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OZET

Helicobacter pylori”’nin Eradikasyonunda Etkili U¢ucu Yaglarin ve Klaritromisinin

Kitosan Bazli Mikrokiirelerden Kontrollii Salimi

Ugucu yaglar hidrofobik, kuvvetli kokulu ve hidrofobik sivilardir. Icerdikleri aktif
bilesenlerden dolay1 antimikrobiyal ve antioksidatif etki gosterirler. Bu calismada, H. pylori’nin
eradikasyonunda kullanilabilecek limon otu yagi, kekik yagi, karanfil yagi, limon yag1 ve tar¢in
yag1 gibi ucucu yaglarin ve klaritromisinin minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin (MIK)
belirlenmesi, ugucu yag ve/veya antibiyotik yuklii kitosan bazli mikrokiirelerin hazirlanmasi;
hazirlanan mikrokiirelerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi; in vitro sistemlerde
ilag ve ugucu yaglarin kontrollii salim kinetiklerinin incelenmesi amaglanmistir. H. pylori NCTC
11637 standard susuna kars1 klaritromisin ve bes ugucu yagin MiK degeri agar diliisyon metodu
ile belirlenmistir. Her bir ugucu yagin ve klaritromisinin stok soliisyonundan iki kat seri
diliisyonlar ile sirasiyla 1000-1pg/ml ve 8-0.0037pg/mL araliginda konsantrasyonlar elde edildi.
H. pylori’ye kars1 limon otu yagi, tar¢in yagmin, karanfil yagi, limon yagi, kekik yagi ve
klaritromisinin minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MIK) sirastyla 62, 8, 125, 500, 62 ve
0.125pg/ml olarak saptandi. Ayrica ugucu yaglarmn antioksidan aktiviteleri de belirlendi. MiK
degeri en diisiik olan tar¢in yagi ile klaritromisin yiiklii kitosan mikrokiireler piiskiirtmeli
kurutma yontemi ile elde edildi. Mikrokiirelerin yiizey morfolojileri, termal 6zellikleri, sisme ve
bozunma oOzellikleri incelendi. Bu mikrokiirelerden salinan tar¢in yagi ve klaritromisinin H.
pyvlori tizerindeki etkisi sivi besiyerinde 48 saat boyunca incelendiginde H. pylori liremesinin
inhibe edildigi saptandi. Buna gore pliskiirtmeli kurutma esnasinda tar¢in yagi ve klaritromisinin
aktivitesini  kaybetmedigi belirlendi. H.pylori enfeksiyonu eradikasyonunda kitosan
mikrokiirelere yiiklenmis tar¢in yaginin tek basina ya da antibiyotik ile birlikte kullaniminin,
antibiyotik direncinin bulundugu durumlarda alternatif bir tedavi yontemi olarak kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.



ABSTRACT

Controlled Release of Clarithromycin and/or Essential Oils Effective in Helicobacter pylori

Eradication from Chitosan Based Microspheres

Essential oils are hydrophobic, strong smelling volatile liquids with antimicrobial and
antioxidant activities due to their active components. In this study, it was aimed to determine the
minimum inhibition concentrations (MIC’s) of clarithromycin and some essential oils that can be
used in H. pylori eradication such as lemongrass oil, thyme oil, clove leaf oil, lemon oil and
cinnamon bark oil; to obtain the essential oil and/or antibiotic loaded chitosan based
microspheres; to determine the physical and chemical properties of resultant microspheres; to
investigate the drug and essential oil release kinetics in vitro. The MIC’s of five essential oils and
clarithromycin against H. pylori NCTC 11637 were determined by agar dilution method. The
two-fold serial dilutions of each essential oil and clarithromycin were obtained in the ranges of
1000-1pg/ml ve 8-0.0037pg/mL, respectively. The MIC values of lemongrass oil, cinnamon bark
oil, clove leaf oil, lemon oil and thyme oil against H. pylori were determined as 62, 8, 125, 500,
62 and 0.125pg/ml, respectively. In addition, the components and the antioxidant activities of
these essential oils were determined. Clarithromycin and cinnamon bark oil, having the lowest
MIC value among five essential oils, loaded chitosan microspheres were obtained by spray
drying. The surface morphology, thermal properties, swelling and degradation properties of
microspheres were investigated. When the effects of cinnamon bark oil and clarithromycin
released from the microspheres on H. pylori in broth for 48 hours were investigated, it was
observed that the growth of H. pylori was inhibited. Therefore, it was concluded that the activity
of cinnamon bark oil and clarithromycin remained constant during the spray drying. The use of
cinnamon bark oil loaded chitosan microspheres as itself or by combining with antibiotics can be

an alternative method in H. pylori infections treatment in the case of an antibiotic resistance.



1. GIRIS

Helicobacter pylori (H. pylori), spiral yapida, flajellali, insan gastrik epitel hiicresinde
kolonize olan Gram negatif mikroaerofilik bir bakteridir (Allen, 2007; Clyne, 2007; Nilsson
2002; O’Toole, 2000). H. pylori ile iliskili gastrik hastaliklarin peptik iilser, duedonal iilser,
atrofik gastrit, gastrik mukozal-iligkili lenfoid doku (MALT) lenfoma, gastrik kanser ve non-
kardia gastrik adenokarsinoma riskini arttirdigi bildirilmistir (Demiray, 2006; Kusters, 2006;
Panayotopoulou, 2007). 1994 yilinda, *’International Agency for Cancer Research (IACR)”’
tarafindan H. pylori’nin insanlarda karsinogenez olusumuna neden oldugu bildirilmis (Dunn,
1997; ve Smuf I karsinojen olarak smiflandirilmistir (Demiray, 2007; Qiao, 2007; Radosz-
Komoniewska, 2005).

H. pylori’nin dogal habitati insan midesidir, ancak yasam boyu enfeksiyona neden
olabileceginden diger habitatlarda da yasayabildigi bildirilmistir. Insandan insana gecis olasi
bulas seklidir. Fekal-oral ve oral-oral bulas da bildirilmistir (Demiray, 2006; Dunn 1997; Forbes,
2002; Kusters, 2006; Lehours, 2007). En az goriilen bulas yolu bir kisinin gastrik mukoza ile
enfekte olan tiipler, endoskoplar ve materyaller ile baska kisilere bulasma sekli (iatrojenik)dir.
Fekal-oral bulas en 6nemli olanlar arasinda yer alir. H. pylori enfeksiyonu ile enfekte ¢cocuklarin
diskilarindan H. pylori izolasyonu yapilmis olmasina ragmen, fekal izolasyon ¢ok fazla yaygin
degildir. Besin yoluyla bulas da ispatlanmistir. Kusmuktan H. pylori’nin aspirasyon ile bulasi
diger bir olasilik olarak diisliniilmektedir (Dunn, 1997). H. pylori dis plaklarindan, insan ve
hayvan fegeslerinden izole edilmistir ve bir¢ok ¢alismanin sonucunda H. pylori’nin akuatik (suda

yasayan) cevrelerde bulundugu bildirilmistir (Cellini, 2008; Kusters, 2006).

H. pylori prevelansi genis bir cografik c¢esitlilik gostermektedir. Cografik bolgelerde, H.
pylori prevelansi ¢cocukluk ¢agi boyunca yasanilan ortamdaki sosyoekonomik durum ile ters bir
korelasyon gostermektedir. H. pylori prevelansi en yiiksek %69 en diisik ise %11 oldugu
bildirilmistir (Bruce, 2008). Bat1 iilkelerinde, H. pylori prevelanst genellikle gelismekte olan
tilkelerde birinci ve ikinci jenerasyondan yapilan gocler arasinda olduk¢a onemli bir fark

gozlenmistir (Kusters, 2006).

H. pylori insanlarda en c¢ok enfeksiyon olusturan bakterilerden biridir ve bazi

populasyonlarda %80’e kadar yliksek prevelans gosterir (Clyne, 2007). Gelismekte olan



iilkelerde H. pylori enfeksiyonu prevalanst %70-90, gelismis iilkelerde %25-50’dir (Demiray,
2007).

Giincel tedavi yontemi PPI ve amoksisilin ve klaritromisin igeren iki veya daha fazla
antibiyotik tedavisinden olusur. Ancak, H. pylori antibiyotik direncinin artmasi halen daha
biiylimekte olan bir problemdir (Mogg, 2008).

H. pylori enfeksiyonu tedavisinde uygulanan mevcut ilag ve yontemlerin dezavantajlari
nedeniyle alternatif ilag ve yontemler iizerine g¢aligmalar bulunmaktadir. Halen tedavi igin
kullanilan antibiyotiklerin yan etkilerinin fazla olmasi, midede dayanimlarmin diisiik olmas1 ve
bakterinin bu antibiyotiklere kars1 direng gelistirmesi baslica sorunlardir.

Ucucu yaglar, bitkilerin ¢igek, tohum, yaprak, meyve ve koklerinden genellikle distilasyon
ya da ekstraksiyon islemleriyle elde edilen ugucu, kuvvetli kokulu ve hidrofobik sivilardir.
Icerdikleri aktif bilesenlerden dolay:r antimikrobiyal ve antioksidatif etki gosteritler. Bitkisel
iriinler yillardan beri bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilmakta olup, bu bitkilerden elde edilen
ucucu yaglara karsi bakterilerin direng gosterdigi saptanmamistir. Dolayisiyla ugucu yaglarin
antibiyotiklerle kombine olarak ya da antibiyotiklere alternatif olarak H. pylori eradikasyonunda
kullanimi umut vaat eden bir diistincedir.

Kitosan polikatyonik, biyouyumlu, biyobozunur ve biyoyapiskan Ozellikte dogal bir
polimerdir. Son yillarda yayinlanan c¢aligmalarda kitosanin mukoyapigkan ila¢ salim sistemi
olarak uygulanabilecegi gosterilmistir. Literatiirde kitosan bazli mikrokiirelerden H. pylori
eradikasyonunda kullanilan ¢esitli antibiyotiklerin in vitro kontrollii salim c¢aligmalar
bulunmaktadir (Hejazi, 2002; Hejazi, 2004; Majithiya, 2005; Patel, 2007). Bu calismalar
mikrokiirelerin hazirlanmasi, karakterizasyonu ve in vitro ilag salim kinetigi ile ilgili veri
saglamaktadir ancak in vivo ¢alismalar yetersizdir. Ayrica literatiirde kitosan bazli
mikrokiirelerden ucucu yag salimi ve ucucu yag-antibiyotik etkilesimi ile ilgili herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Tip ve biyoteknolojide kullanimi giderek yayginlasan kitosan gibi
onemli bir maddenin bu alanda kullanimina ydnelik olarak elde edilecek bilgiler hem bilimsel
hem endiistriyel acidan 6nemlidir.

H. pylori’nin eradikasyonunda kullanilabilecek ucucu yaglarin ve klaritromisinin
minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin (MIK) belirlenmesi, ucucu yag ve/veya antibiyotik

yiiklii kitosan bazli mikrokiirelerin hazirlanmasi; hazirlanan mikrokiirelerin fiziksel ve kimyasal



Ozelliklerinin belirlenmesi; in vitro sistemlerde ilag ve ugucu yaglarin kontrollii salim

kinetiklerinin incelenmesi projenin amaglaridir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Helicobacter pylori

2.1.1. Tarihce

Helicobacter ismi Yunan dilinde spiral anlamina gelen “hélix/émE” kelimesinden
tiiretilmistir (http://en.wikipedia.org/wiki/Helicobacter pylori). Yapilan yeni ¢aligmalara gore; H.
pylori’nin insanlarda 60,000 yildir enfeksiyon olusturdugu ve genetik transformasyonun
insaninki ile benzer zamanlarda gerceklestigi i¢in insan gocli ve farklilagma arastirmalarinda
model olarak diisiiniilmektedir. Insan populasyonunun cografik dagilim olarak Dogu Afrikadan
baslayarak Bati Avrupaya, Dogu Asya’ya ve Gliney Afrika’ya dagildigi bilinmektedir. H. pylori
suslarinin ise; benzer sekilde cografik dagilim olarak Avrupa icin bir kisim, Asya i¢in iki kisim
ve Afrika i¢in ii¢ kisim olmak {izere dagilim gosterdigi bilinmektedir (Swaminathan, 2007).

1994°de “National Institutes of Health (NIH)” tarafindan H. pylorinin peptik {ilserin
birincil nedeni; “IACR” tarafindan simif I karsinojen oldugu bildirildi (Akyon Yilmaz, 2003;
Radosz-Komoniewska, 2005; Hocker, 2003).

1997 yilinda “The Institute for Genomic Research (TIGR)” tarafindan H. pylori’'nin tam
genom haritasi yaymlamistir (Tomb, 1997).

3 Ekim 2005 yilinda da J. Roben Warren ve Barry Marshall H. pylori’yi, peptik iilser ve
gastritteki roliinii gosterdikleri icin “Nobel Tip Odiilii” aldilar (Kusters, 2006; Ozden, 1995;
Megraud, 2007; Velin, 2006; http://nobelprize.org/medicine/laureates/2005/press.html).

2.1.2. Bakterinin Morfolojisi
Gram negatif, kii¢iik, kivrimli, mart1 kanad1 ve “U” seklinde basiller ile zayif f hemoliz

goriiliir. H. pylori suslart sitokrom oksidaz, katalaz ve hizli iireaz aktivitesi gosterirler

(Versolovic, 2003; Brooks, 2001). Gram boyama ile genellikle soluk boyanir, karbol fuksin ile zit



boyama daha belirginlestirici olabilir. Faz-kontrast mikroskobu ile bir¢ok Helicobacter suslarmin
hareketi goriiliir (Versolovic, 2003).

H. pylori, basil yapisinda dort ile yedi arasinda degisebilen polar flajellere sahip bir
bakteridir (Salyers, 2002). H. pylori nin iki fakli morfolojik sekli bulunur; metabolik olarak aktif,
cogalabilen spiral sekli ve kiiltiirii yapilamayan (non-culturable) kokoid sekli. Spiral sekilden
kokoid sekline doniisiim; aerobik ortam, inkiibasyon siiresinin uzatilmasi, yiiksek sicaklik, PPI,
aclik ve antibiyotik tedavisi gibi cesitli kosullar altinda gerceklestigi bildirilmistir (Nilsson,
2002). H. pylori’nin in vitro kosullarda kiiltlirii yapildiginda, basil form olusur ancak uygun
olmayan kosullar altinda basil formun kokoid formuna doniistiigii bilinmektedir (Kusters, 1997).
Bununla birlikte; kokoid sekli hem in vitro hem in vivo kosullarda gézlenmistir ancak H. pylori
patogenezinde roliinlin olup olmadig: tartismalidir (Segal, 1996). H. pylori’nin ¢evreden konaga
bulas mekanizmasi heniiz daha tam olarak bilinmemektedir, fakat H. pylori kokoid seklinin besin
ve su kaynaklarindan enfeksiyonu tastyan bir ara¢ gibi oldugu bildirilmistir (Azevedo, 2007). H.
pylori’nin kokoid forma doniislimiiniin bakterinin ¢evreye karsi adaptasyonu ve korunma

mekanizmasi gorevi olan aktif bir siire¢ olarak gosterilmistir (Azevedo, 2007).

2.1.3. Helicobacter pylori Enfeksiyonu ve Patogenez

H. pylori enfeksiyonu klinik sonuglar1 hem konak hem de bakteriyal faktorlere baglidir. H.
pylori major kolonizasyon bolgesi olan gastrik mukus tabakasinda kalici, devamli enfeksiyonlara
neden olur. H. pylori bir kez yerlestikten sonra, konagin yasami boyunca gastrik mukozada
yillarca kalabilir ¢iinkii konagin immunolojik savunma mekanizmas1 H. pylori’yi ortadan
kaldirmada basarisizdir (Rudi, 1998).

Mide liimeni asidik bir pH’ya sahiptir. H. pylori burada ancak birka¢ dakika yasayabilir ve
en kisa siirede yasayabilecegi pH’ya sahip olan mukus tabakasina ulagsmalidir (Rudi, 1998).
Flajellalar ile sagladig1 yiiksek hareket 6zelligi, kemotaksis ve iireaz enzimi sayesinde mukus
tabakasina ulagir. Silfatlanmis polisakkaritlerden olusan mukus tabakasi mide asidinden
protonlarin diflizyonuna olanak tanimakta ve tampon gorevi ile mukozal hiicreleri mide asidinden
korumaktadir (Salyers, 2002).

Kemotaksi, gastrik mukozadaki hiicreler tarafindan salgilanan karbonat ve {ire sayesinde

gerceklesir. Ureaz enzimi sayesinde bu iireyi pargalayarak amonyak olusturur ve bu amonyak



bulutu igerisinde kendi yasayabilecegi pH’da bulunur (Salyers, 2002). H. pylori’nin in vivo
kolonizasyonu igin gerekli olan hidrogenaz ve {ireaz enzimleri temel virulans faktorleri arasinda
yer alir. Ureaz enziminin yapisal alt birimleri UreA ve UreB’dir (Stingl, 2008). Ureazin
enzimatik aktivitesi asidik pH yanitinda bakteriyal hiicreye iirenin girigini regiile eden ig
membran pH bagimli Urel kanaliyla kontrol edilir. Ureaz’1n ilk kolonizasyon asamasindaki rolii
ve Onemi hayvan modelleri ile yapilan ¢alismalar sonucunda; iireaz-negatif mutant suslarin
kolonize olamadiklar1 ve lilsere neden olmadiklar1 gdsterilmistir (Pflock, 2006). A-B karbonik
anhidraz ¢inko iceren bir metalloenzimdir. Karbondioksitin bikarbonata doniisiimiinii katalizler.
H. pylori’nin ¢evreye adaptasyonunda onemlidir (Bury-Mone, 2008). Ayrica H. pylori 6karyotik
iire dongiisiiniin anahtar komponentlerinin bazilarin1 (arginaz RocF) eksprese edebilir. Bu
enzimde L-argininin L- ornitin’ne ve iireye parcalanmasini indiikler. Bu enzimde mutasyon
olmasi iireaz aktivitesini etkilemedigi halde H. pylori nin aside direncini 6nemli 6l¢iide azalttig
bildirilmistir (Kusters, 2006). Mide igerisine dogru siirekli eski mukus tabakalar1 atilimi s6z
konusu iken, H. pylori’de buna zit yonde epitel hiicrelere ulagsmaya calismakta ve tirbiison
benzeri hizli hareketiyle yeni tabakalara tutunabilmektedir. Epitel hiicreye ulastiginda
tutunabilmesi i¢in dis membran proteinleri ve diger faktorler rol oynar. Gastrik epitelde
inflamasyon submukozal doku ig¢inde PNL ve diger immun hiicrelerin infiltrasyonunun
sonucudur. H. pylori de iireaz, VacA ve HP-NAP inflamatuvar molekiillerdendir.
Kolonizasyonundan sonra kronik aktif gastritte, intragastrik dagilim ve kronik inflamatuvar
yanitin siddeti kolonize olan H. pylori susuna, konak genetik ve immun yanitina, diyete ve mide

asiti dlizeyine baglidir (Salyers, 2002).

2.2. Klaritromisin

Helicobacter pylori gastrit, gastrik ve duodenal iilserler ve mukoza-iligkili lenfoid doku
(MALT) lenfoma da major patojen olarak bilinen ve gastrik kanserle iligkili olan Gram negatif,
flajellali, spiral yapida mikroaerofilik bir bakteridir (Graham, 2002). H. pylori enfeksiyonu ile
olusan gastroduedonal hastaliklar g6z oniline alindiginda bu bakterinin halk sagligir agisindan
onemli bir rolii bulunmaktadir. H. pylori gastrik mukus salgilayan hiicrelerde yerlesir mukus
tabakasi altinda ya da i¢cinde bulunur ve gastrik epitel hiicreleri hedef alir (Wallis-Crespo, 2004).
H. pylori enfeksiyonu prevalansi gelismekte olan iilkelerde %70-90, gelismis lilkelerde %25-50



oraninda, lilkemizde ise eriskinlerde %70-80, cocuklarda %56 bildirilmektedir (Dunn, 1997; Us,
1998; Ozen, 2006). H. pylori; tetrasiklin, amoksisilin ve klaritromisin gibi antibiyotiklere in vitro
olarak yiiksek oranda duyarli olmasmma ragmen tek bir antibiyotik ile tedavinin H. pylori
enfeksiyonunun eradikasyonu i¢in yeterli olmadigi (%0-35) bildirilmistir (Graham, 2002; Zheng,
2006). H. pylori enfeksiyonu eradikasyonunda makrolid grubu antimikrobiyal ajanlardan biri
olan klaritromisin, amoksisilin ya da metranidazol antibiyotik kombinasyonunda proton pompa
inhibitorii (PPI) temelli 7 ve 14 giinliik {i¢lii tedavi protokolii uygulanmaktadir. Klaritromisin H.
pylori eradikasyonunda onerilen tedavi protokollerinde énemli yer almaktadir ancak giiniimiizde
klaritromisin direngli suslar artmakta ve eradikasyon tedavisi basarisini azaltmaktadir (Graham,
2002; Ozden, 2004; Megraud, 1997). Klaritromisin direncinin Amerika’da %5-14 Avrupa’da
%10’larin tizerinde (Graham, 2002), lilkemizde %16.8-56 oldugu bildirilmektedir (Ozden, 2004).

Makrolidler kimyasal olarak 14-16 iiyeli lakton (eritronolit) halkas1 bulunmaktadir (Dinos,
2003; Gaynor, 2005; Mckenna, 2001; Vester, 2001). Klaritromisin gibi 14 iiyeli lakton halkasi
iceren makrolidler lakton zincirinin iki yani arasinda hidrofobisite farklilig1 ile karakterizedir
(Dinos, 2003). Onuncu karbonda bir keton halkasi ve Cs’e B-glikozidik bagla baglanan
desozamin ve Cs’e a-glikozidik bagla baglanan kladinoz olarak adlandirilan iki sekerden
olugmaktadir. Makrolidlerde yan etkilerin olusmasinda kladinoz sekerinin etkili oldugu
bildirilmektedir (Sadeghi-Khomami, 2008; Schlunzen, 2001). Diger bir makrolid olan
eritromisinden farkli olarak, klaritromisin altinci karbonunda hidroksil grubu yerine metil grubu
icermektedir (Sekil 1) (Rodvold, 1993; Sadeghi-Khomami, 2008; Schlunzen, 2001).
Klaritromisinin antibakteriyal aktivitesi diger makrolidlerle benzerdir, ancak klaritromisin aside
dayaniklidir, asidik gastrik mukus tabakasinda daha iyi absorbe olur ve en diisiik MiK degerine
sahiptir, bu nedenle H. pylori’ye kars1 daha etkilidir (Gerrits, 2006; Graham, 2002; Mckenna,
2001).
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Sekil 1. Klaritromisinin kimyasal yapis1 (Kusters, 2006)

Klaritromisin, kladinoz sekeri ile H. pylori'nin 50S ribozomal alt {initesinin peptidil
transferaz bolgesinin V domainindeki 2142, 2143 ve 2144 pozisyonlarindaki klaritromisin
baglanma bolgelerine hidrojen bagi olusturarak baglanmaktadir. Makrolid baglanma bdolgesi
peptidil transferaz merkezi yaninda peptit ¢ikis tlineli igerisinde 50S ribozomal alt {initesinde
lokalize olarak bulunmaktadir. Klaritromisin baglandiktan sonra, aminoasidi tagtyan aminoagil
tRNA ribozomda A bolgesinden P bolgesine ilerleyemez ve H.pylori’de protein sentezini
durdurur (Gaynor, 2005; Vester, 2001). Ancak gelismekte olan {ilkelerde klaritromisin direngli H.
pylori suslart artmakta ve eradikasyon tedavi basarisini azaltmaktadir (Juttner, 2004; Megraud,
1997; Riissmann, 2001). Klaritromisin direnci Amerikada % 5-14, Avrupada %10’larin {istiinde,
tilkemizde ise % 16.8-56 oraninda bildirilmektedir (Graham, 2002; Juttner, 2004; Ozden, 2004).
[zmir’de eriskinlerde 1996 yilinda %5.4 olan klaritromisin direnci 2006 yilinda %48.2 oraninda
bildirilmistir (Onder, 2007). Maastricht III Sonu¢ Raporuna gore, primer klaritromisin direncinin
%15-20’den fazla oldugu toplumlarda bu antibiyotik ilk basamak H. pylori eradikasyon
tedavisinde Onerilmemektedir (Malfertheiner, 2007). H. pylori’de klaritromisin direnci, 23S
rRNA’nin peptidil transferaz bolgesinde A2142G (A2146G), A2143G (A2147G) ve A2144G
pozisyonlarindaki adeninin guanin ile ve A2142C (A2146C) ve A2143C pozisyonlarindaki
adeninin sitozinle yer degistirdigi li¢ nokta mutasyonlariyla olusmaktadir (Sekil 2) (Cambau,
2009; Debets-Ossenkopp, 1996; Fontana, 2002; Kempf, 2000; Russmann ve Kempf, 2001;
Russmann ve Adler, 2001; Russmann, 2003; Schmidt, 2002; Trebesius, 2000; Versolovic, 1996).
23S rRNA bolgesinde A2115G, G2141A, T2717C, T2182C, C2195T, G1939A, T1942C,



G2224A ve C2288T gibi ender gozlenen diger nokta mutasyonlar1 da bildirilmistir (Gibreel,
2005; Garrido, 2007; Lascols, 2003; Megraud, 2004; Megraud, 2001; Trebesius, 2000; Torachio,
2004; Xuan, 2009).
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Sekil 2. Klaritromisin direncine neden olan nokta mutasyonlarinin olusturdugu aminoasit

degisiklikleri

Klaritromisin, bakteriostatik bir antibiyotiktir (Dinos, 2003; Garrido, 2007; Gaynor, 2005;
Gerrits, 2006; Gibreel, 2005; Rodvold, 1993; Sadeghi-Khomami, 2008; Schlunzen, 2001; Taylor,
2000; Vester, 2001; Wang, 1998; Wilson, 2007; Yao, 2007,
http://student.ccbcmd.edu/courses/bio141/lecguide/unit2/control/macresp illus.html). Ancak
duyarli mikroorganizmalara kars1 yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiginda veya diisiik bakteri
inokiilasyonunda bakterisidal olabilmektedir (Mckenna, 2001; Yao, 2007). Klaritromisinin MiK
degeri 0.03-0.06 pg/mL olarak bildirilmistir (Mckenna, 2001). Safak ve ark, NCTC 11637 H.
pylori susu igin klaritromisinin agar diliisyon yontemi ile MIKs, degerini 0.064 pg/mL ve MiKo,
degerini 2.0 pg/mL olarak bildirmislerdir (Safak, 2009). Kohanteb ve ark, 106 klinik H. pylori
susunda agar diliisyon yontemi ile klaritromisinin MiKoeo degerini 1 pg/mL olarak bildirmislerdir
(Kohanteb, 2007). Vega ve ark, H. pylori NCTC 11638 standart susunda klaritromisinin agar
diliisyon ydntemi ile MIK degerini 0.125 mg/L olarak saptamuslardir (Vega, 2009). Klaritromisin
direncli H. pylori suslarinda ise, H. pylori susu A2143G mutasyonuna sahipse MIK degeri
genellikle 0.5-4 pg/mL ve A2142G mutasyonuna sahipse 8-32 pg/mL oldugu bildirilmistir
(Taylor, 2000). A2143G mutasyonuna sahip H. pylori suslarinda klaritromisin i¢in diisiik MiK



(<64 mg/L) saptanirken, A2142G ve A2142C mutasyonuna sahip H. pylori suslarinda 6zellikle
klaritromisin igin yiiksek MIK (>64 mg/L) degeri saptanmaktadir (Gerrits, 2006; Gibreel, 2005;
Van Doorn, 2001).

H. pylori’de klaritromisin direncinin yanisira, H. pylori enfeksiyonunda tedavi basarisizligi
¢ogu antibiyotigin gastrik asitte hizli degrede olmasi, tablet ya da kapsiillerin midede uzun siire
varhigimi slirdirememesi, mukus tabakasina antibiyotik gecirgenliginin zayif olmasi ya da
midenin asidik pH’sinda ilacin stabilitesinin azligindan ve oral yoldan alindiktan sonra
enfeksiyon bolgesindeki subterapotik antibiyotik konsantrasyonu ile iligkilidir (Majithiya, 2005;
Zheng, 2006). Ayrica, antibiyotikler mukus tabakasina difiize olabilecek kadar yeterli zamana
sahip olmayabilir ve gastrik mukustaki antibiyotik konsantrasyonu MIK diizeyine ulasamayabilir

(Majithiya, 2005).

2.3. Ugucu Yaglar

Ucucu yaglar, bitkilerin g¢igek, tohum, yaprak, meyve ve koklerinden genellikle
distilasyon ya da ekstraksiyon islemleriyle elde edilen ucucu, kuvvetli kokulu ve hidrofobik
sivilardir. Igerdikleri aktif bilesenlerden dolay1 antimikrobiyal ve antioksidatif etki gdsterirler.
Bitkisel iirtinler yillardan beri bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilmakta olup, bu bitkilerden
elde edilen ugucu yaglara karsi bakterilerin direng gosterdigi saptanmamistir (Toroglu, 2006).
Dolayisiyla ugucu yaglarin antibiyotiklerle kombine olarak ya da antibiyotiklere alternatif olarak
H. pylori eradikasyonunda kullanim1 umut vaat eden bir diistincedir.

Iklim, toprak yapis1 ve bitkinin yasi, bitkiden elde edilecek ugucu yagin kalitesini,
miktarin1 ve kompozisyonunu etkileyen faktorlerdir. Bilinen 3000 ¢esit ugucu yagin 300’1
aromaterapide, gidalarda, parfiimlerde ve ilaclarda siklikla kullanilmaktadir (Burt, 2004). Ugucu
yaglar, igerdikleri karvakrol, 6jenol ve timol gibi biyolojik olarak aktif bilesenlerden dolay1
antimikrobiyal dzellik gosterirler (Pranoto, 2005). igerdikleri dogal fenolik bilesiklerin yanisira
monoterpen alkoller, ketonlar, aldehitler ve hidrokarbonlar serbest radikallerin tutulmasina
yardimc1 olup antioksidatif etki yaparlar. Bu sayede oksidatif stresi engelleyip bir¢ok dejeneratif
hastaligin 6nlenmesine yardimci olurlar. Feslegen, tar¢in, karanfil, hindistancevizi, mercankdsk

ve kekik bitkilerinin ugucu yaglarinin serbest radikal baglama ve antioksidan oOzellikleri 2,2-



difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) {iizerinden serbest radikal siipiirme yontemiyle belirlenmistir
(Tomaino, 2005).

Fenolik bilesiklerin H. pylori’nin iiremesini inhibe etme mekanizmasi tam bilinmemekle
birlikte, iireaz enzimini inhibe etmesi, bakterinin insan gastrik mukozasina tutunmasin
engellemesi ve iltihaplanma ve {ilsere sebep olan sitotoksin aktivitesini inhibe etmesi gibi bazi
teoriler one siiriilmiistiir (Romero, 2007). Ugucu yaglarin kolon, mide ve meme kanseri ile
16semi, karaciger ve akciger tiimorlerini baskilayici etkileri insan kanser hiicreleri iizerinde test
edilmistir. Bakterilerin antibiyotik direncinin artmasina karsilik antimikrobiyal 6zellik gosteren
bitkilere ve bitkisel iirlinlere kars1 diren¢ kazandigi goriilmemistir (Toroglu, 2006). Abascal ve
Yarnell antimikrobiyal 6zellik gosteren bitkilerin ilaglara alternatif olarak veya antibiyotiklerle
kombine edilerek kullanilabilecegine ve bu sayede antimikrobiyal direncin indirgenebilecegine
dikkat ¢ekmislerdir (Abascal, 2002).

Bergonzelli ve ark. H. pylori iizerine etkisini arastirdiklar1 60 ucucu yagdan 30’unun in
vitro olarak iiremeyi inhibe ettigini, 15’inin ise ¢ok giiclii bakterisidal aktiviteye sahip oldugunu
belirlemiglerdir. Bu yaglar arasinda en yiiksek bakterisidal etkiyi havug, tarcin, manuka
yaglarinin gosterdigi belirlenmistir. Limonotu yagiin en temel bileseni olan sitral H. pylori’ye
kars1 en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Tar¢in yaginda ise tiim bilesenlerin H. pylori’ye karsi ¢ok
yuksek aktivite gostermesinden dolay1 tar¢cin yagi pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Ayrica
ucucu yaglarin kompozisyonlarinin ¢esitli cografik bolgelere ve iklim oOzelliklerine gore
degismesinden dolay1 antibakteriyel o6zelliklerinin degisebilecegini ve bu nedenle aktif
bilesenlerin antibakteriyel etkilerinin belirlenmesinin daha iyi olacagmni belirtmislerdir
(Bergonzelli, 2003). Ohno ve ark. Ise in vitro olarak yaglarin %1’lik konsantrasyonda
kullamildiginda H. pylori’nin iiremesini tamamen inhibe ettigini, Cymbopogon citratus
(lemongrass) ve Lippia citriodora (lemon verbena) ucucu yaglarinin ise % 0.01°lik
konsantrasyonda pH 4.0 ve 5.0’da H. pylori’ye kars1 bakterisidal etki gosterdigini bildirmislerdir.
Farelerde yapilan in vivo c¢alismalarda ise, limonotu yagiyla muamele edilen farelerin
midesindeki H. pylori’nin yogunlugu, muamele edilmeyenlere oranla O6nemli derecede
diismiistiir. Bu calisma ile H. pylori’ye karst direng gelisimini 6nlemede ugucu yaglarin
kullanilabilecegini, H. pylori’ye karst yeni ve giivenli bir antimikrobiyal ajan olabilecegi ileri
stirtilmiistiir (Ohno, 2003). Bunun yanisira, sarimsak, tar¢in ekstresi, brokoli ve yabanmersiniyle

yapilan in vitro ¢alismalarda H. pylori’nin liremesini inhibe ettigi goriilmesine ragmen in vivo
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calismalarda basarisiz sonuglar alinmistir. Bu da bitki ve bitki iirtinlerinin ilaclarla kombine
kullannminin daha etkili bir tedavi saglayabilecegi goriisiinii desteklemektedir (Bergonzelli,
2003). Bakterilerde antibiyotik direncinin artmasina karsilik antimikrobiyal 6zellik gosteren
bitkilere ve bitkisel {riinlere kars1 diren¢ kazandigi goriilmemektedir. Shikov ve ark.
Chamomilla recutita (papatya) yaginin H. pylori icin MIK degerini 125 mg/ml olarak
belirlemislerdir. Bu konsantrasyonda H. pylori’nin iireaz enzimi {iiretimini durdugunu ve
bakterinin morfolojisinin degistigini gézlemlemislerdir. Kompleks tedavi gerektiren mide {iilseri
gibi hastaliklarda, antibiyotik alerjisi olan hastalarda ve antibiyotige direncli H. pylori suslarinin

inhibe edilmesinde bu yagin kullanilabilecegini bildirmislerdir (Shikov, 2008).

2.4. Kitosan

Kitin, seliilozdan sonra diinyada en yaygin olarak bulunan ikinci biyopolimerdir. Yengeg,
karides gibi kabuklu su iiriinlerinin ana bileseni olup, boceklerin iskeletinde ve mantarlarin hiicre
duvarlariin yapisinda da bulunmaktadir. Diinyada yillik kitin {iretiminin yaklagik 150x103 ton
civarinda oldugu belirtilmektedir (Guang, 2002). Bocek kabuklarinda yaklasik % 23.5 oraninda
kitin bulunurken bu oran yenge¢ ve karideste sirasiyla % 17 ile % 32 arasinda degismektedir.
Kitinin bir¢ok tiirevi bulunmakla beraber, desetilasyonu sonucu baslica tiirevi olan kitosan elde
edilmektedir. Kitosanin uygulama alanlari, eczacilik, medikal, atik su aritma, biyoteknoloji,
kozmetik, gida, tekstil ve ziraat seklinde siralanmaktadir. Toksisitesinin bulunmamasi, alerji ve
iritasyon yapict olmamasi, biyouyumlu ve biyoparcalanabilir olusu farmasotik ve medikal alanda
kitosan1 6nemli ve ilgi ¢ekici bir biyomateryal yapmaktadir. Ayrica fizyolojik pH’da pozitif
yiklii olmasindan dolay1 biyoyapiskanlik ozelligine sahiptir (Berger, 2004). Kitosan aymn
zamanda Onemli biyoaktif Ozelliklere sahiptir. Bunlar arasinda hemostatik, bakteriyostatik,
fungistatik, antikanserojen, yara iyilesmesini hizlandirict ve kemik iyilesmesini hizlandirici
ozellikleri sayilabilir (Gobin, 2005).

Kitosanin kimyasal yapisi, poli-[b-(1,4)-2-amino-2-deoksi-b-D-glukopiranoz] seklindedir.
Kitin ve kitosan polisakkaritleri, kimyasal olarak seliiloza benzemekle birlikte kendi aralarinda
birtakim farkliliklar gostermektedir. Seliillozda, ikinci karbon atomuna bagli hidroksil (-OH)
grubu bulunurken, kitinde asetamid (-NHCOCH;), kitosanda ise amin (-NH;) grubu

bulunmaktadir.
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Sekil 3. Seliiloz (a), kitosan (b) ve kitinin (c) kimyasal yapilar1 (Jayakumar, 2010)

Kitosan, her tekrarlayan birimdeki primer (C-6), ve sekonder (C-3) hidroksil gruplar ile
amin (C-2) grubu olmak iizere toplam ii¢ tane reaktif gruba sahiptir. Bu reaktif gruplar kolayca
kimyasal modifikasyona ugrayabilmekte ve kitosanin mekaniksel ve fiziksel ozellikleri ile
¢Oziiniirliigiinii degistirmektedir. Kitosanin ¢éziinmesi i¢in en ¢ok kullanilan ¢6zgen asetik asittir.
Kitosanin ¢ozlnirliigiini etkileyen sicaklik, ¢6zgen konsantrasyonu ve partikiil biiyiikligi gibi
bircok parametre bulunmaktadir. Yapilan arastirmalar iyi bir ¢oziintirliik i¢in kitosanin en az %
75-80 deasetilasyon derecesine sahip olmasi gerektigini gostermistir. Asidik ortamda NH, grubu
—NH;" seklinde bulunmakta ve ortamdaki anyonik gruplarla elektrostatik olarak etkilesime
girmektedir. Protonlasmis durumda katyonik polielektrolit davranist gostermekte, viskoz
coOzeltiler olusturmakta ve zit yiiklii molekiil ve ylizeylerle etkilesime girebilmektedir. 1960’larin
ortalarindan beri Japonya basta olmak tizere pek c¢ok Asya iilkesinde medikal tekstiller
konusunda calismalar yapilmaktadir. Ozellikle yara tedavisinde doku saglanmasi igin kitosan
oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica, medikal yapay deri, cerrahi dikis iplikleri,
yapay kan damarlari, kontrollii ila¢ salimi, kontakt lens yapimi, yara bandi, sargi bezi, kolestrol
kontrolii (yag baglayic1), tiimor inhibitorii, antifungal, antibakteriyal, ve hemostatik etki
gostermesi vb. seklinde siralanabilmektedir (Gonzalez, 1999). In-vivo testler, kitosanin insan
viicuduna herhangi bir yan etkisi bulunmadigini gostermistir. Kitosan, tablet olarak kullanilmasi
halinde tiikiiriik veya midede bulunan lipaz enzimi tarafindan parcalanabilmektedir. Par¢alanma
sonucunda amin sekerleri gibi toksik 6zellikte olmayan iirtinler agia ¢ikmaktadir. Kitosan diger
yandan kolestrol diisiiriicii etkiye de sahiptir. Polikatyonik yapisi nedeniyle negatif yiiklii lipidler
ile etkilesime girerek kolestrolii diistirmektedir.

Farmasotik alanda kitosan bazli jel, film, siinger, tablet ve mikropartikiiler sistemler

(mikrokiire, mikrokapsiil vb.) bulunmaktadir (Gouin, 2004; Polnok, 2004; Rujiravanit 2003).
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Mikropartikiiler sistemler genellikle etkin maddeyi oksijen, 151k, farkli ¢evresel kosullar ve
kimyasallardan korumak ve izole etmek i¢in gelistirilir (Shikov, 2008). Kitosanin serbest amin
grubu katyonik ozellik kazandirmasi nedeniyle negatif yiiklii ilaclar, polimerler ve biyoaktif
molekiillerle etkilesimini saglamaktadir. Jel olusturabilmesi, kopolimer gibi ¢ok ¢esitli formlarda
bulunmas: ila¢ salim sistemlerinde biiylik avantaj saglamaktadir. Kitosan mikrokiirelerinde ilag
yukleme etkinligini etkin maddenin o6zellikleri, kitosan konsantrasyonu, ila¢/polimer orani gibi
faktorlerin etkiledigi bildirilmistir. Kitosan mikrokiirelerden etkin madde salimini etkileyen
parametreler arasinda kitosanin molekiil agirligi, konsantrasyonu, mikrokiirelerin ytiklenen etkin
madde miktari, ilag/kitosan orani, ¢apraz baglanma orani ve kullanilan ¢apraz baglayici oldugu

bildirilmistir (Gonzalez, 1999).

2.5. Mikrokiireler

Mikrokiireler, i¢lerinde etkin maddenin molekiiler diizeyde ya da makroskopik partikiiller
halinde dagitildigi, caplar1 birka¢ mikrometreden birka¢ yliz mikrometreye kadar degisebilen
monolitik yapida kati, kiiresel, partikiiler mikrotastyicilardir. Mikrokiireleri, mikropellet,
mikrokapsiil gibi ilag tasiyici mikropartikiiler sistemlerden ayiran en 6nemli fark mikrokiirelerde
etkin maddenin tasiyict matriks igerisinde ¢Ozlinmiis veya dagilmis halde bulunmasidir.
Mikrokiire sistemleri bu yapilart nedeniyle matriks ilag dagitim sistemlerine Ornektir.
Mikrokiirelerden beklenen baslica 6zellikler; etkin maddeyi kontrollii sekilde salmasi, etkin
maddenin yap1 ve aktivitesini olumsuz yonde degistirmemesi, etkin maddeyi hedef organ, doku
ve hiicreye tagimasi, hedefe ulasana dek etkin madde sizintis1 olmamasi, in vitro ve in vivo
kosullarda olduk¢a dayanikli olmasi, diisiik dozda etkin madde kullanimina olanak saglamasi,
diisiik doza bagli olarak toksisitesinin azalmast ve biyolojik sistemle uyumlu olmasidir.
Mikrokiirelerin hazirlanmasinda lipitler, aminopolisakkaritler, proteinler ve karbonhidratlar gibi
dogal polimerler veya seliiloz tiirevleri, poliesterler, poliakrilamidler ve silikonlar gibi sentetik
yapili polimerler yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikrokiirelerin hazirlanmasinda kullanilan
yontemler soyle siralanabilir;

* Emiilsiyon olugturma yontemleri,

-Coziicii buharlagtirma yontemi

-Coziicii ekstraksiyon yontemi
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* Protein jelasyon yontemi

* Polimerizasyon yontemleri
* Koeservasyon yontemleri
* Piiskiirtmeli kurutma,

» Piiskiirterek dondurma.

Mikrokiirelerin tanimlanmasinda ve kullannominda; biiyiiklik ve yilizey o6zellikleri,
yiiklenen etkin madde miktari, etkin maddenin salimi, biyolojik uyum ve toksisite, saklama ve
sterilizasyon kriterleri incelenir ve esas alinir. Mikrokiirelerin klinik uygulamalari; antikanserojen
ilaglar, antienflamatuar ilaglar, lokal anestezikler, ortopedik uygulamalar, implantasyon, doku,
hiicre veya organa hedefleme, peptid ve proteinlere baglanma ve asilar olarak yogunlagsmistir.

Piiskiirtmeli kurutma en yaygin kullanilan mikrokiire iiretme tekniklerindendir. Genellikle
siit tozu, kahve, ilag, sabun ve deterjan iiretiminde kullanilir. Piiskiirtmeli kurutma islemi,
kurutulmasi istenen, pompalanabilir akigkanin kurutma ortami olarak kullanilacak yiiksek
sicakliktaki gaz akigkana piiskiirtiilmesi ile kati/yar1 kat1 hale gegmesi olarak tanimlanabilir. Bu
yontemde aktif madde polimer soliisyonunda ¢oziiniir ya da asili tutulur ve soliisyon sicak
kurutma ortamina bir piskiirtiicii yardimiyla gonderilir. Kurutma ortami, besleme akimi ile
paralel veya zit yonde sistemden gecirilebilir. Cikis gazi ile siiriikklenebilen toz halindeki iiriin
siklon seperatér veya torba filtrelerde tutulur (Desai, 2005). Kurutulan {irtinler tiniformdur ve
kuruma siireleri 5 ile 15 saniye arasinda degisir. Piiskiirtmeli kurutma islemi mikrokiirelerin 1s1ya
maruz kalma siiresi ¢ok kisa oldugundan hem 1siya direngli hem 1siya duyarl ilaglar i¢in ve ayni
zamanda hidrofilik ya da hidrofobik polimerler i¢in uygundur. Ayrica plskiirtmeli kurutma
islemiyle tretilen mikrokiirelerin parca boyutu dagilimi ¢ok dar bir aralikta degisir (Kosaraju,

2006).

2.6. Kitosan Mikrokiire Ilac Sahm Sistemleri

Kitosan bazli mikrokiirelerden H. pylori enfeksiyonunun tedavisinde kullanilan bazi
antibiyotiklerin salim1 {izerine yapilan ¢alismalar Tablo 1° de Ozetlenmistir. Kitosan
mikrokiirelerin eldesinde genellikle emiilsiyon/faz ayristirma, dondurarak kurutma ve capraz
baglama/coktiirme yontemleri kullanilmistir. Amoksisillin, klaritromisin, tetrasiklin ya da

metranidazol gibi antibiyotik yiiklii mikrokiirelerden ila¢ salimi c¢aligmalarinda, ilag/polimer
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orani, karigtirma hizi gibi parametrelerin ilag tutma verimi, pargacik boyutu, sisme orani ve ilag

salim kinetigi lizerine etkileri incelenmistir.

Tablo 1. H. pylori tedavisi i¢in antibiyotik salim sistemleri

Polimer Sistem Teknik Capraz Baglama Tlac¢ Kaynak
Ajam
Kitosan Hidrojel Dondurarak kurutma - amoksisillin (Torre, 2003)
Poliakrilik asit
Kitosan mikrokiire | Emiilsiyon olugturma glutaraldehit amoksisillin (Patel, 2007)
Kitosan mikrokiire | Emiilsiyon olusturma glutaraldehit klaritromisin (Majithiya,
2005)
Kitosan Hidrojel Dondurarak kurutma - amoksisillin (Torre, 2004)
Poliakrilik asit
Kitosan mikrokiire Iyonik capraz - tetrasiklin (Hejazi, 2002)
baglama/
coktlirme
Kitosan mikrokiire Kimyasal ¢apraz Glyoxal tetrasiklin (Hejazi, 2004)
baglama/
¢Oktiirme
Kitosan Hidrojel Dondurarak kurutma Glyoxal amoksisillin (Patel, 1996)
Poli(etilen metranidazol
oksit)
Kitosan Hidrojel Dondurarak kurutma - amoksisillin (Torrado,
Poliakrilik asit 2004)

Patel ve Amiji kitosan ve poli(etilen oksit)i capraz baglayarak midede pH’a duyarh

antibiyotik salim sistemi gelistirmeyi amagcladilar. Dondurarak kurutma yontemiyle elde

ettikleri hidrojellerden amoksisillin ve metranidazolun SGF igerisine 2 saatte sirastyla, % 65

ve % 59’unun salindigmi tespit ettiler (Patel, 1999). Hejazi ve Amiji ilk ¢aligmalarinda

midede tetrasiklin saliminm1 saglayacak kitosan mikrokiirelerin eldesini iyonik c¢apraz
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baglama ile gerceklestirdiler ve bu mikrokiirelere maksimum % 69 tetrasiklin
ylikleyebildiler. pH 1.2 lik soliisyonda serbest ya da mikrokiirelerden salinan tetrasiklinin 12
saatte % 30’unun degrade oldugunu belirlediler (Hejazi, 2002). Sonraki ¢aligmalarinda ise
tetrasiklin yiiklii kitosan mikrokiireleri kimyasal ¢apraz baglama yontemiyle elde ederek bu
islemin mikrokiirelerin midede tutunma siiresine ve memeli kemirgenlerde oral alimdan
sonra lokal tetrasiklin konsantrasyonuna etkisini incelediler. Kimyasal capraz baglama
yontemiyle elde edilen mikrokiirelerin iyonik ¢apraz baglamayla elde edilenlere gore daha
uzun siire midede tutundugunu belirlediler (Hejazi, 2004). Mide {ilserinin tedavisinde
kullanilabilecek, mukoyapiskan ozellige sahip klaritromisin yiikli mikrokiirelerin
gelistirilmesi iizerine yapilan bir c¢alismada kitosan bazli mikrokiireler glutaraldehit
kullanilarak emiilsiyon olusturma ydntemiyle elde edilmistir. Bu mikrokiireler % 74
oraninda ila¢ yiiklenebildigi, ¢apraz baglamayla mikrokiirelerin mukoyagiskanliginin ve ilag
salim hizinin azaldigi, polimer oraninin artmasiyla ise mukoyapiskanligin arttigi
saptanmistir (Majithiya, 2005). Ucgucu yag yiiklii mikrokiirelerin eldesi ve kontrollii salim
lizerine c¢alisma sinirli sayidadir. Bu alanda yapilan bir calisma olmamasina ragmen,
limonotu yag1 benzeri bir ugucu yagin kitosan mikrokiirelere yiiklenmesi yag/su emiilsiyon
olusturma yontemiyle saglanmistir. Kitosan konsantrasyonunun ve karigtirma hizinin
kapstilleme verimi {izerine etkisi incelenmistir. Karistirma hizinin artmasiyla parcacik

boyutunun kii¢iildiigli belirlenmistir (Hsieh, 2006).

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Agar Diliisyon Yontemi ile MiK Degerinin Belirlenmesi

3.1.1. H. pylori Kiiltiir Besiyerlerinin Hazirlanmasi

%7 At Kanli H. pylori Secici Besiyeri.:
465 ml. Distile su igerisine 19.5 gr Columbia Blood agar (Oxoid) eklendi, 121 °C’de 15

dakika otoklavlandi. Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra besiyeri 50 °C’ye geldiginde 35 ml steril
defibrine at kan1 (Horse Blood Defibrinated, Oxoid) ve 2 ml steril distile su igerisinde eritilen

Helicobacter pylori Selective Supplement (DENT, Oxoid) besiyerine ilave edildi. Daha sonra
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besiyeri 90 mm petrilere 20’ser ml olarak aseptik kosullarda dokiildii. Kontaminasyon kontrolii
i¢in besiyerleri 37°C’de etiivde 24 saat bekletildikten sonra buzdolabinda +4 °C’de sakland.
%20 Gliserollii H. pylori Stok Besiyeri.:

% 40’lik gliserol soliisyonu (Baked Analyzed) ve 40 ml Brain Heart Infusion (BHI)

buyyon (Beckton Dickinson and Company) ayri ayr1 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Seroloji Laboratuvarindan serolojik olarak taranmus
taze insan serumu filtreden gecirilip 56°C 30 dakika su banyosunda inaktive edildi. Stok besiyeri
icin hazirlanan bu soliisyonlar ve 10 ml taze insan serumu karistirilarak steril ependorflara 1’er

ml olacak sekilde paylastirildi ve +4°C’de buzdolabinda saklandi.

3.1.2. H. pylori Kiiltiir Protokolii

Helicobacter pylori NCTC 11637 (cagA, vacA, oipA, babA (+)) standart susu %7 at kanl
Columbia Blood agar (Oxoid) besiyerine pasajlandi. Ekim yapilan plaklar 37°C’de 3 giin
anaerobik jar (Oxoid) icerisinde GasPak Campy Container System (Becton Dickinson and
Company) kullanilarak olusturulan mikroaerofilik ortamda enkiibe edildi. Standart susun {ireyen
kolonilerinin iireaz, katalaz, oksidaz testleri yapildi, ayrica Gram boyama ve modifiye karbol
fuksin boyamasi ile tipik morfolojisi incelendi.

Standart susun iireyen kolonilerinin %7 At Kanli Columbia Blood Agar besiyerine subkiiltiirleri
yapildi. Subkiiltiirde lireyen koloniler %20 Gliserollii BHI Buyyon stok besiyerinde homojenize
edilerek -80°C’de saklandi.

3.1.3. Agar Diliisyon Yontemi ile MIK Degerinin Belirlenmesi

Stok Antibiyotik (Klaritromisin) Soliisyonu Hazirlanmasi:

Stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda iki farkli ¢oziicti kullanilmistir. Asetik asit ve metanol

Coziicii: Asetik Asit

Toz haldeki 12.8 mg klaritromisin (Bilim ilag), 10 ml % 0,125 lik (v/v) seyreltik asetik
asit (Merck) igerisinde ¢oziildii. Konsantrasyonu 1280 pg/ml (w/v) olan bu soliisyondan 625 pl
alind1 ve tizerine 7,375 ml PBS (Biochrom AG) eklenerek 100 pg/ml (w/v) lik stok ilag
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soliisyonu elde edildi ve 0,22 pm’lik steril filtreden (Sartorius Stedim) geg¢irilerek soliisyon steril
edildi. Stok antibiyotik soliisyonundan 2 kat seri diliisyonlar hazirlandi. Bunun i¢in 9 adet steril
cam tiipe 1’er ml steril PBS ilave edildi. Stok soliisyondan ilk tiipe 1 ml eklendi ve bu tiipten 1
ml cekilerek bir sonraki tiipe aktarildi. Son tiipe ekleme yapildiktan sonra bu tiipten 1 ml disari
atildi. Boylece tiiplerde ilag soliisyonu konsantrasyonu 50 pg/ml — 1.75 pg/ml araliginda 2 kat
diliisyonla azalan 9 ayr1 konsantrasyon elde edildi. Hazirlanan 1 ml’lik bu ilag¢ soliisyonlar1 50
ml’lik besiyeri igerisinde 1 pg/ml — 0.0037 pg/ml ilag konsantrasyonu icermektedir.
Coziicii: Metanol

Toz haldeki 25 mg klaritromisin 25 ml metanol (Merck) igerisinde ¢oziildii.
Konsantrasyonu 1000 pg/ml (w/v) olan bu soliisyondan 1 ml alindi ve iizerine 9 ml PBS
eklenerek 100 pg/ml (w/v) lik stok ilac¢ soliisyonu elde edildi ve 0.22 pum’lik steril filtreden
gecirilerek soliisyon steril edildi. Seri diliisyonlar asetik asit c¢ozeltisinde bahsedildigi gibi

hazirlandi.

Stok Limonotu Yagi ve Tarcin Yagi Soltisyonlarimin Hazirlanmasi:

300 mg limonotu yag1 (Sigma) ve tar¢in yagi (Sigma) 3 ml etanol igerisinde ¢oziildii.
Konsantrasyonu 100 mg/ml (w/v) olan bu soliisyonlar stok soliisyonu olarak kullanildi ve 0.22
um’lik steril filtreden gecirilerek steril edildi. Stok soliisyondan 2 kat seri diliisyonlar yukarida
bahsedildigi sekilde hazirlandi. Boylece tiiplerde yag konsantrasyonu 50 mg/ml — 50 pg/ml
araliginda 2 kat diliisyonla azalan 11 ayr1 konsantrasyon elde edildi. Hazirlanan 1 ml’lik bu

sollisyonlar 50 mI’lik besiyeri i¢erisinde 1000 pg/ml — 1 pg/ml ilag konsantrasyonu i¢cermektedir.

Besiyerinin Hazirlanmasi:

Besiyeri olarak %5 Koyun Kanli Mueller Hinton Agar (Oxoid) kullanildi. 50 mI’lik erlen

icerisinde tartilan 1.9 g Mueller Hinton agar 46.5 ml distile su ilave edilerek manyetik karistirict
yardimiyla ¢6ziildii. Besiyerleri 121 °C’de 15 dakika steril edildi. Otoklav sonrasi besiyerlerine
manyetik karistirict tizerinde 2.5 ml steril defibrine koyun kani (Sheep Blood Defibrinated,
Oxoid) ve ilag ya da yag soliisyonlar1 eklendi. Her besiyeri 90 mm’lik 2 steril petriye esit
miktarda (25 ml) dokiildii ve donmaya birakildi. Kontrol besiyerine ilag soliisyonu yerine 1 ml

PBS eklendi.

18



Bakteri Stispansiyvonunun Hazirlanmasi:

5 ml Brucella Broth (Beckton Dickinson and Company) icerisinde bakteri kolonileri
siispanse edilerek McFarland 2 (6x10° CFU/ml)’ye gore hazirlandi (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2006). Hazirlanan bakteri siispansiyonlarmnin bulaniklik eseli Densimat

(Biomerieux) ile ol¢iildii.

Bakteri Stispansivonunun Inokulasyonu:

McFarland 2 (6x10° CFU/ml)’ye gére ayarlanan bakteri siispansiyonundan 3 pl alindi ve
dogrudan antibiyotik soliisyonlarini iceren agar diliisyon plaklarina nokta ekimi yapildi. Ekim
yapilan besiyerleri 37 °C’de 3 giin anaerobik jar icerisinde GasPak Campy Container System
kullanilarak olusturulan mikroaerofilik ortamda enkiibe edildi. Enkiibasyon sonunda koloniler
gozlemlendi ve MIK belirlendi. CLSI’ya gore, klaritromisin icin MIK smir degerleri < 0,25
ug/ml duyarli (S), 0.5 pg/ml orta duyarl (I) ve >1.0 pg/ml direncli (R) olarak degerlendirildi.
(Minumum kalite kontrol 6nerilerinde standart sus Helicobacter pylori ATCC® 43504) (Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2006).

3.1.4. E-Test Yontemi ile MiK Degerinin Belirlenmesi

Besiyerinin Hazirlanmasi:

Besiyeri olarak %5 Koyun Kanli Mueller Hinton Agar kullanildi. 38 gr Mueller Hinton
agar 1 1t distile su igerisinde. 121 °C’de 15 dakika otoklavlandi. Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra
besiyeri 50°C’ye geldiginde steril defibrine koyun kan1 (%5 v/v) ve polyvitex (Biomerieux) ilave
edilerek besiyeri petrilere 20°ser ml olarak aseptik kosullarda dokiildii. Kontaminasyon kontrolii

icin besiyerleri 37°C’de 24 saat etiivde bekletildikten sonra buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

Bakteri Stispansiyonunun Hazirlanmasi:

5 ml Brucella Broth igerisinde bakteri kolonileri siispanse edilerek McFarland 3 (10°
CFU/ml)’e gore hazirlandi. Hazirlanan bakteri siispansiyonlarinin bulaniklik eseli Densimat ile

Olctldii.
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Bakteri Stispansiyvonunun Inokiilasyonu:

McFarland 3 (10° CFU/ml)’e gore ayarlanan bakteri siispansiyonundan 100 pl alinarak
inokulum besiyeri ylizeyine steril 6ze ile yayildi. Yiizey tamamen kuruduktan sonra klaritromisin
E-test stripleri (AB Biodisk) her 90 mm lik plak yiizeyine 1 adet olacak sekilde yerlestirildi.
Besiyerleri 3-4 giin mikroaerofilik ortamda 37 °C’de anaerobik jar icerisinde GasPak Campany
Container System kullanilarak enkiibe edildi. Enkiibasyon sonunda E-test ile klaritromisin ig¢in
MIK sinir degerleri CLSI’ya gére, <0.5 pg/ml duyarl (S) ve >1.0 pg/ml direngli (R) olarak
degerlendirildi. (Minumum kalite kontrol dnerilerinde standart sus Helicobacter pylori ATCC®
43504) (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2006).

3.2. Ugucu Yaglarin Bilesenlerinin ve Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi

Ucucu vyaglarin bilesenleri Gaz kromatografi Kiitle Spektrometresi Analizi ile
belirlenmistir. Analiz Agilent 6890N Network GC sistem ile birlikte Agilent 5973 Network Mass
Selective detektor kullanilarak yapilmistir. Kapiler kolon olarak HP SMS (Capillary; 30 m x 0.25
mm x 0.25 pm) vel ml/dk akis hizinda helyum tasiyict gaz kullanilmustir. Ornekler 1 pl olarak
enjekte edilmistir. Enjektor sicakligit 250°C’de tutulmustur. Kolon i¢in uygulanan sicaklik

programi Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. GC-MS sicaklik programi

Sicakhk Artis Oram (°C/dak) | Tutulma Zamam (dak) Toplam Zaman (dak)
40 °C - 3 3

150 °C 2 - 58

230 °C 8 3 71

Ucucu yaglarin antioksidan o6zelliklerini belirlemek i¢in TEAC (trolox esdegerli
antioksidan kapasitesi) metodu kullanilmistir. Bu metotta ABTS (2,2’-azino-bis-[3-
etilbenztiazolin-6siilfonik asit]) potasyum persiilfatla karistirilip serbest radikal 6zelligi gosteren
(ABTS") radikali olusturulmustur. ABTS" kullanilarak belirlenen antioksidan aktivitelerin
kiyaslanabilmesi i¢in Troloks ((£)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetra-metilkroman-2-karboksilik asit)

¢oOzeltisinin antioksidan aktivitesi baz alinmistir. Antioksidan kapasitesi dl¢timleri, Perkin Elmer
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UV-Visible spektrofotometrede, 734 nm de ABTS' ¢ozeltisine degisik miktarlarda ugucu yag
eklenerek renk kaybinin 6 dakika boyunca izlenmesi ile gergeklestirilmistir. Ugucu yaglarin ve
standart troloks’un konsantrasyona karst ¢izilen ylizde inhibisyon grafiklerinin egimleri
oranlanarak ugucu yaglarin antioksidan kapasiteleri mmol troloks/ ml ugucu yag olarak

hesaplanmistir. Bu deger TEAC degeri olarak alinmustir.

3.3. Kitosan Mikrokiirelerin Eldesi

Piiskiirtmeli kurutma islemi, standart 0.5 mm noziil ve paralel akis 6zelligine sahip
Buchi® Mini Spray Dryer B-290 (Switzerland) piskiirtmeli kurutma sistemiyle
gerceklestirilmistir. Kurutma islemi i¢in besleme akiskani atomizere pompalanir. Filtreden
gecirilen dis ortam havasi, belirlenen kurutma sicakligina ayarlanir ve kurutma ortamina verilir.
Sicak hava ve piiskiirtiilen akigskan paralel akista hareket eder. Atomize edilmis damlaciklar sicak
hava ile temas ettiklerinde buharlagsma gerceklesir ve kurutulmus iiriin siklondan gegerek iiriin
toplama kabinda toplanir. Plskiirtmeli kurutma isleminde kontrol kitosan mikrokiirelerin
tiretiminde pompa hizi ve hava giris sicakligi maksimum miktarda {iriin elde edilecek sekilde
ayarlanmigtir.

Kitosan stok soliisyonu (%1 (w/v)), yliksek molekiil agirlikli kitosanin (Sigma-Aldrich
Chemie, Almanya, kat. # 419419, deasetilasyon derecesi %86) %2 lik asetik asitte ¢coziilmesiyle
elde edilmistir. Hazirlanan soliisyon 3 ve 6 ml/dak besleme hizlariyla atomizere pompalanmis ve
120 ile 140°C hava giris sicakliklarinda kurutma iglemiyle kontrol kitosan mikrokiireleri
tiretilmistir. Klaritromisin ve kitosanin %2 lik asetik asitte ¢ozlilmesiyle hazirlanan klaritromisin
ve kitosanin soliisyonlar1 1 saat karistirldiktan sonra klaritromisin ve kitosan son
konsantrasyonlar1 sirastyla %0.1 ve %1 olan soliisyon elde edilmistir. Bu soliisyonun
puskiirtmeli kurutucuda 180°C hava giris sicakliginda 4 ml/dak besleme hizinda kurutulmasiyla
klaritromisin yiikli kitosan mikrokiirelerin elde edilmistir. Tar¢in yagi yikli kitosan
mikrokiirelerin eldesinde ise %1 (w/v) lik 500 ml kitosan stok soliisyonu hazirlanmis, bu
soliisyona 2.5 ml tar¢in yagi damla damla eklenerek 1 saat karigtirtlmistir. Soliisyon 6 ml/dak
besleme hizlariyla atomizere pompalanmis ve 195°C hava giris sicaklifinda kurutularak targin
yag1 yiikli kitosan mikrokiireler tiretilmistir.

Piiskiirtmeli kurutma verimliligi (KV), etken madde yilikleme kapasitesi (YK) ve etken
madde yilikleme verimliligi (YV) asagida verilen esitliklerle hesaplanmistir (Lu, 2009):
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KV (% ) _ mlkr‘okure @1ktar1 100
polimer miktari

Ic (% ) _ etk?n madde n'nktarl <100
mikrokiire miktari

E (‘V ) gergek etken madde miktari <100
l / 0)=
teorik etken madde miktar1

3.4. Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

Uretilen mikrokiirelerin boyutu ve yiizey morfolojisi Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii,
Malzeme Arastirma Merkezi’ndeki Taramali Elektron Mikroskopuyla (Philips XL 30S FEG, FEI
Company, Eindhoven, Hollanda) incelenmistir. Toz haldeki mikrokiireler, numune tutucu tabla
izerine ¢ift tarafli yapistiriciyla sabitlenmis ve 60 s boyunca vakum altinda altin ile kaplanarak
iletken hale getirilmistir. Mikrokiirelerin termal 6zellikleri ise N, gaz akis1 (40 ml/dak) altinda
Termogravimetrik Analiz (TGA) (Shimadzu TGA-51) ile incelenmistir. TGA analizinde sicaklik
10°C /dak hizla 20°C’den 400°C’ye ¢ikarilmustir. Klaritromisin, kitosan ve klaritromisin yiiklii
mikrokiirelerin yapisal ozellikleri Niikleer Manyetik Rezonans Spektrometresi (Varian 400
MHz) analizi ("H-NMR) ile D,O icerisinde incelenmistir. Tar¢in yagmin termal Szellikleri
Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) ile -20°C ile 400°C araliginda incelenmistir.
Mikrokiirelerin simule mide sivisi i¢inde sisme ve ¢Oziinme davranislart faz kontrast

mikroskobuyla incelenmistir.
3.5. Klaritromisin ve Tar¢in Yagimmin Mikrokiirelerden Salimi

Kitosan mikrokiirelerden klaritromisin ve tarcin yagi salimi pH’st 2 olan simule edici
mide swvisina (SGF) yapilmistir. Klaritromisin miktar1t HPLC ile belirlenmistir. HPLC ¢alisma

kosullar1 ve oOzellikleri Tablo 3’te verilmistir. Farkli konsantrasyonlarda klaritromisin

soliisyonlar1 hazirlanarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Ila¢ salimi ¢alismalarinda, % 0.1
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iceren 200 mg mikrokiire 100 ml SGF igerisine eklenmis ve bu siispansiyon ¢alkalamali
inkiibatorde 37°C ve 150 rpm’de siirekli ¢alkalanmigtir. 10., 30., 60., 120., 180. dakikalarda ve
24. saatte alinan 150 pl lik 6rnek 5000 rpm de 3 dak. santrifiijlendikten sonra siipernatant
HPLC’ye enjekte edilerek klaritromisin miktar1 belirlenmistir. Her 6rnekleme sonrasinda 150 pl
taze SGF ortama ilave edilmistir.

Tarcin yiikli mikrokiirelerden salman tar¢cin yagir miktar1 UV-spektrofotometreyle
belirlenmistir. Analizler UV-spektrofotometrede spectrum taramasinda en uygun dalgaboyu
olarak belirlenen 288 nm’ de yapilmustir. Etanol icerisinde ¢oziilerek farkli seyreltme oranlarinda
hazirlanan tar¢in yagi soliisyonlar1 ile kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Tar¢in yagi salimi
caligmalarinda, % 0.5 tar¢in yagi igeren 200 mg mikrokiire 100 ml SGF igerisine eklenmis ve bu
stispansiyon c¢alkalamali inkiibatorde 37°C ve 150 rpm’de siirekli calkalanmigtir. Farkli

zamanlarda alinan 6rneklerdeki tar¢in yagi miktar1 UV-spektrofotometreyle belirlenmistir.

Tablo 3. Klaritromisin analizinde kullanilan HPLC sistemi 6zellikleri

Ozellik Spesifikasyonlar
Kolon Inertsil ODS-3 C18 Ters Faz Kolonu
Kolon uzunlugu 250 mm
Kolon ¢ap1 4.6 mm
Parcacik boyutu 5 um
Mobil faz A: asetonitril ; B: fosfat tamponu (pH 4.4)
Akis hiz1 1.1 ml min’’
Dalgaboyu 205 nm
Sicaklik 40 °C
Dedektor Diyot Array Dedektor
Eliisyon tipi Dereceli eliisyon

3.6. Klaritromisin ve Tar¢in Yagimin Mikrokiirelerden Salimmimin H. pylori Uzerindeki

Etkisinin Belirlenmesi

Besiyerinin Hazirlanmasi:

95 ml distile su igerisine 1.8 gr Brucella Broth (Beckton Dickinson, BD) eklendi, her biri
9.5 ml olacak sekilde 10 mlI’lik burgulu kapakli steril tiiplerde 121°C’de 15 dakika otoklavda
steril edildi. Brucella Broth siv1 besiyeri 50°C’ye geldiginde tek kullanimlik 0.20 pm’lik steril
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filtreden (Sartorius Stedim) gegirilerek steril edilen 0.5 ml fetal bovine serum (FBS) (Biochrom
AG) besiyerine ilave edildi. Kontaminasyon kontrolii i¢in s1v1 besiyerleri 37°C’de etiivde 24 saat

bekletildi ve +4 °C’de saklanda.

H. pylori NCTC 11637 Kolonilerinden Bakteri Siispansiyonunun Hazirlanmasi:

%7 at kanli Columbia Blood Agar besiyerinde iireyen H. pylori NCTC 11637 standart
susu kolonilerinden bakteri siispansiyonu 40 ml %5 FBS’li Brucella Broth (Beckton Dickinson
and Company) icerisinde McFarland 2 (6x10° CFU/ml) bulanikhk eseline gore hazirlandi

(Densimat, Biomerieux).

H. pylori Kiiltiir Protokolii:
Helicobacter pylori NCTC 11637 (cagA, vacA, oipA, babA (+)) standart susu %7 at kanl

Columbia Blood agar (Oxoid) besiyerine inokule edilerek anaerobik jar (Oxoid) igerisinde
GasPak Campy Container System (Becton Dickinson and Company) kullanilarak mikroaerofilik
ortamda 37°C’de 3 giin enkiibe edildi. Ureyen H. pylori kolonilerinden iireaz, katalaz, oksidaz
testleri yapildi, ayrica Gram boyama ve modifiye karbol fuksin boyama ile tipik morfolojisi
incelendi.

Ureyen H. pylori standart susu kolonilerinin %7 At Kanli Columbia Blood Agar
besiyerlerine subkiiltiirleri yapildi. Ureyen H. pylori kolonileri %5 FBS’li Brucella Buyyon
icerisine ekildi ve anaerobik jar (Oxoid) icerisinde GasPak Campy Container System (Becton
Dickinson and Company) kullanilarak olusturulan mikroaerofilik ortamda steril manyetik
karistirict ile karistirilarak 4 giin 37°C’de enkiibe edildi. Dort giin sonra, %5 FBS’li Brucella
Buyyon igerisinden 200 pl almarak %7 At Kanli Columbia Blood Agar besiyerine ekildi,
anaerobik jar (Oxoid) icerisinde GasPak Campy Container System (Becton Dickinson and
Company) kullamlarak olusturulan mikroaerofilik ortamda 37°C’de 3 giin enkiibe edildi. Ureyen
kolonilerden iireaz, katalaz, oksidaz testleri yapildi, ayrica Gram boyama ve modifiye karbol
fuksin boyama ile tipik morfolojisi incelendi. Siv1 besiyerinde dort giin boyunca H. pylori
susunun canliligmi kaybetmedigi %7 At Kanli Columbia Blood Agar besiyerinde iireyen H.

pylori kolonileri ile saptandi.

Kontrol Kitosan Mikrokiirelerin H. pylori Uzerindeki Etkisinin Incelenmesi
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40 ml %5 FBS’li Brucella Broth igerisine McFarland 2 (6x10° CFU/ml)’ye gore
ayarlanan bakteri siispansiyonuna 30 dak. UV ile steril edilmis 0.0022 gr kontrol kitosan
mikrokiireler eklendi. 37°C’de anaerobik jar (Oxoid) igerisinde GasPak Campy Container
System (Becton Dickinson and Company) kullanilarak olusturulan mikroaerofilik ortamda steril
manyetik karistirict ile karistirilarak enkiibe edildi. Enkiibasyonun baslangicinda (0. saat), 8.
saat, 24. saat, 32. saat ve 48. saatte bakteri siispansiyonundan 100 pl alinarak 107, 107, 107, 10"
4, 107, 10'6, 107, 10® ve 10” seri diliisyonlar1 hazirlandi; 9 adet steril ependorf tiipe 900’er pl
%35 FBS’li Brucella Broth ilave edildi. Bakteri siispansiyonundan ilk tiipe 100 pl eklendi ve bu
tiipten 100 pl bir sonraki tiipe aktarildi. Son tiipe 100 pl ilave edilip sonra bu tiipten 100 pl disar
atildi. Her bir 10'4, 10° , 10'6, 10'7, 10 ve 107 seri diliisyonlarindan 100’er pl alinarak iki paralel
olarak %7 At Kanli Columbia Blood Agar besiyerine ekim yapildi. 37°C’de 3 giin anaerobik jar
(Oxoid) icerisinde GasPak Campy Container System (Becton Dickinson and Company)
kullanilarak olusturulan mikroaerofilik ortamda enkiibe edildi. Bu islem ayn1 zamanda t=8, t=24,
t=32 ve t=48 saatte bakteri slispansiyonunun diliisyonlarindan ayr1 ayr1 ekimleri yapilarak; her
biri ayr1 ayn etiivde enkiibasyonunun baslatildig: siireden itibaren 37°C’de 3 giin anaerobik jar
(Oxoid) icerisinde GasPak Campy Container System (Becton Dickinson and Company)

kullanilarak olugturulan mikroaerofilik ortamda enkiibe edildi.

Klaritromisin’in Kitosan Mikrokiirelerden Salimminin  H. pylori Uzerindeki Etkisinin

Degerlendirilmesi

%S5 koyun kanli (Oxoid) Mueller Hinton Agar (Oxoid) besiyerinin kullanildigt CLSI’nin

onerdigi H. pylori agar diliisyon yontemiyle yapilan antimikrobiyal duyarlilik testlerinde,
tiremenin oldugu en yiiksek klaritromisin konsantrasyonu 0.062 pg/ml olarak saptandi ve
klaritromisinin minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) 0.125 pg/ml olarak belirlendi. Bu
MIK degerine gore igerisindeki klaritromisin konsantrasyonu 1pg/ml olacak sekilde 0,0022g
kiire tartildi. 40 ml %5 FBS’li Brucella Broth iginde McFarland 2’ye (~10° CFU/ml) gore
ayarlanan bakteri slispansiyonuna 30 dak. UV ile steril edilmis 0.0022 gr klaritromisin ytklii
kitosan mikrokiireler eklendi. 37°C’de anaerobik jar (Oxoid) igerisinde GasPak Campy
Container System (Becton Dickinson and Company) kullanilarak olusturulan mikroaerofilik
ortamda steril manyetik karistirict ile karistirilarak enkiibe edildi. Enkiibasyonun baglangicinda

(0. saat), 8. saat, 24. saat, 32. saat ve 48. saatte bakteri slispansiyonundan 100 pl alinarak 10'1,
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10'2, 10° , 10'4, 10° , 107, 10'7, 10 ve 107 seri diliisyonlar1 hazirlandi; 9 adet steril ependorf tiipe
900’er pul %5 FBS’li Brucella Broth ilave edildi. Bakteri siispansiyonundan ilk tiipe 100 pl
eklendi ve bu tiipten 100 pl bir sonraki tiipe aktarildi. Son tiipe 100 ul ilave edilip sonra bu
tiipten 100 pl disar1 atildi. Bakteri siispansiyonunun 10 diliisyonundan baslayarak her bir 107,
10°, 107, 10°® ve 107 seri diliisyonlarindan 100’er pl almarak dublicate olarak %7 At Kanl
Columbia Blood Agar besiyerine ekim yapildi. 37°C’de 3 giin anaerobik jar (Oxoid) icerisinde
GasPak Campy Container System (Becton Dickinson and Company) kullanilarak olusturulan
mikroaerofilik ortamda enkiibe edildi. Bu islem ayn1 zamanda t=8, t=24, t=32 ve t=48 saatte
bakteri siispansiyonunun diliisyonlarindan ayr1 ayri ekimleri yapilarak; her biri ayr1 ayr etiivde
enkiibasyonunun basglatildig1 siireden itibaren 37°C’de 3 giin anaerobik jar (Oxoid) icerisinde
GasPak Campy Container System (Becton Dickinson and Company) kullanilarak olusturulan

mikroaerofilik ortamda enkiibe edildi.

Tarcin Yaginin Kitosan Mikrokiirelerden Salinminin  H. pylori Uzerindeki Etkisinin

Degerlendirilmesi

%5 koyun kanli (Oxoid) Mueller Hinton Agar (Oxoid) besiyerinin kullanildigi
klaritromisin i¢in CLSI’nin 6nerdigi H. pylori agar diliisyon yontemiyle yapilan antimikrobiyal
duyarlilik testi aynm1 zamanda tar¢in yagia da uygulandi ve optimizasyonunu saglanarak
standardize edildi. Standardize edilen agar dillisyon yontemi ile tar¢in yaginin H. pylori
tizerindeki etkisini saptamak amact ile yapilan duyarlilik testinde, H. pylori kolonilerinin
tiremesinin oldugu en yiiksek tar¢in yagi konsantrasyonu 4 pg/ml olarak saptandi ve targin yagi
minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) 8 pg/ml olarak belirlendi. Bu MIK degerine gore
icerisindeki targin yagi konsantrasyonu 4.6 ng/ml olacak sekilde 0.0222 g kiire tartildi. 40 ml %5
FBS’li Brucella Broth igerisine McFarland 2’ye (~10° CFU/ml) gore ayarlanan bakteri
stispansiyonu igerisine 30 dk UV ile steril edilmis 0.0222 gr tar¢in yag1 (Sigma) yiikli kitosan
mikrokiireler eklendi. 37°C’de anaerobik jar (Oxoid) igerisinde GasPak Campy Container
System (Becton Dickinson and Company) kullanilarak olusturulan mikroaerofilik ortamda steril
manyetik karistirict ile karistirilarak enkiibe edildi. Enkiibasyonun baslangicinda (0. Saat), 8.
saat, 24. saat, 32. saat ve 48. saatte bakteri siispansiyonundan 100 pl alinarak igerisinde 107, 10°
2, 10'3, 10'4, 107, 10'6, 10'7, 10 ve 107 seri diliisyonlar1 hazirlandi. 9 adet steril ependorf tiipe
900’er pl %5 FBS’li Brucella Broth ilave edildi. Bakteri siispansiyonundan ilk tiipe 100 pl
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eklendi ve bu tiipten 100 pl bir sonraki tiipe aktarildi. Son tiipe 100 pl ilave edilip sonra bu
tiipten 100 pl disar atildi. Bakteri siispansiyonunun 10™ diliisyonundan baslayarak her bir 107,
10'6, 107, 10® ve 107 seri dilisyonlarindan 100°er pl alinarak dublicate olarak %7 At Kanh
Columbia Blood Agar besiyerine ekim yapildi. 37°C’de 3 giin anaerobik jar (Oxoid) igerisinde
GasPak Campy Container System (Becton Dickinson and Company) kullanilarak olusturulan
mikroaerofilik ortamda enkiibe edildi. Bu islem ayni zamanda t=8, t=24, t=32 ve t=48 saatte
bakteri siispansiyonunun diliisyonlarindan ayr1 ayr1 ekimleri yapilarak; her biri ayr1 ayr etiivde
enkiibasyonunun baslatildig: siireden itibaren 37°C’de 3 giin anaerobik jar (Oxoid) igerisinde
GasPak Campy Container System (Becton Dickinson and Company) kullanilarak olusturulan

mikroaerofilik ortamda enkiibe edildi.

4. BULGULAR

4.1. MiK Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Agar diliisyon yontemiyle yapilan duyarlilik testlerinde, 1 - 0.037 pg/ml arasindaki farkl
konsantrasyonlarda klaritromisin igeren plaklar incelendiginde iiremenin oldugu en yiiksek
klaritromisin konsantrasyonu 0.062 pg/ml olarak saptandi. Coziicii olarak metanol ya da
seyreltik asetik asit kullanilmasi sonucu etkilemedi. 0.125 pg/ml klaritromisin igeren plakta
tireme olup olmadig1 katalaz, oksidaz, {ireaz testleri ve Gram boyama ile degerlendirildi. Bu
plakta tireme olmadigi belirlendi. Ayrica ¢oziicii olarak kullanilan metanol ve %0.125 lik asetik
asitin inhibisyon etkisi gostermedigi goriildii. Bu konsantrasyonun {izerindeki asetik asitin
inhibisyon etkisi gosterdigi, altindaki oranlarda ise klaritromisinin ¢6ziinmedigi belirlendi. E-test
yontemi ile klaritromisin i¢in MIK degeri <0.016 pg/ml olarak belirlendi.

Agar dillisyon yontemi ile limonotu yagi, tar¢in yagi, karanfil yagi, limon yagi ve kekik yaginin
MIK degerleri sirastyla 62, 8, 125, 500 ve 62 pg/ml olarak belirlendi.

Buna gore H. pylori lizerine en etkili yag olan tar¢in yag: ile tar¢in yagi yiikli kitosan

mikrokiirelerin eldesi, karakterizasyonu ve tar¢in yagiin mikrokiirelerden salinimi ¢aligmalari

yapild.
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4.2. Ucucu Yaglarin Bilesenleri ve Antioksidan Aktiviteleri

Calismada kullanilan ugucu yaglarin bilesenleri ve ylizdece kompozisyonu Tablo 4’te
verilmistir. Buna gore limonotu yagi, tar¢in yagi, limon yagi, kekik yagi ve karanfil yaginin ana
bilesenleri sirastyla sitral (% 58), sinnamaldehit (% 72), limonen (% 65), karvakrol (%69) ve
6jenol (% 82) diir. Limonotu yagi, tarcin yagi, limon yagi, kekik yagi ve karanfil yaginin
konsantrasyona karst ¢izilen yiizde inhibisyon grafiklerinin (Sekil 4.a,b) egimlerinin
troloksunkine (Sekil 4.c) oranlanmasiyla herbir yagin antioksidan kapasitesi hesaplanmig ve

TEAC degerleri Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 4. Ucucu yaglarin bilesenleri ve yiizdece kompozisyonlari

Tar¢in | Karanfil | Limon | Limonotu | Kekik
yagi yag1 yagi yag1 yagi
1 |(-) Borneol 1,91
2 | (-)-Camphor 0,20
3 | (-)-Spathullenol 0,12
4 | (+)-a-Terpineol 0,48
5 |1,8-Cineole (Eucalyptol) 0,18
1-Metoxy-4-methyl-2-

6 | (1-methylethyl)-benzene 0,57
7 |4-Terpineol 1,47
8 |4-Thujanol 0,10 0,45
9 |a-bergamotene 0,36

10 | a-Caryophylene 0,82 1,60 0,13 0,18
11 |a-citral 58,39

12 |a-lemonene 0,09 65,42

13 |a-Phellandrene 0,86 0,52 0,15
14 |a-Pinene 0,66 2,39 0,30
15 |a-Terpinene 0,25

16 |a-Terpineol 0,40 0,13

17 |a-Thujene 0,17

18 |b-Bisabolene 0,47 1,34
19 |b-Caryophylene 4,16 14,73 0,21 0,88 1,35
20 |b-citral 0,54 37,75
21 |Benzaldehyde 0,29
22 | Benzene propanal 0,23
23 |Benzyl benzoate 1,05
24 | b-Linalool 2,86 2,35




25 |b-Myrcene 1,09
26 |b-Pinene 0,31 13,97 0,29
27 |b-Thujene 2,36 0,05
28 | Camphene 0,28 0,08 0,18
29 | Carvacrol 68,96
30 |Caryophylene oxide 0,76 0,31 0,19
31 |Champore 0,12
32 | Cinnamyl acetate 3,72
33 | Cinnamyl alcohol 0,12
34 | Cis-Cinnamaldehyde 0,32
35 |cis-verbenol 0,88
36 |citral 0,91
37 | Copaene 0,71 0,42
38 | Eucalyptol (cineole) 0,85
39 | Eugenol 3,87 82,41
40 | Methylthymilether 0,15
41 |Nerol 0,94
42 |nerol acetate 0,34 0,62

o-Methoxy
43 | cinnamaldehyde 0,41
44 | p-a-Dimethylcityrene 0,42
45 |p-Cymene 2,53 0,65 8,40
46 |p-Terpinene 0,72
47 |sabinene 1,57
48 | Safrene 0,16
49 |sigma-cadinene 0,29 0,18
50 | Terpinene-4-ol 0,19
51 |Terpinolene 0,35 0,42 0,65
52 |teta-terpinene 10,10
53 | Thymol 7,75
54 |trans-Cinnamaldehyde 71,69
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Sekil 4. Tar¢in yagi (a), karanfil yagi (b) ve troloks’un (c) yiizde inhibisyon grafikleri.



Tablo 5. Ucucu yaglarin troloks esdegeri cinsinden antioksidan kapasiteleri

Ucucu yag Antioksidan
kapasitesi TEAC
(mmol troloks/ml ucucu yag)
Limonotu yag1 0.61
Tar¢in yagi 67.95
Limon yag1 0.24
Kekik yag1 54.14
Karanfil yagi 1484.41

Elde edilen sonuglara gore karanfil yagi, tarcin yagi ve kekik yaginin oldukca yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Karanfilin yiiksek antioksidan aktivitesinin ana

bilesen olan 6jenolden ileri geldigi diigiiniilmektedir.

4.3. Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

4.3.1. Piiskiirtmeli Kurutma verimliligi, Etken Madde Yiikleme Kapasitesi ve Verimliligi
Piiskiirtmeli kurutma verimliligi (KV), etken madde yiikleme kapasitesi (YK) ve etken

madde ylikleme verimliligi (YV) boliim 3.3 deki denklemler kullanilarak hesaplanmis ve

degerleri Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Piiskiirtmeli kurutma verimliligi, etken madde yiikleme kapasitesi ve verimliligi

Klaritromisin

yiiklii mikrokiire

Tar¢in yagi

yiiklii mikrokiire

KV (%) 54 32
YK (%) 3.5 0.18
YV (%) 18.9 0.069

31



Piiskiirtmeli kurutma verimi klaritromisin yiikli mikrokiirelerin eldesinde % 54 iken
tarcin yag: yiiklii mikrokiirelerin eldesinde % 32’dir. Verimliligin diisiik olmasinin sebebi yeterli
kuruma olmadigindan kurutma iglemi esnasinda {irliniin bir kisminin kolona, bir kisminin ise
siklona yapigsmasidir. Kurutma sartlart optimize edilerek daha yiiksek bir kurutma verimi elde
edilebilir. Etken madde yiikleme verimi ise etken maddenin yapisina, etken madde/polimer
oranina, karistirma hizina, siiresine vs. gibi faktorlere baglidir ve maksimum ylikleme ve

verimlilik i¢in optimizasyon ¢aligmalar1 gereklidir.

4.3.2. Parcacik Boyutu ve Yiizey Morfolojisi

Piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde edilen kontrol, tar¢in yagi ve klaritromisin yiiklii
kitosan mikrokiirelerinin taramali elektron mikroskopu goriintiileri Sekil 5’te verilmistir. SEM
goriintiilerine gore mikrokiirelerin kiireselligi oldukga yiiksektir. Mikrokiirelerin yiizeyindeki
burusukluk hizli kurumadan kaynaklanabilir. Par¢acik boyutu 1-10 um arasinda degismistir.
Ayni1 zamanda parca boyutu dagilimini ¢ok dar bir aralikta degistigi gézlenmistir.
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Sekil 5. Mikrokiirelerin SEM goriintiileri: kontrol kitosan mikrokiireler (a), (b); tarcin yagi
yiiklii kitosan mikrokiireler (c), (d); klaritromisin yiiklii kitosan mikrokdireler (e), (f).

Tar¢in yag1 ve klaritromisin yiiklii mikrokiirelerde kontrol mikrokiirelere gore yilizeydeki
burusukluk artmistir. Ayrica kitosana tar¢in yagi ve klaritromisin yiliklenmesi ile tane boyutunda

kiictilme elde edilmistir.

4.3.3. Termal Analiz

Uretilen kitosan kontrol mikrokiirelerin TGA termogramlar1 Sekil 6(c)’de verilmistir.

Termogravimetrik analiz sonucunda olusan agirlik kayb1 3 asamada gerceklesmistir. Ik asamada
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40-90°C arasinda serbest su ve asetik asitin buharlasmasindan kaynaklanan agirlik kaybi
goriilmiistiir. Tkinci asamada 110-175°C de goriilen agirlik kaybr bagl sudan dolayidir. Ugiincii
asama ise 250-350°C arasinda ana bozunmadan meydana gelmistir ve agirlik kaybinin yaklagik
%350’sini olusturmaktadir. Bu bozunma polisakkarit zincirlerinin ve deasetilasyon birimlerinin
bozunmasindan kaynaklanabilir.

Tar¢cin yagimin termal Ozellikleri DSC ile, klaritromisin, kontrol mikrokiireler ile
klaritromisin ya da tar¢in yagi yiiklii mikrokiirelerin termal 6zellikleri ise TGA cihaz ile analiz
edilmistir. (Sekil 6). Kitosana klaritromisin ilavesi ile agirlhik kaybi yine 3 asamada
gergeklesmistir. Klaritromisin ve tar¢in yagi yiklii mikrokiirelerde serbest su ve asetik asitin
buharlagmas1 kontrol mikrokiirelere gore (72° C) daha diisiik sicaklikta olup yaklasik 65°C’dir.
Bagli suyun kaybi ise her durumda ortalama 150°C’de gergeklesmistir. Klaritromisin ve targin
yag1 yuklii mikrokiirelerde ana bozunma sicaklifinda goriilen artis bu mikrokiirelerin termal
dayaniminin arttigin1 gostermektedir. Sonug olarak, kitosana ugucu yag veya antibiyotik ilavesi

ile kitosanin termal 6zelliklerinde ciddi bir degisiklik elde edilmemistir.
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Sekil 6. Tar¢in yagi DSC analizi (a); klaritromisin TGA ve DrTGA analizi (b); kontrol kitosan
mikrokiirelerin TGA ve DrTGA analizi (c); klaritromisin yiiklii kitosan mikrokiirelerin TGA ve

DrTGA analizi (d); tar¢in yag yiiklii kitosan mikrokiirelerin TGA ve DrTGA analizi (e).
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4.3.4. Niikleer Manyetik Rezonans Spektrometresi analizi (NMR)

Kitosan, Kklaritromisin ve klaritromisin  yuklii mikrokiirelerin  yapist NMR
spektroskopisiyle incelenmis ve klaritromisinin kitosan mikrokiirelerin igerisinde varligi
belirlenmigtir. Sekil 7°de kontrol kitosan mikrokiirelerin, klaritromisin ve klaritromisin ytiklii
mikrokiirelerin 'H NMR spektrast verilmistir. 1.3-0.6 ppm araliginda klaritromisine ait
karakteristik sinyaller klaritromisin yiiklii mikrokiirelerde de goriilmektedir. Ancak 2.7 ppm’ de
klaritromisindeki  (N-CH3)’e ait sinyalin  klaritromisin = mikrokiirelerde — goriilmemesi
klaritromisinde bulunan Cs’e B-glikozidik bagla baglanan desozamin sekerinin mikrokiire elde
etme asamasinda koptugunu gostermektedir. Klaritromisin, C;’e a-glikozidik bagla baglanan
kladinoz sekeri ile H. pylori'nin 50S ribozomal alt {initesinin peptidil transferaz bolgesinin
klaritromisin baglanma bdlgelerine hidrojen bagi olusturarak baglandigindan dolay1 kitosan

mikrokiirelere yiliklenen klaritromisinin antibakteriyel aktivitesini korudugu sdylenebilir.

(a)
latosan miborolkire

()

Ilarttrormusm

nlLL_,/"mL{,u_u L.

(c)
Ilaritrormizm yikli
mmilcrolire

Sekil 7. "H-NMR spektra:(a)kitosan mikrokiire,(b)klaritromisin,(c)klaritromisin yiiklii mikrokiire
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4.3.5. Mikrokiirelerin in Vitro Sisme ve Bozunma Davramislar

Kontrol kitosan mikrokiirelerin simule mide sivis1 (SGF) igerisinde sisme ve bozunma
testi faz-kontrast mikroskobuyla yapilmistir. % 0.5 sodyum kloriir ve 3 g/L pepsin igeren
SGF’nin pH’s1 hidroklorik asit ile 1.5’a ayarlannmstir. Uzerine SGF damlatilan mikrokiirelerin
belirlenen zamanlarda faz kontrast mikroskobunda fotograflari ¢ekilmistir. Sisme orani pargacik
capinin zamana bagl degisimiyle hesaplanmistir. Kontrol mikrokiirelerin fotograflar1 Sekil 8’de

verilmigtir.
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(d) t=10 dak

Sekil 8. Kontrol kitosan mikrokiirelerin faz kontrast mikroskobu goriintiileri

Buna gore ilk 10 dakika igerisinde mikrokiireler sismis ve c¢aplart ortalama % 100
artmistir. Ancak kiire yapist 10. dakikadan sonra bozulmustur. Bu nedenle mikrokiirelere
glutaraldehit ile ¢apraz baglama islemi uygulanmistir. Bu yontemde 0.05 g mikrokiire 10 ml lik
glutaraldehit soliisyonunda 30 dak. karistirilarak capraz baglama islemi gerceklestirilmistir.
Glutaraldehit soliisyonu 6 ml aseton, 3.5 ml deiyonize su ve 500 ul glutaraldehit icermektedir.
Capraz bagl kitosan mikrokiirelerin fotograflar1 Sekil 9°da verilmistir. Capraz baglama islemiyle

mikrokiirelerin SGF igerisinde dayanimi artmustir.
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(a) t=0 dak

(b) t=30dak

(c) t=60 dak
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(d) t=120 dak

Sekil 9. Capraz bagli kitosan mikrokiirelerin farkli zamanlardaki faz kontrast mikroskobu

goriintiileri

4.4. Klaritromisin ve Tarcin Yaginin Mikrokiirelerden Salimi

Klaritromisin ve Tar¢in yagina ait kalibrasyon egrileri sirastyla Sekil 10 ve Sekil 11°de

verilmistir.
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Sekil 10. Klaritromisine ait kalibrasyon egrisi

1000
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Sekil 11. Tar¢in yagi kalibrasyon egrisi

Bu kalibrasyon egrilerine gore klaritromisin ve tar¢in yaginin kitosan mikrokiirelerden

SGF igerisine zamana bagli salim profilleri sirasiyla Sekil 12 ve Sekil 13’te verilmistir.

Konsantrasyon (fJg/ml)
N

O T T T T
0 300 600 900 1200 1500

Zaman (dak)

Sekil 12. Klaritromisinin kitosan mikrokiirelerden salim profili
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Sekil 13. Tar¢in yaginin kitosan mikrokiirelerden salim profili.

Klaritromisin ya da tar¢in yagi yuklii kitosan mikrokiirelerden SGF’ye bu maddelerin
yaklasik % 80’1 ilk 10 dakikada salimmuistir. 1 saatten sonra konsantrasyonlarda onemli bir
degisiklik olmamistir. Kitosan bazli mikrokiirelerin SGF igerisinde hizla siserek bozunmasi ve
¢oziinmesinden dolayr bu maddeler ortama ¢ok kisa siirede salinmaktadir. Bu mikrokiirelerin
mide ortaminda mukus tabakasina yapisarak uzun siire bozunmadan kalmasini ve daha yavas bir
salim profilini saglamak H. pylori eradikasyonunda onemlidir. Etken madde tasiyicit olarak
kullanilabilecek mikrokiirelerden etken maddenin uzun ve sabit dozlu salimini saglamada
mikrokiire olusturma yonteminin optimizasyonu, polimer/etken madde etkilesimi, c¢apraz
baglama ajani1 kullanimi ve bu islemin siiresi etken madde yiikleme kapasitesini ve salim
kinetigini belirleyen degiskenlerdir. Bu nedenle ¢apraz baglama ajani kullanilarak asidik ortamda

daha dayanikli mikrokiireler ile etken madde salim ¢alismalarinin devam edilmesi gereklidir.

4.5. Klaritromisin ve Tarcin Yagimin Mikrokiirelerden Salmmmnin H. pylori Uzerindeki

Etkisinin Degerlendirilmesi

Helicobacter pylori NCTC 11637 (cagA, vacA, oipA, babA (+)) standart susu %7 at kanl
Columbia Blood agar besiyerine ekildi ve 37°C’de 3 giin anaerobik jar (Oxoid) igerisinde
GasPak Campy Container System (Becton Dickinson and Company) kullanilarak olusturulan

mikroaerofilik ortamda enkiibe edildi. H. pylori standart susu kolonilerinin iireaz, katalaz,
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oksidaz testleri yapildi, ayrica Gram boyama ve modifiye karbol fuksin boyamasi ile tipik
morfolojisi incelendi.

Ureyen H. pylori standart susu kolonileri %7 At Kanli Columbia Blood Agar besiyerine
subkiiltiirleri yapildi. Subkiiltiirde {ireyen koloniler %5 FBS’li Brucella Buyyon igerisine ekildi.
37°C’de anaerobik jar (Oxoid) igerisinde GasPak Campy Container System (Becton Dickinson
and Company) kullanilarak olusturulan mikroaerofilik ortamda steril manyetik karistirici ile
karigtirtlarak 4 giin enkiibe edildi. Dort giin sonra, %5 FBS’li Brucella Buyyon igerisinden 200
ul alinarak %7 At Kanli Columbia Blood Agar besiyerine ekildi ve 37°C’de 3 giin anaerobik jar
(Oxoid) igerisinde GasPak Campy Container System (Becton Dickinson and Company)
kullanilarak olusturulan mikroaerofilik ortamda enkiibe edildi. Standart susun {ireyen
kolonilerinin lireaz, katalaz, oksidaz testleri yapildi, ayrica Gram boyama ve modifiye karbol
fuksin boyamasi ile tipik morfolojisi incelendi. Sivi besiyerinde dort giin boyunca H. pylori
susunun canliligmi kaybetmedigi %7 At Kanli Columbia Blood Agar besiyerinde iireyen H.
pylori kolonileri ile saptandi.

Konrol kitosan mikrokiirelerin t=0, t=8, t=24, t=32 ve t=48. saatlerde ekim yapilan tiim
kiiltiir plaklarinda her birinin enkiibasyon siiresi (3 giin mikroaerofilik ortamda) bittiginde H.
pylori liremesi saptandi. Sivi besiyeri igerisinde 4 giin canliligin siirdiirebildigini saptadigimiz
H. pylori’nin kontrol kitosan mikrokiireler eklendiginde ise 48 saat igerisinde canliligini
kaybetmedigi; kontrol kitosan mikrokiirelerin H. pylori nin iiremesini inhibe etmedigi saptandi.

Klaritromisin yiiklii kitosan mikrokiirelerde, t=0 siiresinde H. pylori liremesi saptanirken,
t=8, t=24, t=32 ve t=48 siiresinde herhangi bir lireme saptanmadi. Klaritromisin yiiklii kitosan
mikrokiirelerden ortama salinan klaritromisinin antimikrobiyal etki gosterdigi ve H. pylori nin
liremesini inhibe ettigi saptandi.

Tar¢in yag1 yiikli kitosan mikrokiirelerde ise, t=0 siiresinde H. pylori {iremesi
saptanirken, t=8, t=24, t=32 ve t=48 saatte herhangi bir lireme saptanmadi. Tar¢in yag1 yiikli
kitosan mikrokiirelerden ortama salinan tar¢cin yaginin antimikrobiyal etki gosterdigi ve H.

pylori’nin liremesini inhibe ettigi saptand.
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5. TARTISMA/SONUC

H. pylori NCTC 11637 standart susuna kars1 klaritromisinin MIK degeri agar diliisyon
yontemi ile 0.125 pg/ml olarak saptandi ve klaritromisin duyarli oldugu belirlendi. Vega ve ark.
H. pylori NCTC 11638 standart susuna kars1 klaritromisinin MIK degerini benzer sekilde 0.125
png/ml olarak belirtmiglerdir (Vega, 2009). Ustun ve ark’da NCTC 11637 standard susu ile
calisarak klaritromisin i¢in MiK degerinin 0.12 pg/ml olarak saptamislardir (Ustun 2006). Ohno
ve ark ise ATCC 43504 (NCTC 11637) ile CPY2052 suslarmin MiK degerinin <1 pg/ml oldugu
ve duyarli oldugunu saptamislardir (Ohno, 2003).

H. pylori standart susu iizerine en etkili ugucu yagm, 8 pg/ml MIK degerine sahip olan
tarcin yag1 oldugu saptandi. Bergonzelli ve ark. tar¢in yagi, limonotu yag1 ve kekik yaginin H.
pylori lizerine minimum bakterisidal konsantrasonunu 40 pg/ml, karanfil yagininkini ise 100
ng/ml olarak belirlemislerdir. iklim, toprak yapisi ve bitkinin yas1, bitkiden elde edilecek ugucu
yagin kalitesini, miktarin1 ve kompozisyonunu etkilediginden antibakteriyel 06zelliklerin
kullanilan ugucu yagin orijinine ve elde edilme yontemine gore farklilik gosterebilecegini, bu
nedenle aktif bilesenlerin antibakteriyel etkilerinin belirlenmesinin daha 1iyi olacagim
belirtmiglerdir (Bergonzelli, 2003). Caligmamizda kullanilan ugucu yaglarin antioksidan
aktiviteleri incelendiginde en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olan yagin karanfil yagi oldugu
belirlendi. Buna gore yiiksek antioksidan aktivite saglayan fenolik bilesenler yerine tar¢in
yaginda bulunan sinamaldehit bileseninin H. pylori lizerine daha gii¢lii inhibisyon etkisi
gosterdigi diiginiilmektedir.

Mikrokiirelerin ylizey morfolojileri, termal 6zellikleri, sisme ve bozunma o6zellikleri
incelendiginde capraz baglama islemiyle mikrokiirelerin SGF igerisinde dayanimi artmigtir.
Ancak sisme 6zelligi azaldigindan dolay1 ila¢ saliniminda kullanilabilmesi i¢in ¢apraz baglama
ajan1 konsantrasyonu, polimer orani, capraz baglama iglemi siiresi gibi parametreler ilag salinim
kinetigini etkilediginden bu parametrelerin ila¢ salim kinetigine olan etkilerinin incelenmesi ve
istenilen sartlar i¢in optimizasyonunun yapilmasi gereklidir.

Kitosan mikrokiirelerden salinan tar¢in yagi ve klaritromisinin H. pylori izerindeki etkisi
stv1 besiyerinde 48 saat boyunca incelendiginde H. pylori liremesinin inhibe edildigi saptandi.
Buna gore piiskiirtmeli kurutma esnasinda tar¢in yagi ve klaritromisinin aktivitesini kaybetmedigi

belirlendi. H.pylori enfeksiyonu eradikasyonunda kitosan mikrokiirelere yiiklenmis tar¢in yaginin
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tek basina ya da antibiyotik ile birlikte kullaniminin, antibiyotik direncinin bulundugu

durumlarda alternatif bir tedavi yontemi olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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