) baliklarda bulunan gida kaynakli patojenlerin
(Klepsiella pneumoniae klinik izolati, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212) gelisimi lizerinde disk difiizyon
ve mikrodiliisyon broth yontemi olan antibakteriyel duyarliklik testleri ile antimikrobiyal
etkisi incelenmistir. Bu amagla kitosanin %2 lik asit ¢ozeltisi ile (K+A) , kitosanin safsu
ile (K+S), kitosan igerikli HPMA’ nin %2 lik asetik asit ¢ozeltisi (K+tHPMA+A) ile
muamele edilmesi sonucu; gr (-) ve gram (+) bakteriler {izerinde HPMA+A ve K+A  nin
yiiksek konsantrasyonu (300uL: 8,85 mg) daha yiliksek diizeyde antimikrobiyal etki
gosteritken K+HPMA+A’ nin disiik konsantrasyonu ise (300uL: 4,425 mg) E. coli
disindaki tiim bakterilerde daha diisiik inhibisyon zonu gostermistir. Antibakteriyel etki
tizerinde belirleyici olan minimal inhibisyon testi yapildiginda; K+A’nin bakteriler
tizerinde Mik degeril5,62 pl, K+HPMA+A’nin ise Mik degeri 31,85 pL dir. Standart
antibiyotik ile kiyaslandiginda; gram (+) bakteriler iizerinde ayn1 antimikrobiyal 6zellikte,
gram(-) bakteriler tizerinde ise daha etkili antimikrobiyal 6zellik tasidig1 saptanmustir.

Calisma bulgularimiz, uygun dozlarda (300-31,85 uL) kitosan iceren K+ HPMA+A
¢ozeltisinin, insan ve toplum sagliginin iyilestirilmesine yonelik tedaviyi desteklemede
onemli bir Ozellik olan bakteri iliremesini durduracak bakterisidal Ozelliklere sahip
oldugunu gdstermektedir. Ayrica konuyla ilgili gida giivenliginin arttirilmasima yonelik
yapilan ¢alismalara da katki saglamaktadir.

Anahtar kelimeler: N-2-Hidroksipropil metakrilamid (HPMA), kitosan, Kitosan-graft-

poli(N-(2-Hidroksipropil)metakrilamid)(HPMA), patojen, uygun
dozaj.

VIl



ABSTRACT

The Investigation of Antimicrobial Properties on Some Aquatic Products-Borne
Pathogensof A Chitosan-Containing Polymer

In this study, a new polymer was obtained by adding chitosan, an antimicrobial
agent, to poly N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamide)(HPMA) polymer. FT-IR, TGA and
SEM analyzes showed that Chitosan-graft-poly(N-(2-
Hydroxypropyl)methacrylamide)(HPMA) polymer was successfully synthesized and had
the desired properties. 2% acetic acid solution (K+HPMA+A) of chitosan-graft-poly(N-(2-
Hydroxypropyl)methacrylamide)(HPMA) polymer was used to kill foodborne pathogens
found in fish (Klebsiella pneumoniae clinical isolate, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212) on the
development of disc diffusion and Its effectiveness was examined with antibacterial
susceptibility tests, which is the microdilution broth method. For this purpose, as a result of
treating chitosan with 2% acid solution (K+A), chitosan with pure water (K+S) and
chitosan-graft-poly(N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamide)(HPMA) with 2% acetic acid
solution (K+HPMA+A); While the high concentration of K+tHPMA+A and K+A (300uL:
8.85 mg) have a higher antimicrobial effect on gram (-) and gram (+) bacteria, the lower
concentration of K+tHPMA+A (300uL: 4.425 mg) showed a lower inhibition zone in all
bacteria except on E. coli. When the minimal inhibition test, which is decisive for the
antibacterial effect, is examined, the Mic value of K+A on bacteria is 15.62 puL and the
Mic value of K+HPMA+A is 31.85 uL. Compared to standard antibiotics; It has been
determined that it has the same antimicrobial properties on gram (+) bacteria and more
effective antimicrobial properties on gram (-) bacteria.

Our study findings show that K+HPMA+A solution containing chitosan in
appropriate doses (300-31.85 uL) has bactericidal properties that will stop the growth of
bacteria, which is an important feature in supporting treatment for improving human and
public health. In addition, it contributes to the studies carried out to increase food safety on
the subject.

Key words: N-2-Hydroxypropyl methacrylamide (HPMA), chitosan, Chitosan-graft-
poly(N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamide)(HPMA), pathogen, appropriate
dosage



1. GIRIS

Bilim insanlan viriisler, bakteriler, mantarlar, protozoalar ve helmintler dahil olmak
lizere insanlar1 etkileyen toplam ~1400 bilinen patojen tiirii oldugunu tahmin etmektedir.
Bunlar, Diinya'daki mikrop sayisinin %1'inden daha azini temsil etmesine ragmen, bu
patojenler yilda ortalama 16 milyon 6liime katkida bulunmaktadir ve bu dliimlerin ¢ogu
Onlenebilir. Bulasict mikroplarin kontrolsiiz biiylimesi yalnizca erken oliimlere neden
olmakla kalmaz, ayn1 zamanda 2019'da COVID-19 salgiminda goriildiigii gibi toplumlari
ve ekonomileri de durma noktasimna getirebilir. Bu nedenle, Louis Pasteur ve Robert
Koch'un 6ncii kesiflerinden bu yana arastirmacilar ve genel olarak saglik sistemleri, bu
bulasici mikroplarin neden oldugu hastaliklar icin tedaviler gelistirmistir. Antibiyotikler,
bakterileri Oldiirerek veya biiylimelerini engelleyerek bakteriyel enfeksiyonlart olan
insanlar1 ve hayvanlari tedavi etmek i¢in kullanilan ilaglardir. Antibiyotikler, birgok zararli
bakteri tiiriinii 6ldiirmede etkilidir, ancak bazi dezavantajlar1 dikkate almmahdir. Ik
olarak, antibiyotikler bakterilere kars1 etkili ¢ézlimler olsa da, viriislere kars1 o kadar etkili
degildirler. Ikinci olarak, belirli bakteriler her ii¢ antimikrobiyal ila¢ kategorisinden en az
birine kars1 direncli hale gelmistir ve bu durum genellikle hastalarin dis semptomlar azalir
azalmaz antibiyotik tedavilerini sonlandirmalarindan veya saglik hizmeti saglayicilarinin
asirt antibiyotik recete etmelerinden kaynaklanir . Ug antimikrobiyal ilag¢ kategorisi,
aktivite spektrumlar1 dar, genis veya genis spektrumlu ajanlar olarak siniflandirilmalarina
gore tanmimlanir. Penisilin G gibi dar spektruma giren antibiyotikler, Gram pozitif bakteriler
tizerinde daha etkilidir; buna karsin tetrasiklinler ve kloramfenikol gibi genis spektrumlu
olarak smiflandirilan antibiyotikler Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler iizerinde
etkilidir. Genis spektrumlu bir antibiyotik, kimyasal modifikasyon nedeniyle genellikle
Gram negatif olarak siiflandirilan ek bakteri tiirlerini etkileyen bir antibiyotiktir (Alkarri
ve ark., 2024).

Antimikrobiyal polimerler, mikroorganizmalar1 Oldiiren veya g¢ogalmalarin1 ve
bliylimelerini durduran madde(ler) igerir. Antimikrobiyal polimer maddeleri (i)
mikroplarin yapismasint dnlemek ve/veya (ii) mikroplar1 dldiiren islevsel gruplara sahip
olmak veya (iii) mikroplar1 yok eden nano katki maddeleri icermek {izere tasarlanabilir. Bu
tasarlanmis yontemlerin belirli avantajlar1 vardir. Ilk olarak, ilk etapta bir enfeksiyonun
ortaya ¢ikmasmi dnlemek igin uygulanabilen 6nleyici bir ¢dziim saglarlar. Ikinci olarak,

polimer igeren kisimlar patojenler tarafindan alt edilemeyen c¢oklu antimikrobiyal



mekanizmalarla birlestirilebilir. Ikinci olarak, antibiyotiklerin aksine, bu polimerler
mikroplarmn direng gelistirme potansiyelini diisiiriir. Ugiinciisii, bu polimerler viriislere ve
bakterilere karsi etkili olan katki maddeleri ile birlestirilebilir. Bir kez gelistirildikten
sonra, bu antimikrobiyal polimerler daha genis uygulamalara kolayca uyarlanabilir. Bunlar,
calisma ylizeylerini ve tibbi aletleri mikrobiyal biiyiimeye karsi korumak i¢in bir kaplama
olarak uygulanabilir veya eritilerek birlestirilebilir ve elle tutulan ve mikroplarin birikme
noktalar1 olan kapi kollari, tus takimlari, aligveris arabasi kulplar1 vb. gibi nesnelere
kaliplanabilir. Antimikrobiyal oOzelliklere sahip plastikler, tiiketilebilir dezenfektanlarin
yerini alabilir veya bulagict mikroplara kars1 savasta ek bir savunma olabilir (Alkarri ve
ark. 2024).

Antimikrobiyal polimerler, polimerik biyositler olarak da bilinirler. Bakteri ve
mantar gibi mikroorganizmalarda biiyiimede engel teskil eden bir malzemedir. Imidazol
halkas1 veya onun tiirevlerini igeren polimerler, antimikrobiyal aktivite gosterdikleri ve
gelismis biyobozunurluga sahip olduklari i¢in kullanish biyomateryaller olarak bilinirler.
Antimikrobiyal tibbi polimerlerin temel arastirma alanlardan biri, antimikrobiyal polimer
kompozitlerin gelistirilmesidir. Bu amagla farkli yontemler kullanilarak hazirlanan
polimerik kompozitler literatiirde yer almaktadir. Ideal antimikrobiyal polimerlerin
asagidaki karakteristiklere sahip olmalari istenmektedir (Safakli, 2014):

e Kolay ve ucuz bir sekilde sentezlenmelidir,

e Uzun siireli kullanimlara dayanikli olmali ve uygulamanin gerektirdigi

e sicakliklarda saklanabilmelidir,

e Toksik tiriinler olusturmamalidir,

e Kullanacak kiside toksik ya da tahris edici etki gdstermemelidir,

e Temas ettigi siire zarfinda patolojik mikroorganizmalarin genis bir
spektrumu

e icin bakteri ve mantarlar1 6ldiirebilmelidir.

Mikroorganizmalar en geleneksel antibiyotiklerin bazilarma kars1 direng
gelistirmistir. Bu mikroorganizmalar kendi kendine birleserek mikrobiyal bir biyofilm
olusturabilir. Mikrobiyal biyofilm olusumu, neredeyse her ylizeyde dogal bir olaydir ve
insan saglig1 ve ¢evre iizerinde sayisiz yan etkiye neden olur. Bu nedenle, dogal polimerler
gibi yenilenebilir kaynaklara dayali ¢ok sayida bilimsel oneri gelistirilmistir. Dogal
polimerler veya biyopolimerler arasinda dogada yaygin olarak bulunan seliiloz, kitosan,

nisasta, kolajen, jelatin, hyaluronik asit, aljinatlar, fibrin ve pektin bulunur. Biyopolimerler,



biyouyumluluk ve biyolojik olarak parc¢alanabilirlik gibi birgok ilging 6zellik gdstermistir.
Bununla birlikte, bu malzemeler genellikle kendi baglarina antimikrobiyal 6zelliklere sahip
degildir (kitosan hari¢). Bu nedenle, antimikrobiyal ajanlar dogal polimerik matrise dahil
edilerek biyokompozite antimikrobiyal bir Ozellik kazandirilmistir. Biyokompozitler,
antimikrobiyal ajanlarin biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilir ilag tastyicilari
olarak incelenen iki farkli malzemeden (biri dogal kokenli) olusur. Ek olarak,
antimikrobiyal ajanlarin dahil edilmesi nedeniyle biyokompozitler bir¢ok yiizeyde biyofilm
olusumunu ve bakteri ¢ogalmasini engelleyebilir. Bu inceleme, farkli yiizeylerde biyofilm
olusumunu ortadan kaldirmak veya azaltmak igin bir biyokompozit olusturmak iizere
antimikrobiyal ajanlarin bir platformu olarak dogal polimerlerin kullanilmasini agiklar
(Bustamante- Torres ve ark. 2022 ).

Kitosan, eczacilik alaninda en ¢ok tercih edilen biyo-malzemelerdendir. Canlida
birikme riskinin olmamasi, biyobozunurluk, iyi biyouyumluluk, diisiik toksisite,
mukoadesiflik, antioksidan, antifungal, antibakteriyel, yara iyilestirici, hemostatik,
antikanser ve antiinflamatuar gibi 6zellikleri ile kitosan biyomedikal anlamda ve eczacilik
alaminda kullanimi igin tercih edilen bir {iriin haline getirmektedir (Oztiirk ve Arslan,
2023). Ayrica gidanin raf Omriinii uzatmasmin yainda, paketleme materyali ekonomik
verimliligi artirabilen yenilebilir filmler icin kullanilan en yeni materyallerden biride
kitosandir (Ugan ve Mercimek, 2013; Karaton Kuzgun ve Giirel Inanl, 2018). Kitosan ve
tiirevleri bahsedilen tiim olumlu stirecini tesvik etmek amaciyla yaygin olarak kullanimi
gerceklesmektedir ve ayrica bu konuyla ilgili ¢aligmalar in vivo ve in vitro olarak
siirdiiriilmektedir (Oztiirk ve Arslan 2023).

Kitosanin molekiiler agirligt ve deasetilasyon derecesi biyolojik aktivitelerini
onemli Olgiide etkiler . Kitosan, ilag tastyicilari, su aritim1 ve doku miihendisligi i¢in bir
iskele dahil olmak iizere gesitli biyomedikal ve biyolojik uygulamalarda yaygin olarak
kullanilir. Benzersiz biyolojik aktiviteleri nedeniyle, kitosan son yillarda 6nemli dl¢tide ilgi
gormustr.

Yapilan aragtirmalar incelendiginde geleneksel anlamda yapilan tedavi
yaklasimlarindan uzaklagilarak yeni nanofarmasoétikler gibi yeni ilag tasiyict sistemlere
odaklanildig1 goriilmektedir (Dadar ve ark., 2017). Genellikle kabuklularin ve boceklerin
dis iskeletinde bulunan kitosan ise dogal bir biyopolimerdir. Biyoadeziv, biyouyumlu,
toksik olmayan ve biyo bozunur yapisi nedeniyle kitosan kaynakli formiilasyonlar agirlikli

olarak biyonanosensorler, yenilebilir kaplamalar ve ilag tasiyic1 araglar olarak farkli



biyolojik alalardada kabul gormektedir. Bir arastirmada kirmizi tilapyalarin kolumnaris
hastaligina neden olan Flavaobacterium columnare bakterisine karsi muko-adeziv bir
polimer olan kitosan igerikli bir nanoasi olusturulmus ve bu asinin hastalifa bagli 6liim
oranini ciddi anlamda disiirdiigii ve giiclii bir bagisiklik alan1 gelistirdigi saptanmistir
(Donmez, 2023).

Kitosan mikro ve nanopartikiilleri Vibrio cholerae, E. coli, Salmonella enterica,
Salmonella choleraesuis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus ve Streptococcus
uberis gibi patojen mikroorganizmlara karsi etkili oldugu arastirmalar dogrultusunda
belirlenmistir. Kitosan ayrica bagska maddeler ile beraber de kullanimi kolay oldugundan,
kitosan ve baska bir maddenin birlesimi ile antimikrobiyal 6zellikleri bakimindan yapilan
caligmalar son zamanlarda ivme kazanmistir. Bir arastirmada Olibanum gumm adinda
literatiirde taninan ve aramotik bir regine ile kitosanin beraber kullanimiyla giday1 patojen
mikroorganizmalar bakimindan tatmin edici bir diizeyde korudugu bildirilmistir. Seliiloziin
antimikrobial 06zellige sahip olmadigi bilinmektedir ama bazi filmlerle birlestirilerek
olusturulan e-poli- | —lizin ve montmorillonite filimlerin E. coli, S aureus, Rhizopus
oligosporus ve Botrytis cinerea mikroorganizmalar tizerinde etkili oldugu belirlenmistir.
Kitosan ve seliiloz bir araya getirildiginde ise etkili bir film olusumu olur ve seliiloz
kitosanin oksijen bariyeri ile suya olan direncini arttirmaktadir. Kitosanin (D-glukozamin
ve N'den olusan amin ag¢isindan zengin bir polisakarit olan) harmanlanmasiyla olusturulan
seliiloz baz 6zellikli bir ko-polimerdir. Hipdroksipropil ve metil gruplarinin g-1'e kimyasal
olarak baglanmasi ile iiretimi yapilan ve film olusturucu bir selilloz eter iizerine 1,4-
glikosidik baglar ile baglanan -asetil-D-glukozamin birimleri, 4-D-glukan seliilozik
omurga olusumu, kitosanin pozitif yiiklii 6zellikli olmasi ve antimikrobial 6zellige sahip
oldugunun bilinmesi sebebiyle bu birlesimde kitosan kismi, ko-polimerin polielektrolit
birlesmesi sonrasi polianyonlar ile antimikrobial filmler olusmasini sagladig:
diisiiniilmektedir ve bu bilgiler 1518inda kitosan uygun maddeler ile birlestirildiginde
miikemmel gida koruyucu film tabakasi olusturabilecegini gdstermistir (Kaynaci ve
Peksen, 2023). Yapilan arastirmalar %85 ve iistiide olan deasetilasyon derecesine sahsp
kitosanlarin gidalarin raf omriinii uzatmada daha etkili olduklarinin altin1 ¢izmektedir.
Kitosan, gidalarin muhafazasinda etkili antibakteriyel bir madde oldugu konusunda yapilan
arastimalar sonucunda gorilmiistiir. Kitosanin bakteriostatik ve bakterisidal etkisi
bakimindan olusan mekanizmanin, bakterinin hiicre membrani yiizeyine kitosanin pozitif

yiikli amino (-NH3 +) gruplar ve negatif ytiklii karboksil (-COO- ) gruplariin baglanmasi



sonucu oldugu belirlenmistir. Elektronlar bu sekilde bakterilerin hiicre membranini
kimyasal olarak baglanmasi, negatif ve pozitif yiiklerin dagilimi degistirebilmektedir.
Dagilimin degisimi, bakteri hiicresinde membran zayiflamasina ve zarar gérmesine sebep
olmaktadir, ayrica hiicre i¢i bilesenlerin hiicre disina ¢ikmasina neden olmaktadir. Kitosan,
bakterilerin gelisimleri bakimindan énemli olan ¢inko ve demir gibi iz metalleri baglayar
ve bu sebeple antimikrobiyal etki gostermektedir (Rabea ve ark., 2003). Kitosan,
faaliyetini siirdiirdiigli mikro ¢evrenin pH’sini, protonlanmamis ve protonlanmis amino
gruplarin konsantrasyonlarini belirlemektedir ve buna gore;

Kitosan -NH3+ (protonlanmis) «<»Kitosan -NH2 (protonlanmamis) + H+

Kitosanin antimikrobiyal yetenegi, yapisinda bununan pozitif yiikiin, hiicre ici
bilesenlerinden gelen negatif yiiklerle veya mikroorganizmanin hiicre proteinlerle
etkilesime girmesinden kaynaklidir. Ek olarak kitosan, metallerle kelat olusturup
mikrobiyal ¢ogalmay azalttigida ileri siiriilmekte ve (Turan, 2011) kitosan bazli filmler,
Ozellikle giimiis kaplama icinde en fazla oranda antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir (Kiling ve Siirengil, 2015).

Kalsiyum Oksit ile birlestirilmis karboksimetil kitosan bazli biyo-kompozit
filmlerin sentezi ve antimikrobiyal etksi ile ilgili bir ¢alismada kalsiyum oksidin (CaO)
karboksimetil kitosan (CMCH) biyo-kompozit filmlerinin antimikrobiyal aktivitesi
tizerindeki etkisi arastirilmistir. CMCH, karides kitosandan karboksimetilasyon yoluyla
sentezlenirken, CaO, stabilizatdr olarak polietilen glikol ile birlikte bir es-¢Oktiirme
yontemi ile sentezlenmistir. Sentezlenen CaO, Staphylococcus aureus (S. aureus )ve
Escherichia coli ( E. coli ) 'ye karst milkemmel antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve
CMCH'ye CaO eklenmesi, CMCH-CaO filmlerinin &zellikle, E. coli (%98,8 R) ve S.
aureus (%91,8 R)'a kars1 olaganiistii antimikrobiyal aktivite gosterdi tespit edilmistir
(Thanakkasaranee ve ark. 2024).

Antimikrobiyal polimerlerin kimyasal yapilarina ve uygulamalarina dair kapsaml
bir bakis ile biyomedikal alanlarda kullanilan polimerlerin etkinligi iizerine giincel veriler
oldugu ifade edilmistir (Kenawy ve ark.2007). Antibiyotiklere direncli bakterilere karsi
polimerlerin antibiyotiklerle birlikte kullaniminin sinerjik etkilerini arastiran bir calismada,
bakterilere kars1 polimerlerin direng gelistirme potansiyelinin azaldig: tespit edilmistir (Ng
ve ark., 2014). Kitosanin, yararli bakterilerin kolon mukozal popiilasyonlarini artirmak ve
proinflamatuar bakterileri azaltmak i¢in prebiyotik olarak hizmet edebilir oldugu, dengesiz

bagirsak mikrobiyotasini ve mukozal inflamasyonu iyilestirebildigi yapilan ¢aligmalarda



tespit edilmistir (Yan ve ark. 2021). Yapilan bir ¢alismada N,O-karboksimetillenmis
kitosan adl1 bir tiir tiiretilmis kitosan hazirlamislardir. N,O-karboksimetillenmis kitosan E.
coli'ye karsi tliretilmemis kitosandan daha yiiksek antibakteriyel Ozellige sahip oldugu
ortaya ¢ikmistir (Hafdani ve Sadeghinia, 2011). Kitosan ve tlirevlerinin antimikrobiyal ve
antioksidan Ozellikleri ve uygulamalarinin yapildigi bir incelemede gram pozitif, Gram
negatif bakterilere kars1 giiglii bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Abd
El- Hack ve ark., 2020).

Balik kasi besleyici degeri yiiksek amino asitler ve yag asitleri bakimindan
zengindir. Bu 6zellikleri ve ayrica su icerigi yiiksek bri gida oldugu i¢in baligin bozulmasi
daha cabuk olabilmektedir (Huss, 1995). Avlama ile baliklarin bozulmasi baglar ve bu
siiregten sonra balik pekcok farkli mikroorganizma ile karsi karsiya gelir. Baliklarda
bulunan mikroorganizmalarin yiikii, cinsi; avlama metodu, avlanma bolgesi, avlanma
sezonu, sicaklik, su kirliligi, saklama kosullari, tagima, isleme sekli gibi pekcok faktor ile
etkilenebilmektedir. Baligin avlanciliginin yapildig: an itibar ile soguk zincir kurallarina
uygun halde ulasgiminin saglanmasi ve islenmesi gerekir (Hussain ve Uddin, 1995;
Jayasinghe ve Rajakaruna, 2005).

Bu calisma kapsaminda oncelikle kitosan igerikli polimer sentezlenip hakkinda
bilgi verilecek, daha sonra kitosan igerikli polimerin besin degeri yiiksek, beslenmede
onemli bir protein kaynagi olan baliklarin yiizeyinde ve balik tezgahlarinda bulunabilecek
biyofilm olusturabilen bazi bakteriler lizerinde antimikrobiyal duyarliliklar: test edilmistir.
Boylece gida endiistirisinde balik yetistiriciliginde dogal ajani olarak kitosan igeren
polimerlerin kullanildig1 geleneksel ve modern ilag tasiyici sistemlerden bahsedilmistir. Bu
calisma antimikrobiyal 6zellik gdsteren bu tiir polimerlerin arastirma ve gelistirmede gorev
alan bilim insanlarma goriis saglayacagi diisiiniilmektedir. Insan ve toplum saghigin
lyilestirmeye yonelik yapilan bu arastirma, bu alanda kullanilacak iirlinlerin biyouyumlu

ve biyobozunur 6zellik tasimas1 gerektigini vurgulamaktadir.



2. INSANLARDA HASTALIK YAPAN BAZI GIDA KAYNAKLI PATOJEN
BAKTERILER

Insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde hastalik olusturan bakteriler patojen bakteriler
olarak tanimlanmaktadir. Insanlarda gida intoksikasyonlarina ve infeksiyonlarina neden
olan viriis, fungus ve bakteri tiirlerindeki say1 yaklasik 50 dolaylarinda oldugu ve bunlar
arasinda en yaygin olanimi bakteriler oldugu bilinen bir gercektir. Patojen bakterilerin
olusturdugu gida intoksikasyonlari1 ve infeksiyonlar1 biitiin diinyada énemli bir halk sagligi
problemi olarak 6nemini korur. WHO yani Diinya saglik orgiitii, diinyada yaklasik olarak
yillik 1.5 milyar diare vakasinin goriildiiglinii, 5 yasin altindaki ¢ocuklarda 3 milyondan
fazlasinda oldiim gergeklestistigi ve bu olaylarin 6nemli bir boliimiiniin mikrobiyal
patojenler tarafindan kontamine edilen gida tiiketiminden kaynaklandigini tahminler
arasindadir. Epidemiyolojik ¢alismalar ile veri tabani iyi gelismis iilkelerde gida kaynakli
hastaliklarda ciddi ekonomik kayiplara sebep oldugu da bilinmektedir (Erol, 2007).

Bakteriyel patojen kaynakli hastaliklar gida enfeksiyonlar1 veintoksikasyonlari
olmak {iizere iki ana gruba ayrilmaktadir. Gida infeksiyonlart mikroorganizmalar gidalarla
(Salmonella, Campylobacter vb.) alinmasi ve bunlarin gastrointestinal sisteme ulasmasi
sonucu meydana gelmaktedir. Buna karsin gida intoksikasyonlari, toksin olusturan
mikroorganizmalarin ~ gidadaki iiremeleri sonucu toksinlerini-ekzotoksin  gidaya
salgilamalar1 ile, gida ile alinan toksinlerin miktarina bagli olarak zehirlenme olur. Bu
nedenle intoksikasyonlarda canli mikroorganizmanin gida ile alinmasinin bir 6nemi yoktur
(Erol, 2007).

Gida infeksiyon ve intoksikasyonlarinin olusumlar1 ve seyirleri; patojen
mikroorganizmalarin toksinleri ve yiizey proteinleri gibi viriilens faktorleri; yas diyet,
beslenme, diger hastalilarin varligi, immun sistemin baskilanmis olmasi gibi bireysel

faktorler ile gidanin yapisi ve kompozisyonuna bagli olarak degisir (Erol, 2007).

2.1. Su Uriinleri Kaynakh Patojen Mikroorganizmalar

Buzdolab1 kosullarinda (0°C) baliklarda mikrobiyal aktivite yavaslatilabilir ancak
inhibe edilememektedir. Taze balikta solungag, deri ve bagirsakta mevcut olan
mikroorganizma cinsleri; Achromobacter, Alcaligenes, Corynebacterium, Bacillus,

Escherichia, Clostridium, Flavobacterium, Proteus, Photobacterium, Micrococcus,



Pseudonomas, Rhodotorula, Serratia, Candida ve Torulopsis'dir (Goktan, 1990; Nollet ve
Toldra, 2010; Kocatepe ve ark., 2013).

Taze ya da canli baliklarda 10? -107 /cm, bagirsakta ise 10° -108 /g, solungag
dokusunda 10 -10° /g, canli bakteri bulunabilmektedir (Goktan, 1990). Mikrobiyolojik
bozulmayla beraber mikroorganizma sayisinda artis olmakta ve mikrobiyal florada da
degisim olmaktadir. Su friinleri kaynakli zehirlenmelerde pek c¢ok balik ile kabuklu su
tirlindi etkili olabilmektedir. Bunlar arasinda; kaya balig1, tuna, uskumru, lapin, ringa baligi,
levrek, barakuda, yengeg, istiridye ve midye sayilabilir. Su iiriinleri zehirlenmesinde etken
olan mikroorganizmalar arasinda ise E. coli, S. aureus, V. vulnificus, Salmonella spp.,
V.parahaemolyticus, C. botulinum, L. monocytogenes gibi bakteriler sayilabilmektedir
(Isgdz ve Yiicel, 1993; FDA, 2012).

2.1.1. Gram negatif
2.1.1.1. Escherichia coli

Theodor Esherich’ in ilk olarak tanimladigi E. coli, Enterobacteriaceae familyasi
liyesi olup giiniimiiz enterik bakterilerinin en ©nemlilerinden biridir. Insanlarda ve
hayvanlarda bagirsak kanalinda yayilim ydsteren fakiiltatif anaerobik bakterilerdendir.
Enterobacteriaceae familyasi igerisinde yer alan fakiiltatif anaerob gram negatif, spor
olusturmayan bir bakteridir. 35°C’de 48 saat icerisinde laktozdan asit ve gaz olusturabilen,
cubuk seklinde ki bakterisidir. E. coli, katalaz pozitif bir bakteridir ve laboratuar
sartlarinda taninmasi i¢in en ¢ok triptofandan indol olusturma ve sitrat1 yikimlama ile pH
4,4 ‘lin altindaki sartlarda asit olusturma kabiliyetlerinden faydalanilmaktadir. Mezofiliktir
ve gelisme sicakligi 37°C’dir. Mevcudiyetleri 4 °C le 5 °C arasinda devam etmektedir. Su
ve gidalarda E. coli bulunmasi, o gidalarin digki ile temas ettiini géstermektedir ve bu
yiizden fekal kirlenme indikatorii olarak kabul edilmistir. E.coli patojenitesine gore 6
grupta tanimlanmaktadir;

1. Enterohemorajik (EHEC),

2. Enteropatojenik (EPEC),

3. Enterotoksikojenik (ETEC),

4. Enteroinvasiv (EIEC),

5. Difuzadhering (DAEC)



6. Enteroaggregatif (EaggEC) E. coli.

E. coli besinlerde; hem hijyen acisindan hem de fekal kontaminasyonun indikatorii
olarak oldukc¢a oOnemlidir ve gida giivenligi-gida hijyeni bakimindan indikatér bakteri
olarak kabul gérmiistiir (Balpetek, 2009).

Enterobactericeae tiirleri igin, nutrient agar, kanli agar ve diferensiyel -selektif olan
besiyerlerinde 37°C’de 24 saat icinde S tipi gozle goriilebilir koloniler meydana getirirler.
Nutrient buyyon igerisinde 37°C’de 24 saat i¢inde bulaniklik yapar ve trerler. E. coli
bircok karbonhidrat ile (glukoz, laktoz, mannitol) gaz ve asit olusturur fermente ederler.
MacConkey agarda laktoza ayristirma yaptigi i¢in pembe renkli koloni olusturur ve EMB
agarda da metalik refle ( parlak yesil) gériiniimiinde koloni olustururlar. E. coli suslari
intestinal hastaliklar olustururlar ve bunlar 6 serolojik sinifa ayrilirlar: Bunlar:

1. Auvian patojenik E.coli (APEC),

2. Enterotoksijenik E. coli (ETEC),

3. Enteropatojenik E. coli (EPEC),

4. Enteroinvaziv E. coli (EIEC),

5. Diffuz-Adherent E. coli (DAEC),

6. ohemorajik E. coli (EHEC),

7. Entero-Agregativ E. coli (EAEC)’dir (Jahed, 2012)

2.1.1.2. Klebsiella

Cins ad1 19. ylizyillarda Alman bakteriyolog Edwin Klebs onuruna olusturulmus ve
Sonrasinda Carl Friedlander adli arastirmaci ile tanmimlanmig olan Klebsiella
pneumoniae’nin olusturdugu agir ve sik olarak 6ldiiriicii pnémoni ile bakteri uzun yillar
Friedlander basili olarak dile gelmistir. Enterobacteriaceae ailesinin Klebsiella tiirlerinin
cinsleri Serratia, Enterobacter ve Citrobacter ile beraber yer anilmaktadir. K. pneumoniae
tibbi olarak en 6nemli tiiriidiir. Insan, hayvan gastrointestinal sistem florasinda ve dogada
da yaygin olarak bulunabilmektedirler. Pndmoni, {iriner sistemlerde enfeksiyon,
bakteriyemi gibi ¢esitli infeksiyon rahatsizliklarina sebep olabilmektedirler. Klebsiella
tiurleri basta Klebsiella pneumoniae olmak tizere diger tirler ise; Klebsiella
rhinoscleromatis, Klebsiella oxytoca, Klebsiella ornithinolytica, Klebsiella granulomatis,
Klebsiella ozaenae, Klebsiella planticola, Klebsiellaterrigens ve Klebsiellatrevisanii’dir.

Klebsiella cinsleri arasinda bulunan ve hastalik olusturan tiirler ise sunlardir; K.



pneumoniae, K.granulomatis ve K.oxytoca’ dir. Klebsiella tiirleri Gram negatif, 2-5 pm
boyunda, 0,7-1,5 um eninde, sporsuz, hareketsiz ve kapsiillii bakterilerdir. Tek tek, ikili
veya kisa zincir seklinde gozlemlenebilirler. Klebsiella suslarinin hemen hemen hepsi ilk
izolasyonda, nemli ve karbonhidrat bakimindan zengin besiyerinde olusturulan kiiltiirlerde
bakterinin ¢evresinde genis bir kapsiil olusturmaktadir. Klebsiella tiirleri fakiiltatif
anaerop'tur ve optimum {ireme kosullar1 37°C’dir. K. pneumoniae harig diger tiirler 4-44°C
sicakli araliginda iireme gosterirler. Basit besiyerlerinde kapsiilii olmayan suslar1 18-24
saatte S tipi koloni, kapsiilii olan sugslar1 da M tipinde koloni olusturur ve Klebsiella aktif
metabolik bir bakteridir. Klebsiella, barsakta ve deride diisiikk oranlarda bulunabiliyorken,
insanlarda iist solunum yollarinda, hayvan floralarinda ve dogada cansiz ortamlarda yaygin
olarak bulunurlar. Deri bogaz ve kolonda hizlica kolonize olur, immiin sistemi baskili
hastalarda enfeksiyonal hastaliklara sebep olabilmektedir. Bazi suglar1 enterotoksin
salgilar. Nozokomiyal enfeksiyonlarda K. pneumoniae enfeksiyonu ilk siralarda
sayilabilmektedir. Ozelliklede bazi iilkelerde ¢oklu direng hostermektedir. Pek ¢ok
antibiyotige kars1 direnglidir, bununla birlikte kuru ortam ve dis kosullara kars1 direngli
olmasi1 hastane ortaminda daha kolay yayilim gdstermesine neden olmaktadir. (Albayrak,

2018).

2.1.2. Gram pozitif bakteriler

2.1.2.1. Enterococcus

Enterococlarin ¢ogu dondurulma islemine dahi direnglidir ve donmus iirlinlerin
fekal kirlenme indikatorii olarak kabul gormiistiir. Diger taraftan et iiriinleri ve fermente
stitlerde enterococlar degisik miktarlarda bulunabilmektedirler. Bu iiriinlere enterekoklar
hijyen bakimindan sorun teskil ederler ve gida kaynakli olan bazi enterococlar meydana
getirdikleri bakteriosinlerle beraber (bakteriosin, enterosin, sitosil) listeria’lara karst bir
etki gosterirler (Erol, 2007). 1984 yil1 ve Oncelerine kadar, Streptococcus cinsi icerisinde
bulunan, Lancefield serolojik D grubu olan koklarin bazilarin teskil eden bu cins, fekal
streptokok grubunu ifade etmektedir ve Str. Faecalis ile Streptococus faecium tiirleri ile
birlikte Str. faecium subsp. casseliflavus Str. Faecalis subsp. Zymogenes, ve Str. faecalis
subsp. liquefaciens alt tiirlerini de icermektedir ve 1984 yilinda Schleifer ve Kilpper-Balnz

tarafindan Enterococcus cinsi olarak ayrilmistir. Bergey's Manual of Systematic
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Bacteriology isimli kitapta Enterokoklari Enterococcus olarak onerilmistir ve Str. Avium,
Str. faecalis, Str. gallinarum ve Str. Faecium tiirlerine yer verilmistir. 1984 'den sonra
yapilan calismalarla Str. faccium ve Str. faecalis 'un isimleri E. faecium ve E. faecalis
seklinde degistirilerek Enterococcus cinsi adi altinda toplanmistir. Yeni literatiirlerde
Enterococcus cinsi altinda toplanan tiir sayisi 16 olup bunlar; E. casseliflavus, E.
malodoratus, E. saccharolyticus, E. cecorum, E. avium, E. dispar, E. faecalis, E. durans,
E. mundtii, E. gallinarum, E. solitarius , E. pseudoavium, E. raffinosus, E. seriolicida, E.
faecium ve E. hirae 'dir. Enterokoklar her zaman ve hemen her yerde mevcut olabilen
mikroorganizmalardirve gidalarda da yiiksek oranlarda bulunabilen bu bakteriler,
bakteriyosin iiretimi, probiyotik karakteri ve siit endiistrisinde kullanilabilmektedir

(Halkman, 2005).

2.2.2. Staphylococcus aureus

Fakiiltatif anaerob, sporsuz, kiire sekilli, gram pozitif ve 0.5-1.5 pm ¢ap1 olan
Stafilokoklar genellikle kapsiilii olmayan bakterilerdir. Optimal iireme sicakliklari 30-
37°C’dir. Anilin boyalari ile boyanirr ve bu cinsin bir 6zelligi olan kiimeler olusturmak
yani iizlim salkimi seklinde biiylime olustururlar. Stafilokoklarin bu goriiniisii daha ¢ok
kat1 kiiltiirlerde yapilan preparatlarda karsilasiimaktadir. Sivi besiyerlerinde olusturulan
preparatlarinda ise kiimelere ¢ok fazla rastlanilmamaktadir. Dagitma ile olusturulan
preparatlar goriiniisde kiiciik kiimeler ve kisa zincirler seklindedirler. Ikiser ikiser veya tek
tek goriintirler ve kati besi yerinde de stafilokoklar 24-48 saat bol sekilde iireme
yapabilirler. Genellikle 1-2 mm c¢apinda ve konveks, yuvarlak, parlak olan koloniler
meydana getirirler. Ozellikle patojen olan S. aureus 'ta kolonide hemoliz ve pigment
goriilebilmektedir. Kolonilerin renkleri limon saris1 ve beyaz arasinda farklilik
gosterebilmektedir. MacConkey agarla iireme yetenedi goOsterebilmekte ve patojen
ozelliklerinin yaninda stafilokoklar kiiltiirde +4°C’de 2-3 ay, -20°C’ de 3-6 ay canliliklarini
stirdiirebilmeleri ile de bilinmektedir. Fakat 60°C’de 30 dk kalabilir ve Staphylococcus’un
bazi tiirleri in vitro sartlarinda kapsiil olusturabilmektedirler. S. aureus ’larda hiicre
duvarinda bulunan ve teshisinde Onemli bir rolii olan Protein-A maddesini de
bulundurmaktadir. Stafilokoklarda hiicre zarmi etkileyen 5 sitotoksin mevcuttur ve
bunlardan alfa, gama, delta, beta toksinleri hemolizin yetenegi il bilinir ve Leukosidin

isimli toksin ise lokositlerde biiylik etki gosterir. EK olarak stafilokoklar enterotoksin
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tiretebilirler. Baz1 S. aureus ve S. epidermidis suslarmin enterotoksin iiretme yetenegi
oldugu belirlenmistir. A, B, C, D ve E harfleri ile serolojik olarak ifade edilirler ve ayrica
Stafilokoklar ¢esitli enzimlerede sahiptirler. Bunlardan katalaz enzimi tiim stafilokoklarda
mevcuttur fakat koagulaz enzimi bir patojenite kriteri olarak bilinir ve Staphylococcus

tiirleri koagulaz pozitif ve negatif olarakda ikiye ayrilir (Halkman, 2005).
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3. KITOSAN

Kitosan dogal bir biyopolimer olan kitosanda elde edilmis olup, olduke¢a iyi
derecede antimikrobiyal 6zellik gdstermektedir. Kitin dogal ortamda seliilozdan sonra en
cok olarak bulunan ikinci polimerdir. 8-D baglar ile birbirlerine baglanan, N-asetil-D-
glukozamin gruplari ile olugan bir polisakkarittir ve kimyasal yapisi seliilloza ¢ok benzer.
Ancak asetoamino grubu, seliillozun 2. karbon atomuna bagli olan hidroksil grubu yerine
konumlanmistir. Amino grubunun varhig ile kitosan selillozden farkli olarak,
antimikrobiyal etki de kazanmistir. (+) yiiklii olan amino grubu, (-) yiiklii mikroorganizma
iyonunu tutarak gelismini engeller. Kitin suda ¢oziinmez. Kimyasal reaktifligi oldukg¢a
diisiiktiir ve bu 0Ozelliginden dolay1 endiistriyel uygulamada yaygin bir kullanim alam
bulabilmektedir. Kitin, omurgasiz deniz canlilarinin kabuklarindan, planktonlardan ve
mantarlardan elde edilebilmektedir. Kabuklar et kisimlarindan ayrildiktan sonra kurutulup
ogiutiiliir. Ardindan seyreltik NaOH ile isleme birakilarak protein uzaklastirilir. Daha sonra
derisik HCI ile muamele ediler ve mineraller uzaklastirilmaktadir. kitosan, Kkitinin’in
deasetilasyonu ile elde edilmektedir (Siipiiren ve ark., 2006).

Kitosanin antimikrobiyal 6zelligini polikatyonik yapisina baglayabiliriz, clinkii
bakteri membranmi polianyoniktir ve polikatyonik kitosanla etkilesime girince bu
etkilesim sonucu bakterinin hayati fonksiyonlar1 durur. Ayrica kitosanin DNA’y1
etkilemeside antimikrobiyal ajan olarak kullanimina sebep olur. Dogada bulunan
kaynaklardan bol miktarda elde edilebilen bir polimer olan kitosan, biyolojik olarak
parcalanabilirligi, canlilara karsi toksik Ozelliginin olmamasi, kimyasal ve fiziksel
ozellikleri, biyouyumlulugu bakimindan diger biyopolimerlere oranla iistiin ozellikler
gosterdikleri icin tip, gida, kozmetik, ziraat, tekstil ve kagit gibi endiistri alanlarinda

kullanilabilmektedir (Safakli, 2014).

3.1. Kitosanin Patojen Mikroorganizmalara Kars1 Etki Modlar:

Pek c¢ok bakteriyel hiicre duvari, temel bilesen olarak fosfatidiletanolamin (%70)
icerir ve negatif yiikliidiir, bu nedenle antimikrobiyal polimerlerin pek ¢ogu da pozitif
yiikliidiir. Boylece kuaterner amonyum gruplart iceren polimerler, polimerik biositler
icerisinde muhtemelen en etkili olanlardir. Polikatyonik biyositlerin, hiicre duvari veya

sitoplazmik zarla etkileserek tahribat yaptigi kabul edilmektedir. Kuarterner amonyum
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grubu tasiyan ve aromatik veya heterosiklik yapilar iceren katyonik polimerlerden en ¢ok
bilinen ve iizerinde en ¢ok calisilanlar; polistiren ve polivinilpiridin tiirevleridir. Imidazol
tiirevleri, antimikrobiyal aromatik/heterosiklik polimerlerdir. Imidazol halkas1 veya onun
tiirevlerini igeren polimerler, antimikrobiyal aktivite gosterdikleri ve gelismis
biyobozunurluga sahip olduklari i¢in kullanish biyomateryaller olarak bilinirler (Safakli,
2014).

Kitosan ve kitosan tiirevleri Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere kars1 farkl
etki modlar1 sergiler. Mekanizmalardaki bu fark, hiicre duvarinin bilesenindeki farkliliga
baglanabilir. Gram pozitif bakterilerin hiicre duvart peptidoglikandan, peptidoglikana
kovalent olarak bagli duvar teikoik asitlerinden (WTA'lar) ve mikroorganizma hiicre zarina
bagl lipoteikoik asitlerden (LTA'lar) olusur . WTA'lar ve LTA'lar negatif yiiklii bir
anyonik omurga igerir. Teikoik asitler hiicre duvarinda diizenlenmis, diizgiin, yiiksek
yogunluklu negatif yiikler saglayabilir ve bdylece iyonlarin zar boyunca gegisini engeller.
Gram-negatif bakterilerde hiicre zarfi, ince bir peptidoglikan tabakasi igeren periplazmik
bir boslukla boliinmiis iki zardan olusur, Gram-negatif bakterilerin dis zarinin (OM) lipid
bilesimi asimetriktir: dis yaprakcik lipopolisakkarit (LPS) icerirken, i¢ yaprakcik cesitli
fosfolipitlerden olusur. Gram-negatif bakterilerin yiizeyi, OM'in dis tabakasindaki
LPS'nin fosfat ve pirofosfat gruplarindan gelen negatif yiiklerden olusur. Kitosanin
antimikrobiyal etkilerinin yaygin olarak kabul géren mekanizmalar1 asagidaki iic modelde

aciklanabilir (Yan ve ark 2021).

3.1.1. Hiicre zarvhiicre duvarinin bozulmasi

IIk ve en yaygm kabul géren model, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin
anyonik yiizeyi ile kitosan arasindaki elektrostatik etkilesimleri igerir ve bu etkilesimler
hiicre zarinin bozulmasina neden olur .

Gram pozitif bakterilerde, pozitif yiiklii kitosan, peptidoglikanlardaki negatif yiiklii
teikoik asitle elektrostatik olarak etkilesime girebilir ve bu da hiicre zarinda yikima, hiicre
i¢i bilesenlerin sizmasina ve kitosanin mikrobiyal hiicrelere girmesine yol agabilir . Onceki
bir ¢alisma, kitosanin neden oldugu proteinlerin ve diger hiicre i¢i bilesenlerin sizdigin
dogrulamistir. Daha ileri ¢aligmalar, peptidoglikanlarin hidrolizinin, bakteri karisiminin

elektriksel iletkenliginin degerlendirilmesi E. coli'den kiiltiir ortamina sitoplazmik f-
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galaktozidaz aktivitesinin salinmasi  yoluyla dogrulanan gelismis bir elektrostatik
etkilesime yol acabilecegini gostermistir.

Gram-negatif bakterilerde, LPS tarafindan verilen yiliksek negatif yiikler,
kitosandan gelen pozitif yiikler tarafindan noétralize edilebilir ve bu da OM'in
bozulmasina, kitosanin hiicre zarina niifuz etmesine ve bdylece bakteriyel hiicre 6liimiine
yol agabildigini gostermektedir.

Son zamanlarda, kitosanin E. coli tizerindeki etkisine dair ¢alismalar, sadece OM
gecirgenliginin arttifina dair goézlemi gostermekle kalmayip ayni1 zamanda i¢ hiicre zarinin
da hasar gordiigiinii, bunun da sitozolik igerigin sizmasina ve mikrobiyal hiicre 6liimiine
yol actigin1 géstermektedir. Benzer sonuglar, antimikrobiyal dimetilaminoetil-kitosanin S.
aureus ve E. coli 'ye kars1 etki mekanizmast igin de gozlemlenmistir. Kitosanin ve kitosan

tiirevi mikrokiirelerin bakteri hiicre zarin1 bozdugu bildirilmistir.

3.1.2. Hiicre yiizeyinde yogun bir polimer filminin olusumu

Yiiksek molekiil agirlikli (Yiiksek-MW) kitosan, hiicre yilizeyinde yogun bir
polimer film olusturarak, Gram-negatif bakterilerin OM'sindeki gbzenekleri kapatarak
besin aligverisini engelleyebilir ve mikrobiyal hiicre 6liimiine yol agabilmektedir. Bu tiir
bir profil, hiicre duvarlarimin daha kalin goriinmesiyle tespit edilmistir ve bu da hiicre

ylizeyinde kitosan birikimi anlamina gelmektedir (Yan ve ark., 2021).

3.1.3. Kitosan ile besinlerin selasyonu

Kitosan selat olusturma ozelliklerine sahiptir. Ortamin pH degeri kitosanin veya
kitosan tiirevlerinin pKa degerinden yiiksek oldugunda, kitosanin protonlanmamis amino
gruplart yalniz elektron ciftlerini hiicre zar1 ylizeyindeki LPS veya WTA'lardaki fosfat
gruplarinin metal iyonlarina bagislayarak bir metal kompleksi olusturabilir. Kitosanin
pozitif yiiklii amino gruplar hiicre zan yilizeyindeki LPS veya WTA'lardaki fosfat gruplar
icin iki degerlikli katyonlarla rekabet edebilir. Bu nedenle, boyle bir selat olusturma
reaksiyonu hiicre yilizeyi potansiyelinin dengesizligine ve negatif ylikli fosfat gruplar
arasinda karsilikli itmeye yol acabilir ve bdylece mikrobiyal hiicre zarinin yirtilmasina

neden olabilir.
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Biyouyumlulugun bariz kosullarinin diginda, polimerin kendisi depolama sirasinda
bilesim ve yap1 agisindan nispeten kolay elde edilebilir ve kararli olmalidir. Boyle bir
polimerik malzemenin bozunma siiresi biiyiik 6l¢iide polimer zincirinin bilesimi ve yapisi
tarafindan kontrol edilmelidir. Ancak en Onemlisi, bu polimerin hem dokular hem de
hiicrelerle  biyouyumlulugunu  korurken kisa  temas  siirelerinde  patojenik
mikroorganizmalarin genis bir spektrumunda net bir biyosidal etkiye sahip olmasi ve agiga
¢ikan bozunma friinlerinin toksik olmamasi ve organ toksisitesi veya patojenitesi ile
kendini gosteren uzun vadeli yan etkilere neden olmamasidir. S6z konusu malzemeler s6z
konusu oldugunda, 6zellikle ikinci kosulu karsilamak zordur (Smola-Dmochowska ve ark.
2023).

3.2. Kitosan Modifikasyonu

Kitosanin amino gruplarindan gelen pozitif yiikler, mikrobiyal membran {izerindeki
negatif yiiklli bilesenlerle elektrostatik olarak etkilesime girerek antimikrobiyal 6zellikler
yaratttigt ve bu Antimikrobiyal ozellikler oncelikle 6'min altindaki bir pH ile sinirh
oldugundan nétr ve alkali kosullar altinda uygulamalar1 ve arastirmalar1 sinirlayabilir;
fonksiyonel gruplarin kimyasal modifikasyonu, kitosanin tiirevlerine gelismis biyoaktivite
ve 1iyilestirilmis sulu ¢6ziiniirlilk saglayabilir, bu da kitosanin dogal 6zelliklerini korurken
uygulama kapsamini da biyiittiigli yapilan ¢aligmalar ile ifade edilmistir. Asidik ortamda
(pH 6'nin altinda) antimikrobiyal 6zelliklerin var oldugu sinirlamalar1 hafifletmek igin,
kitosanin nétr ve bazik ortamda antimikrobiyal 6zellikler kazanmasini saglayan kalic1 bir
pozitif yik elde etmek icin trimetil, 2-hidroksi-3-trimetilamonyumil, guanidinil, trimetil
amonyumil, piridinyumil ve kuaterner alkil gruplar kitosana katilarak yapilan ¢aligmalar
mevcuttur (Yan ve ark., 2021).

N, N, N-trimetil kitosan, kitosanin kuaternize bir tiirevidir. Kitosan, ¢ogunlukla N-
metil pirolidon (NMP) olmak iizere metilasyon reaktifleriyle reaksiyona girerek TMC
olusturabilir. Fizikokimyasal olarak, TMC nétr veya alkali ortamlarda ¢0ziiniir ve
hidrofilik (N-(CH3) 3) ve hidrofobik gruplari (N-(CH3) 2), TMC'yi dogada amfifilik yapar
ve bu da nanopartikiil isleme i¢cin uygundur . TMC, siki baglantilar1 etkileyen bir emilim
arttirict olarak islev gorebilir. Bu bagirsak , burun ve akciger lizerindeki ilag iletiminde

kullanimini kolaylastirir (Yan ve ark. 2021).
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N-(2-Hidroksil) Propil-3-Trimetil Amonyum Kitosan (HTC) HTC veya HTC kloriir
(HTCC), asidik, nétr ve alkali ortamlarda iyi sulu ¢oziiniirliige sahip olan kitosanin bir
diger yaygin kuaternize tiirevidir. Kitosan ve glisidil trimetil amonyum kloriir arasindaki
reaksiyonla sentezlenir. HTCC iyi antibakteriyel o6zellikler, mukoadezif aktivite ve
gecirgenligi artirict aktivite gosterir. HTCC polimerlerinin c¢esitli ilaca duyarli ve ilaca
direngli bakterilere, hatta klinik olarak izole edilmis ¢oklu ilaca direngli bakterilere ve
patojenik mantarlara karsi antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Ek olarak,
polimerlerin mikrobiyal membran biitlinliiglinii bozarak patojenleri 6ldiirdiigli bulunmustur
(Yan ve ark. 2021)

Tiyoglikolik kitosan, antimikrobiyal oOzelliklere sahip bir tiyollenmis kitosan
tirevidir (TGC). Son zamanlarda, diisiik molekiil agirlikli TGC diger tiirevlere (CMC ve
TMC) gore miikemmel antimikrobiyal aktivite gostermistir: 30 dakikalik bir tedavi
%100 Streptococcus  sobrinus'u (Gram  pozitif  bakteriler) o6ldiirmiis  ve Neisseria
subflava'da (Gram negatif bakteriler) %99,99 ve Candida albicans'ta (mantarlar) %99,97
oraninda bakteriyi azaltmistir (Yan ve ark. 2021).

TACin ayrica, kuaterner N, N, N-trimetilamonyum gruplar1 igeren kitosanin
kuaternize bir tirevidir. TACin, Boc ve tert-biitildimetilsilii (TBDMS) koruma
stratejilerinin bir kombinasyonu kullanilarak sentezlenir Bu tiirevin 1yi bir antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu ve umut verici bir gecirgenlik arttirici olarak hizmet

ettigi gosterilmistir (Yan ve ark. 2021).
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Materyal

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Baglatict: Serbest Radikalik Polimerizasyon baslaticis1 2,2-Azobis(2-methylpropionitrile)
(AIBN)
Inert gaz: Argon gaz1
Monomerler: N-(2-Hidroksipropil)metakrilamid
Kitosan (low molecular weight)
Asetik asit ¢ozletisi (%1°lik)
Kullanilan Cihazlar
Tartimlar icin elektronik terazi, Radwag AS 220/X
IR spektrumlari igin Jasco 6700 FT-IR spektrometresi
Kurutma islemleri i¢cin Nuve EV-018 marka etiiv
Polimerizasyon i¢in yag banyosu

SEM goriintiileri i¢cin Hitachi S-3500 cihazi

4.2. Metot

4.2.1. Kitosan-graft- poli(n-(2-hidroksipropil)metakrilamid ) graft polimerinin
sentezi
N-(2-Hidroksipropil)metakrilamid monomeri, baglatici olarak AIBN kullanilarak
80°C'de manyetik karistiric1 altinda Serbest Radikal Polimerizasyonu ile kitosan iizerine
astland1. Kitosan (0,5 g) 50 mL %1 v/v asetik asit ¢cozeltisinde ¢6ziildi. NHPMA (1 g) ve
AIBN (0,015 g) az miktarda dioksanda (5 mL) ¢oziildii ve kitosanin sulu asetik asit
cozeltisiyle karistirildi. Karigim, inert bir ortam saglamak ig¢in nitrojenden gegirildi.
Polimerizasyon yaklasik 6 saat boyunca devam etti. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra,
kitosan-graft-poli(N-2-Hidroksipropil)metakrilamid)[CTS-g-N-(2-Hidroksipropil)
metakrilamid)] oda sicakliginda asetonda ¢okeltme yoluyla reaksiyon karisimindan ayrildi.
Elde edilen kopolimer birka¢ kez damitilmis suyla ve daha sonra karisimda bulunan
homopolimerleri veya tepkimeye girmeyen monomerleri uzaklastirmak icin etanolle

yikandi. Coziinmeyen as1 kopolimeri filtrasyonla uzaklastirildi ve en az 24 saat boyunca 50
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°C'de vakumlu bir firinda kurutuldu. CTS-g- N-(2-Hidroksipropil)metakrilamid) Polimerin

sentezi Sekil 5.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. CTS-g- N-(2-Hidroksipropil)metakrilamid) graft polimerinin sentez reaksiyonu

4.2.2. Kitosan-graft- poli(n-(2-hidroksipropil)metakrilamid ) graft polimerinin

karakterizasyonu

4.2.2.1. FTIR (fourier doniisiimlii kizilotesi) spektroskopisi ve taramal

elektron mikroskopisi (sem)

Calisma hizmet alimi ile yapilmistir. SEM bir ylizey goriintiilleme teknigi olup,
malzeme lizerine yliksek enerjili elektron 1sinlar1 gonderilir. Taramali elektron mikroskop
calismalar1 (SEM) icin alinan polimer numuneleri kullanilmistir. Polimer 6rnegi FTIR
spektrumlart Perkin Elmer/Spectrum 100 ATR-FTIR spektrometrede 4000-650 cm-1
araliginda kaydedilmis olup, yiizey morfolojileri Hitachi Regulus 8230 model FE-SEM

cithazinda incelenmistir (Cankaya ve S6kmen, 2021).

4.2.2.2. Polimerin TGA analizleri

Sentezlenen polimer numunelerinin TGA analizleri hizmet alimi ile yapilmis olup
Shimadzu, DTG-60H Smiltaneous DTA-TGA Apparatus cihazi kullanarak, 35-1100 °C
araliginda, dakikadal0°C artarak, azot gazi atmosferi altinda (100 cm?® /dk) yapilmustir.
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4.2.3. In vitro antimikrobiyal aktivitenin tespiti

Kitosan igerikli polimer orneklerinin antimikrobiyalanaliz bakimindan, disk
diffiizyon ve Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) vyapildi. 4+1°C’de muhafaza

altina alinan polimer 6rnekleri 3 tekerriirlii analizleri yapildi.

4.2.3.1. Calismada kullanilan polimerin analize hazirlanmasi

0.68 gr polimer 40 mL metanol de ¢oziindiiriilmesi planlanmistir. Ancak polimer
metanolde c¢oOziinmediginden, etanol, dimetilsiilfoksit, %2’lik asetik asit c¢ozeltileri
denenmistir. Bu ¢oziiciiler iginden %2’lik asetik asit’de ¢oziinmiistiir. Buna gore; 0.059 gr
ve 0.118 gr polimer: Kitosan-graft-poli(N-(2-Hidroksipropil)metakrilamid)(HPMA) ve
0.059 gr kitosan 4 mL %2 lik asetik asit de, 0.059 gr kitosan 20 mL saf su da
¢oziindiirilmiistiir Daha sonra ¢dzlinen solisyonulardan 300 pL baglangi¢ konsantrasyonu

ile antimikrobiyal etkileri belirlenmistir.

4.2.3.2. Mikroorganizma kiiltiirlerinin hazirlanmasi ve ekim

Tez calismasinda 4 mikroorganizma kullanilmistir ve bakteri olarak; Escherichia
coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC
29213, Klebsiella pneumoniae klinik izolatlar1 kullanilmistir. Bakteri suslar1 Istanbul
Medical Park Goztepe Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan temin edilmistir ve bu mikroorganizmalar, énemli insan patojenleri
olmalar1 ve baliklarda gida kaynakli patojenler olmasinin yaninda son ¢aligmalarda ¢cogu
arastirmact icin calisma konusu olan antibakteriyel Ozelliklerinin belirlenmesi
polimerlerin bu organizmalara etkisinin arastirilmasi nedeniyle sec¢ilmistir. Bakteri
suslar1; Nutrient Buyyon’a as1 yapilarak ve 35£1°C’de 1 giin inkiibasyona alinmistir. Stvi
besiyerlerinde gelisen kiiltiirler, Mc Farland standart tiiptine (0.5) gore bulaniklik ayari
yapilmis ve sonra buyyon tiiplerine alinmis ve daha sonra erlenmayerde steril edilip, 45-
50°C’ye kadar sogutulduktan sonra Miiller Hinton Agar bahsi gectigi sekilde hazirlanip
bakterilerin buyyondaki kiiltiirii ile %! oraninda asilanmustir (10° bakteri/ml). Iyice
calkalama yapildiktan sonra 9 cm cap genisligindeki steril petri kutusuna 15’er ml

aktarilarak besiyerlerinin homojen bir sekilde dagiltulmas1 saglanmigtir.
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4.2.3.3. Disk diffiizyon metodu

300 pL biyopolimer 6rnekleri ile daha dnceden emdirilen diskler, katilasan agar
izerine birakilmis ve bu sekilde hazirlanan petriler 4°C’de 1.5-2 saat beklemeye
alindiktan sonra bakteri asilamasi yapilan plaklar 37+1°C’de 24 saat inkiibasyona
almmistir (Sekil 6.2). Calisma 3 paralel olarak yiiriitiilmis, sonuglar ortalama deger
olarak inhibisyon zonu (mm) seklinde degerlendirmeye tabi tutulmustur (Collins ve Lyne,
1987; Ozgelik, 1992). Kontrol grubu igin standart antimikrobiyal duyarlilik test diski

yerlestirilmistir ve tiim test mikroorganizmalari i¢in yapilan antimikrobiyal aktivite 3 kez

tekrarlanmistir.

Sekil 4.2. Disk diffiizyon metodu i¢in 1,2,,, nmarah solisyonlarin petri kutularindaki
disk olarak hazirlanmig goriintiisii

4.2.3.4. Mikrodiliisyon Broth Yéntemi (MiK)

Elde edilen polimerlerin asetik asit ile olusturulan solisyonu mikroorganizmalara
karst minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) ’nu belirleyebilmek icin mikro-
diliisyon broth yontemi (NCCLS, 2000) kullanilmistir. Bakteriler i¢in Mueller Hinton
Broth (Accumix® AMI1072) besiyeri ve mikroorganizma pasajlar1 bakteriler de
37+1°C'de 18-24 saat broth kiiltiirlerinde hazirlanmistir. Bulaniklik 0,5 Mc Farland
standardi'na gore ayarlanmistir ve bu biyomalzeme soliisyonu dncesinde maksimum 250
uL konsantrasyonda derisimi azaltilmigtir. Daha sonra, broth igerikli aseptik mikrotitre
plakalariin tizerinde 250 pL den 15.625 pL’ye kadar 5 kez seri ve 2 kath diliisyonu
yapilmustir. Bu seri seyreltmeler bir optik yogunluk dlger ile okunan bakterilerin buyyon
kiiltiirleri tlizerinde test edilmistir. Daha sonra ilireme agisindan incelenecek olan mikro-

plaklar bakteriler igin 37+1°C'de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Bakteriler icin 5 x10°
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log/mL olacak sekilde her kuyucuk igerisine 50 pL. mikroorganizma siispansiyonu
eklenmis ve mikroorganizmalarin ¢ogalmasim1  Onlemek amaciyla kullanilan
antimikrobiyal o6rnegin nominal degeri i¢in o numunenin en kiigiik degeri olarak
tanimlanmaktadir. Kuyucuklar da renk degisiminin olmadigi yani mikrobiyal biiyiime
olmayan son tiip ise kullanilan polimer drneklerinin MIK degeri olarak kabul edilmistir

(mg mL™) (NCCLS, 2000) ve test ii¢ kez tekrarlanmustir.

4.2.3.5. Istatistik Analizi

Istatistiksel analizler IBM SPSS®22 (Windows) bilgisayar paket programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Gruplar arasi farkliligin belirlenmesi icin ANOVA (One

Way) testi kullanilmistir. Nicel degerle ortalama + standart hata (Ort.=SH) olarak ifade
edilmektedir.
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5. BULGULAR

5.1. Kitosan-Graft-Poli(N-2-Hidroksipropil)metakrilamid) Polimerinin FT-IR

Spektrum Analiz Sonuglari

Tez kapsaminda sentezlenen polimerin karakterizasyonu FT-IR analiz yontemi ile
yapildi. IR spektrumlari, ATR (azaltilmis toplam yansitma) ile Jasco 6700 FT-IR marka
spektrometresi ile yapildi. Filmler tarama igin preslenme yontemi ile olusturuldu.
Spektrumi 400 ile 4000 cm™ araliginda kaydedildi. Sekil’de Kitosan-graft-poli(N-2-
Hidroksipropil)metakrilamid) FT-IR spektrumunu gostermektedir. Sentezlenen polimerin
yap1 karakterizasyonu sadece IR ile aydinlatilmistir. Kitosana ait FT-IR spektrumuna
bakildiginda,

3445-3452 cm™ dalga boyundaki genis pik kitosanin karakteristik piki olan —~OH
grubuna, 1659-1660 cm™ dalga boyundaki pik amit N-H egilmesine, 2930 cm™’daki pik
ise yine kitosanin karakteristik piki olan CH2’nin asimetrik egilme pikine aittir. Amitli
monomerin karakteristik piklerine bakilacak olursa; 3270 cm™’ deki band amit grubuna,
3000-3450 cm™’ deki genis band hidroksil grubuna (kitosanla i¢ ice ge¢mis olabilir), 3042
cm™® deki band vinil grubuna, 2790 cm™’ deki band alifatik karbonlara, 1650 cm™'deki
band karbonil grubuna ve 1600 cm™* deki band karbon-karbon ikili bagina aittir.

100 TN

% T 80

60

40

4000 3000 2000 1000 400

Dalga bovu (cm)

Sekil 5.1. Kitosan-graft-poli(N-2-Hidroksipropil) metakrilamid) graft Polimerinin FT-IR
Spektrumu
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5.2. Kitosan-graft-poli(N-2-Hidroksipropil)metakrilamid) Polimerinin Termal

Analiz Ol¢iim Sonuclar:

Termal analiz cihazi ile polimerlerin termal bozunmasi termogravimetrik analiz
(TGA) olglimleri ile belirlendi. Bu amagla alinan belirli miktarlardaki polimer 6rnekleri
azot gazi atmosferinde TGA da 10 °C/dk 1sitma hiziyla 600 °C’ ye kadar isitilarak TGA
egrileri kaydedildi. Bu ¢alismada hazirlanan. Polimerin termal bozunma sicakligi 216 °C
olarak belirlenmistir. %50 bozunma sicakligina karsilik gelen deger 360,06 °C’dir. 600
°C’deki atik miktar1 yaklasik olarak %3 civarindadir. Yani bozunmadan kalan madde

miktar1 tim madde mikarinin yaklasik % 3’1 kadardir.

TGA Temp
mq C

\ 1 600.00

[,
w
o

Sekil 5.2. Kitosan-graft-poli(N-2-Hidroksipropil)metakrilamid) Polimerinin TGA Egrisi

5.3. Kitosan-graft-poli(N-2-Hidroksipropil)metakrilamid) Polimerinin SEM

Analizi Sonuclan

Astlanmis polimerin yiizey morfolojileri, Sekil 6.3’de verilen SEM analizi ile
incelenmistir.  Kitosan-graft-poli(N-2-Hidroksipropil)metakrilamid) numunesinin SEM
goriintlistinde kitosan omurgasindaki asilanmis zincirler nedeniyle piiriizlii ylizeyleri
oldugu goriilmektedir. Kitosan polimeri, poliN-HPMAA zincirleriyle es zamanli asilama,
daha kompakt bir yiizey morfolojisi liretmek igin gozenekleri doldurur (Bahramzadeh vd.
2019).
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Sekil 5.3. Kitosan-graft-poli(N-2-Hidroksipropil)metakrilamid)  Polimerinin SEM
GOruintisi

5.4. Disk Diffiizyon Analiz Degerleri

1 numradaki kitosan ve saf suyun karigimi ile elde edilen solisyon (K+S) disklere
emdirilmis olup gram negatif bakterilerden K. pneumoniae iizerinde ve gram pozitif
bakterilerden S. aureus, E. faecalis iizerinde 12.3 mm / inhibisyon zon ¢ap1 ile gelisimi
tizerinde anlamli diizeylerde engellemistir (p<<0,0001; cd). 2 numara kitosan ve % 2 lik
asetik asit ile ¢oziindiiriilmiis solisyonun (K+A) antibakteriyel etkisi incelendiginde 12,3-
14,3 mm / inhibisyon zon c¢api ile tiim bakterilerin gelisimini olduk¢a anlamli diizeyde
engellemistir (p<0,001; d). Kitosan asetik asit ¢ozeltisi (K+A), kitosan safsu ¢ozeltisi
(K+S) emdirilmis disklere gore bakteriler lizerinde daha yiiksek antibakteriyel etkinlige
sahip olmasi asetik asidin kitosanin etkinligini dahada arttirdigini gostermektedir.
3(K+HPMA+A) numaraya bakildiginda antibakteriyel etkinligin daha da arttigi tespit
edilmistir (K. pneumoniae: 16,3 mm / inhibisyon zon ¢api, E. coli:14,3 mm / inhibisyon
zon ¢api, S. aureus ve E. faecalis: 16,3 mm / inhibisyon zon ¢ap1). Kontrol antibiyotigine
bakildiginda (10 pg disk-1); N-2-Hidroksipropil metakrilamit (K+tHPMA+A) ve % 2’lik
asetik asit ¢ozeltisi emdirilmis disklerin S. aureus, E. faecalis iizerinde gosterdigi

antibakteriyel 6zelligin ayni oldugu, K. pneumoniae ve E. coli iizerinde ise polimerin
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antibakteriyel etkinliginin oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak polimerin hem kitosan
hemde standart antibiyotik den daha etkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica kitosanin
dozajinin arttirilmasi ile bakterisidal 6zellige sahip olduguda goriilmiistiir (Tablo 6.1, Sekil
6.4).

Tablo 5.1. Disk diffiizyon yontemi kullanilarak 300 mikrolitre (8.85 mg’ lik)
konsantrasyonda  polimer emdirilmis  disklerin  mikroorganizmalar  {izerindeki
antimikrobiyal etkileri

. Inhibisyon zon Cap1
Patojenler (mm / inhibisyon zon ¢api)
Test Pozitif Kontrol
A . 1 (K+S) 2(K+A) 3(K+HPMA+A) 4(A) Standart
Mikroorganizmalari Antibiyotik
K. pneumoniae 12.3+£0.3 o 14.340.39 16.3+0.3 9 - -
E. coli - 12.340.3 ¢ 14.3+0.3 ¢ - -
S. aureus 12.3+0.3 14.3+0.3 9 16.3+0.3¢ - -
E. faecalis 12.3+0.3 «d 14.340.39 16.3+0.3 ¢ - -

Pozitif Kontrol: ampisilin sulbaktam antibakteriyel disk 5 ug disk-1, Negatif kontrol olarak %2
asetik asit (4:A) kullanildi. Zon g¢aplarinin yorumlanmasi (mm); zon ¢apt >11 mm (bakterisidal;
p<0,0001; cd, p<0.001; d), bakteriyostatik; 8-10 c: p<0.01, duyarh degil (-) (a: p>0.05)

Tablo 6.2 de 1(K+S), 2(K+A), 3(K+tHPMA+A), 4(A) numarali solisyonlarin dozaji
diisiiriilerek bakteriler iizerinde denendiginde 1(K+S) ve 4(A) numaranin test edilen
bakteriler tizerinde herhangi bir antibakteriyel etkinliginin olmadig1 goriilmistiir. 2 (K+A)
ve 3(K+HPMA+A) numaraya bakildiginda E. coli disinda tiim bakterilerin gelisimini
bakteriyostatik ve bakterisidal olarak engelledigi  goriilmiistir. 10 pg disk™
konsantrasyondaki standart antibiyotik gram pozitif bakteriler iizerinde antibakteriyel
ozellik gosterirken 5 pg disk™ konsantrasyondaki antibiyotik herhangi bir bakteri iizerinde
etkili olmadigi tespit edilmistir (Tablo 6.2, Sekil 6.4, Sekil 6.5).
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Tablo 5.2. Disk diffiizyon yontemi kullanilarak 300 mikrolitre (4.425 mg’ lik)
konsantrasyonda  polimer emdirilmis  disklerin  mikroorganizmalar  {izerindeki
antimikrobiyal etkileri

Patojenler Inhibisyon zon ¢ap1 (mm / inhibisyon zon ¢ap1)

Test Pozitif Kontrol
. . 1 (K+S) 2(K+A) | 3(K+HPMA+A) | 4(A) Standart

Mikroorganizmalari Antibiyotik

K. pneumoniae - 9.3+0.3¢ 12.3+0.3 - -

E. coli - - - - -

S. aureus - 10.3+0.3 € 12.3+0.3 - 16. 33+0.33 ¢

E. faecalis - 9.3+0.3° 12.3£0.3 - 16.33+0.3¢

Pozitif Kontrol: ampisilin sulbaktam antibakteriyel disk 5 pg disk-1, Negatif kontrol olarak %2
asetik asit (4:A) kullanildi. Zon ¢aplarinin yorumlanmasi (mm); zon ¢ap1 >11 mm (bakterisidal;
p<0,0001; cd, p<0.001; d), bakteriyostatik; 8-10 c: p<0.01, duyarh degil (-) (a: p>0.05)

K. pneumoniae E. coli S. aureus E. faecalis

Sekil 5.4. Disk difflizyon metodu ile yiliksek konsantrasyonda (0.118 gr’ lik) 1: K+S, 2:
K+A, 3:K+HPMA+A, 4: A solisyonlart’nin (300 pL /disk) antimikrobiyal 6zelliginin petri
kutularindaki goriintiisii ampisilin sulbaktam: Spg disk-1
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K. pneumoniae S. aureus E. faecalis

Sekil 5.5. Disk diffiizyon metodu ile diisiik konsantrasyonda (0.059 gr’lik) 1: K+S, 2:
K+A, 3:K+HPMA+A, 4: A solisyonlari’nin (300 pL /disk) antimikrobiyal 6zelliginin petri
kutularindaki goriintiisii ampisilin sulbaktam: 10pg disk-1

5.5. Minimal inhibisyon Konsantrasyon Analiz Degerleri

Tablo 6.3 ve Sekil 6.6 incelendiginde E. coli iizerinde 1 (K+S), 2 (K+A), 3
(K+HPMA+A), 4 (A) solisyonlarinin 250 pL baslayan konsantrasyonlar1 incelendiginde;
1 (K+S) ve 4 (A) haric 2 (K+A) ve 3 (K+HPMA-+A) numarali solisyonlarin tiim
konsantrasyonlarda etkili oldugu bulaniklik gozlenmedigi tespit edilmistir. S. aureus ve K.
pneumoniae bakterisinin tizerinde ise 1 (K+S) ve 4 (A) de bakteri tiremesi gozlenirken, 2
(K+A) ve 3 (KFtHPMA+A) numaralar da 5’ inci kuyucuk da (Mik degeri: 15.625 uL)
bakteri iiremesinin olmadigi tespit edilmistir. E. faecalis bakterisinin gelisimine
bakildiginda; 1(K+S) ve 4 (A) de tlireme olurken, 2 (K+A) de 5. kuyucuk (Mik degeri:
15.625 puL) ve 3 de ise 3. kuyucuk da (Mik degeri: 62.5 pL) bakteri iiremesi olmamustir.

Tablo 5.3. Minimum inhibisyon konsantrasyonu ile (MIK:250 pL) yiiksek
konsantrasyondaki polimer (7.375 mg’ lik) solisyonlarinin en kiiciik dozajdaki
antibakteriyel etkileri

. Inhibisyon Bolgesi (L)
Patojener MIK Degerleri
Test Mikroorganizmalari 1:K+S 2:K+A 3(K+HPMA+A) 4(A)
K. pneumoniae - 15.625 15.625 -
E. coli - 15.625 62.5
S. aureus - 15.625 31.85
E. faecalis - 15.625 62.5
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Sekil 5.6. Minimum inhibisyon konsantrasyou (MiK:ZSd uL) ilé 1:K+S; 2:K+A,
3. K+HPMA+A, 4: A solisyonlari’nin antimikrobiyal o6zelliginin mikroplak’daki’
goruntist.

Not: Seyreltmeler mikroplak igindeki soldan saga dogru 1.2.3.4.5.kuyucuklarda yapilmstir. 250, 125, 62.5,
31.85, 15.625 mikrolitre &rnek ilavesi + 50 mikrolitre mikroorganizma kiiltiirleri ve broth ilavesi. Yukaridan
asagiya 1.2.3.4 ile isaretlenmis kuyucuklar 6rneklerin listelendirilmesidir.
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Yapilan bir ¢alismada kitosan film formiilasyonuna iki farkli (%1 ve %3)
konsantrasyonda etil piriivat ilave edilerek, ¢evre dostu bir ambalaj materyali gelistirilmek
istenmis bu film oOrnekleri incelendiginde; %] etil piriivat eklenmis filmlerin E. coli
O157:H7, B. cereus ve S. aureus suslarina kars1 gosterdigi antibakteriyel etkiyi énemli
diizeyde arttirmistir. Ayrica film formiilasyonunda, etil piriivat konsantrasyonu arttik¢a
antimikrobiyal etkinin 6nemli diizeyde azaldig: belirlenmistir (Kaya ve ark., 2021). Bizim
calismamizdada kitosana poli N-(2-Hidroksipropil)metakrilamid)(HPMA) polimer
eklenmesi ile S. aureus, E. faecalis suslarina karsi gosterdigi antibakteriyal ozelligini
arttirdig1 goézlenmistir.

Dogada yaygin ve bol miktarda bulunmasi, yiiksek canlilara karsi toksik etki
gdstermemesi, mikroorganizmalar1 inhibe etmesi, biyolojik olarak parcalanabilmesi, biyo-
uyumlu olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle kitosan basta gida olmak iizere kozmetik, ziraat,
tip, tekstil, biyoteknoloji gibi bir¢cok alanda kullanim olanagi bulundugu yapilan bir
calisma ile ifade edilmistir (Yildirinm ve ark., 2016). Buna gore kitosanin gosterdigi
antibakteriyal Ozellik hem bu ifadeyi bir kez daha dogrularken hemde toksik etki
gdstermemesi nedeni ile kullanimi ¢aligmanin bir baska dnemli niteligini vurgulamaktadir.

N-2-hidroksipropil metakrilamit (HPMA), bir polimer olarak c¢esitli antimikrobiyal
ozellikler gostermektedir. Bu 6zellikleri sayesinde bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
potansiyel bir malzeme olarak dikkat ¢gekmektedir.

N-(2-hidroksipropil)metakrilamidin kopolimerlerinin Staphylococcus aureus 209
P'nin bliylimesini engelleyen antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir
(Solovsky ve ark., 1983).

N-(2-hidroksipropil)metakrilamit homopolimerlerin kullanildigi kemodegradasyona
ugrayan polimerlerin ¢esitli siniflardaki antibiyotiklerin tasiyicilar: olarak kullanilabilecegi
baska bir ¢aligmada belirtilmistir (Solovskij ve ark., 2004).

poli(N-2-hidroksipropil metakrilamid) poli(HPMA) dayal1 oksasilin
polyesterlerinin ~ St. aureus'a gore kayda deger antimikrobiyal aktivite sergildigi
saptanmistir (Solovskii ve ark. 2005).

Yapilan bir c¢alismada  poli(metilmetakrilat-ko-dimetilakrilamid) ile kaplama
yapilmis kataterlerde bakterileri %96 azaltarak en i1yi performansi gostermistir (Haktaniyan
ve Bradley, 2022).

Son yillarda N-(2-hydroxypropyl) methacrylamide  diger adi1 ile HPMA

kopolimerlerine dayali konjugatlar, oligopeptid araparcalarina polimer zinciri ile
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baglanmis bakteriyostatik 6zellikteki ilaglar olarak canlida gerekli ilag salinimini saglam
ada genis uygulama alani1 bulmustur. HPMA kopolimerleri biyolojik olarak uyumlu ve
suda ¢oziiniir 6zelliktedir (Nzarova ve ark., 1993).

Bir ¢alismada, kendi kendine iyilesme problemi olan ve enfeksiyon riski yiiksek
yaralar i¢in, poli(4-vinil piridin) ve hidroksipropil metakrilamid (HPMA) bazli, iyilesme
mekanizmasini gii¢lendiren ¢ift katmanli yara pansuman malzemelerinin iiretilmesi ile bu
malzemeler yaray1r mikroorganizma istilasindan kaynaklanan ikincil travmalardan korumak
icin tasarlanmis olup, toksik madde salinimi sorunu tasimamakta oldugu ifade edilmistir.
Ayrica materyallerin antimikrobiyal 6zellikleri sirasiyla Escherichia coli, Staphylococcus
aureus ve Candida albicans'a kars1 incelendi. Sonuglara gore Staphylococcus aureus ve
Candida albicans'a kars1 ¢ift katmanli, antibakteriyel ve antifungal, yara iyilesmesini
uyarabilen ve sisme kapasitesi yiiksek gecici yara Ortiileri basariyla elde edildigi
belirtilmistir. Bu tiir uygulamalar, bakteriyel biofilmlerin 6nlenmesi ve tedavisinde etkili
olmustur (Isoglu ve ark., 2018).

Antimikrobiyal peptidler ve  HPMA, siprofloksasin ile kombinasyon halinde
uygulandiginda Acinetobacter baumannii biyofilm olusumuna kars1 giiglii bir sinerjistik
etki gosterdi. HPMA ve antibiyotiklerin diger kombinasyon aktivitelerinin kismi veya ilave
sinerjistik etkilesimler oldugu etkinliginin arttig1 gozlemlenmistir (Gopal ve ark., 2014).

Bir calismada, kendiliginden antibakteriyel 6zellige sahip bir hidrojel iiretimi ile
ilgili yapilan calismada biyomedikal alanlarda en ¢ok kullanilan hidrofilik polimerlerden
N-2-hidroksipropil metakrilamit (HPMA) eklenmesi ile yiiksek biyo-uyumluluk 6zelligi
kazanacagl ve bu sayede basta yara Ortiisii olmak iizere ¢esitli doku miihendisligi
caligmalarinda kullaniminin elverigli olacagi diistintildigli belirtilmis, ayn1 zamanda
yiikksek biyouyumluluk gostermesi, toksik etki yaratmamasi ve yilizey adsorbsiyonunu
azaltmasi gibi 6nemli 6zellikleri oldugu ifade edilmistir (Nikbay, 2021). Kitosanin olumlu
ozelliklerinin yanisira, N-2-hidroksipropil metakrilamit (HPMA) kopolimerininde tasidigi
onemli ozellikler ve bu iki bilesigin bi araya gelerek antimikrobiyal etkilerinin artmasida
calismanin insan saghigint tehdit edecek bir durumun s6z konusu olmadigini
ispatlamaktadir.

HPMA ile ilgili Yara ortiileri ve diger biyomedikal uygulamalar i¢cin, HPMA'nin
bakteriler tiizerindeki etkisinin molekiiler diizeyde incelenmesi, HPMA'min diger
antimikrobiyal ajanlarla birlikte kullanildiginda gosterdigi sinerjik etkiler ile ilgili

konulara odaklanilmistir. HPMA'mimn antimikrobiyal o6zellikleri iizerine yapilan
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aragtirmalar, bu polimerin potansiyelini ve uygulama alanlari1 genisletmektedir.
Calismamizda elde edilen verilere gore;  N-(2-hidroksipropil)metakrilamidin
kopolimerlerinin ve kitosanin kombinasyonu ile gdsterdigi antibakteriyal 6zelligin daha
yiiksek olusu, her iki polimerin bir araya gelip sinerjistik etki géstermesinin sonucudur.
Kitosan, bakteriyostatik ve antifungal 6zellikleri ile bilinen bir biyopolimerdir.
Cesitli mikroorganizmalara karsi etkili oldugu gosterilmistir. Kitosanin antimikrobiyal
aktivitesi, molekiil agirligina, deasetilasyon derecesine ve ortam pH'mma bagli olarak
degisiklik gostermektedir. Genel olarak, belirli molekiil agirliklarinin antimikrobiyal
etkinligi artirdigi bulunmustur (Cesur, 2024). Benzer sekilde, kitin ve kitosanin birkag
tirevinin, E.coli, S. aureus ve bazi Bacillus tiirlerinin gelisimlerini engelledigi
gosterilmistir (Kurtulus ve Vardar, 2020). Antimikrobiyal aktivite acisindan, kitosan film
olusturma ¢ozeltileri Escherichia coli ve Lactobacillus plantarum'a karsi antimikrobiyal
davranig gosterdigi saptanmistir (Leceta ve ark., 2013) Kitosan filmlerin hazirlanmasi,
mekanizmasi, antimikrobiyal aktivitesi, biyosit 6zelliklerinin optimizasyonu ve gidalarin
kalitesinin ve raf Omriiniin iyilestirilmesi i¢in biyokatalizorler dahil olmak {izere
uygulamalari mevcut olduguna dair bir ¢alismada ifade edilmistir (Dutta ve ark., 2011). S.
aureus gibi gram pozitif bakterlerin yanisira E. coli ve Salmonella spp. gibi gram negatif
bakterilere kars1 Kitosanin mikro veya nanopartikiiller formunun antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu ayrica Kitosanin nanopartikiiller L. monocytogenes iizerinde etkili oldugu
saptanmugtir (Pereira ve ark. 2023). Bir ¢caligmada K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinin
gelisimini diisiiren kitosanin oldugu saptanmistir (Campana ve ark., 2017). Elde ettigimiz

veriler bu ifadeler ile paralel nitelikte tagimaktadir.

32



6. SONUCLAR VE ONERILER

Gidalarda goriilebilecek mikrobiyal gelisme, biyotoksinler, mikotoksinler, kimyasal
kontaminantlar insan sagligim1 tehdit edecek boyuta gelebilmektedir. Bu nedenle gida
kaynakli hastaliklarin ortaya ¢ikmasi ve bunlarin salgin haline doniisebilmesi bir toplumu
saglik, ekonomik ve sosyal agidan etkilemektedir. Diinyada bircok iilke gida giivenligi
konusunda pek ¢ok girisimde bulunmasina ragmen her yil milyonlarca insanin mikrobiyal
kontaminasyona maruz kalmis gidalar1 tiiketmesi sonucunda sik sik gida enfeksiyonu ve
zehirlenme vakalart goriilmektedir. Gidalarda gilivenligin artirimini saglayacak tekniklerin
gelistirilmesi tiim diinyada gida alaninda oncelikli arastirma konularindan biri haline
gelmistir. Antimikrobiyal maddelerin cesitli sekillerde gidalara uygulanmasi ile gida
giivenligini artirict ¢aligmalara katkida bulunulmustur.

Antimikrobiyal maddelerden biri olan biyopolimerlerin pek¢ok sentetik kaynakli
ilaglar gibi insan viicudunda beklenmedik ve istenmeyen yan etki olusturmamasi, ¢ok fazla
etkiye sahip olurken sentetik ilaglarin genelde tek bir etkiye sahip olabilmesi gibi
ozelliklerinden dolay1 ilgi odagi haline gelmistir. Ayrica saglik agisindan giivenilir olmasi,
basit teknoloji gerektirmesi, iiretim maliyetlerinin diisiik olmasi1 ve c¢evreyi kirletici
etkilerinin olmamasi en 6nemli avantajlaridir.

Bu yilizden ¢aligmanin ilk amaci dogal kaynakli bir polimerin antimikrobiyal bir
ajan olan kitosan eklenerek sentezlenmesidir. Bu polimerin yani Kitosan-graft-poli(N-(2-
Hidroksipropil)metakrilamid) polimerinin sentezi ve karakterizasyonu ile polimerin
sentezi, karakterizasyonu ve potansiyel uygulamalart hakkinda ayrintili bir bilgi
vermektedir. Buna gore: Infrareddeki (IR) ipikler yapiy1 destekler niteliktedir. Polimerin
termal kararliligini 6lgmek i¢in TGA analizi yapilmigtir. Polimerin termal bozunma
sicakligt 216 °C olarak belirlenmistir. %50 bozunma sicakligina karsilik gelen deger
360.06 °C’dir. 600 °C’deki atik miktar1 yaklasik olarak %3 civarindadir.  Yiizey
morfolojisi icin SEM goriintiileri alinmistir. Yapinin gézenekli olmasi monomerin kitosana
asilandiginin  gostermektedir.  Bu polimerin biyolojik olarak uyumlu olmasit ve
biyomalzemeler, ilag tasima sistemleri ve doku miihendisligi gibi cesitli alanlarda
potansiyel uygulamalar1 bulunmaktadir. Bu sayede polimerin hiicre uyumlulugu, biyolojik
bozunabilirligi ve doku rejenerasyonunda potansiyel kullanimi arastirilabilecektir. Ikinci
ve temel amaci da; Antimikrobiyal ajanlarin polimerik materyallere dahil edilmesiyle

ortaya ¢ikan triinden ‘’Kitosan-graft-poli(N-(2-Hidroksipropil)metakrilamid’’ baliklarda
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bulunan gida kaynakli bazi patojenler ilizerindeki antimikrobiyal 6zelliklerinin besiyeri
ortaminda belirlenmesidir. Kitosan dogal bir biyopolimerdir. Ancak beraber sentezi
yapilan monomerin amin (NH2) gruplarida polimerin biyolojik olarak aktif olmasina
etkendir.

Diinyada gida kokenli hastaliklar 6nem arz eden bir problem teskil etmeye devam
etmektedir. Gida zehirlenmeleri, koruyucu onlemler alinmasina karsin halen hem
tiikketicileri hem de gida endiistrisinde tehdit unsuru olmaktadir. Buna karsin tiiketicilerin,
koruyucu eklenmis gidalardaki giivenlik konusunda endiseleri mevcuttur. Bu nedenle, gida
kokenli hastalik olaylarinin azimsanmasi i¢in daha etkili ve daha yeni tekniklere ilgi
dahada artmaktadir (Alzokery ve Nakahara, 2003: Koyuncu ve ark. 2008). Yapilan
arastirmalarin sonucunda, kitosan gibi dogal kaynaklardan elde edilen antimikrobiyal
maddelerin daha giivenilir bir gida liretimine katkida bulundugunun alt1 ¢izilmektedir. Bu
calismadan elde edilen sonuglar kitosan igerikli polimerlerin antibakteriyal 6zelligini

ortaya koymustur. Elde edilen veriler, de bu durumu destekler nitelik tagimaktadir.
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