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Abstract

Purpose: Some of non-antibiotic drugs may provide
inhibition against bacterial growth in their routine use.
Chlorzoxazone is a muscle relaxant used to treat muscle
spasm and the resulting pain or discomfort. This study was
aimed to the investigation of antibacterial effects of
Chlorzoxazone using MIC  (Minimum  inhibitory
concentration), MBC (minimum bactericidal
concentration) and disk diffusion method.

Materials and Methods: The MIC and MBC was
determined by dilution assay using different
concentrations of Chlorzoxazone against 2 bacterial strain
(Pseudomonas aeruginosa as a gram negative bacterial
strain and Bacillus subtilis as a gram positive bacterial
strain). Disk diffusion assay were prepared at different
doses (25, 50 and 100 pg).

Results: MIC values of Chlorzoxazone against
Pseudomonas aeruginosa was 0.800 mg ml-1, and MBC
values was 256 mg ml-1 and MIC values of
Chlorzoxazone against Bacillus subtilis was 0.400 mg ml-
1, and MBC values was 1.92 mg ml-1. The results obtained

from disk diffusion assay supported that the
Chlorzoxazone has not antibacterial effect on

Pseudomonas aeruginosa and Bacillus subitilis.
Conclusion:  Although  antibacterial — activity =~ of
Chlorzoxazone was not found but another studies atre
needed to determine the probable risk of Chlorzoxazone.
Keywords: Antibacterial  effect, bacillus  subtilis,
chlorzoxazone, pseudomonas aeruginosa

GIRIS

Insanlar hayatlarinda en az bir kez kas spazmlarina
maruz kalabilirler. Kaslar yag dokularyla ic ice
calismaktadir ve viicuttaki yag dokularinin 1sindiginda

Oz

Amag: Antibiyotik olmayan ilaglarin  bazilari, rutin
kullanimlarinda bakteri gelisimine karst inhibisyon etki
saglayabilirler. Klorzoksazon, kas spazmi ve bununla
birlikte ortaya ¢ikan agriyr tedavi etmek icin kullanilan kas
gevsetici ilagtir. Bu ¢alismanin amact Klorzoksazon ‘un

antibakteriyel ~etkilerinin - MIK  (minimum  inhibitor
konsantrasyon), MBK (minimum bakterisid
konsantrasyon) ve disk  difizyon metodu ile

incelenmesidir.

Gereg ve Yontem: Klorzoksazon’a karst MIK ve MBK
degerlerin belirlenmesi 2 farklt bakteri susunda (gram
negatif bakteri susu olarak Pseudomonas aeruginosa ve
gram porzitif bakteri olarak Bacillus subtilis) seyreltmesi
yontemine gore belitlenmistir. Disk diftizyon testi ise ¢
farkli konsantrasyon (25, 50 ve 100 pg)’da yapdmustir.
Bulgular: Klorzoksazon’un Pseudomonas aeruginosa'ya
karst MIK degeri 800 mg mL-1, MBK degetleri ise 2.56 mg
ml-1 ve Klorzoksazon 'un Bacillus subtilis'e karst MIK
degerleri 0.400 mg mI-1, MBK degeri ise 1.92 mg mL-1
olarak belirlenmistir. Disk difiizyon deneyinden elde edilen
sonuglar Klorzoksazon’un Pseudomonas aeruginosa ve
Bacillus subtilis tizerinde antibakteriyel etkisinin olmadigt
sonug¢lanmistir.

Sonug: Klorzoksazonun antibakteriyel —aktivitesinin
olmamasina ragmen Klorzoksazon’un muhtemel riskini
belirlemek icin bagka ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Antibakteriyel etki, bacillus subitilis,
klorzoksazon, pseudomonas aeruginosa

kas lifleri laktik asit, protein ve enetji veren
vitaminleri kas dokularindan toplar, bu sekilde gii¢
tretilir. Beyinden gelen ani bir mesaj harekete hazir
olmayan kaslarin kafi miktarda laktik asit, protein ve
diger vitaminleri toplamaya firsat bulamamasina ve
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béylece sinitler, kaslara striknin gibi uyaricilarin
salgilanmasina neden olur. Striknin vicudun dis
ortama karst verdigi tepkinin urinidir. Gereken
miktardan fazla salgilandiginda kaslarda spazm olusur
ve bu spazm viicutta siddetli agrilara neden olut!. Bu
tir spazmlar bazi insanlarda sik sik tekrarlanabilir, bu
durumda doktorlar tarafindan kas gevsetici ilaglarin
kullanilmast  6nerilir?2.  Klorzoksazon kas spazmi
tedavisi ve agrt kesici olarak 1950°li yillarindan beri
insanlar tarafindan kullanilmaktadir. Klorzoksazon
ticari olarak Lorzone, Paraflex ve Muscol isimleri ile
piyasadadir 3. Klorzoksazon’un kullanimi  bag
dénme, mide bulantisy, kusma ve karaciger
fonksiyonel bozukluklart gibi yan etkiler gosterebilir.
Klorzoksazon, asetaminofen ile birlikte kullanilmast
doktorlar tarafindan yasaklanmuistir zira
Hepatotoksisite’ye olur. Bugiine kadar
klorzoksazon’un santral sinit sistemi tzerindeki etki
mekanizmast tam olarak bilinmemektedir ancak
merkezi sinir sistemi ¢Okmesine karst etkili oldugu
kabul edilmektedir®.

neden

Tirkiye’de klorzoksazon igeren ilaglar Mepadol,
Klorzoksazon, Muskazon, Paraflex ve Parafon
seklinde insanlar tarafindan tiketilmektedir. Dinyada
ise Klorzoksazon iceren ticari ilaglar tek basina veya
kombine edilmis sekilde farkli ila¢ firmalati tarafindan
tretilmektedit. Bu ilaglardan bazilatinin ticari isimleri
asagidaki tabloda gosterilmisgtir’.

Tablo 1. Klorzoksazon igeren ticari ilaglarin
bazilarinin listesi.

Preparatin Ulkesi Igindeki etken

Ad1 maddeler

Chlorzox Tayland Klorzoksazon
Biomioran Italya Klorzoksazon
Chlorzox Tayland Klorzoksazon
Myoflexin Macaristan Klorzoksazon
Biomioran Italya Klorzoksazon

Yapimis olan bir arastirmada Klorzoksazon’un
karaciger hiicrelerinde sitotoksik etki gdsterdigi
ortaya ctkmugtir. Klorzoksazon ile ilgili arastirmalart
inceledigimizde bu ilacin yan etkileri ile ilgili yeterli
bilgiler bulunmamaktadir ve yapilan ¢alismalar ilacin
kas gevsetici ve agr1 kesici etkisi ile ilgilidir®.

Agri kesici ve kas gevsetici olarak kullanilan bazt
ilaclar antibakteriyel 6zellige sahip olduklarindan
dolay1 insan vicudundaki mikrobiyal flora dengesini
bozabilir. Ornegin Orphenadrine bu ilaglardan
biridir. Orphenadrine, insan deri florasindan olan
Staphylococcus anrens bakterisine karst antibakteriyel etki
gosterdigi aragtirmacilar tarafindan  saptanmigtir!?.
Gocmen ve ark. tarafindan yapilmis olan bir
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calismada  Ketamin’in = Staphylococcns — anreus,
Staphylococcus epidermidis, Entecoccus faecalis, Streptococcus
pyogenes  ve  Pseudomonas  aernginosa’  ya  kargt
antimikrobiyal  etki gOsterdigi  belitlenmistir!!.
Gorildugt gibi agrt kesici olarak kullandan bazt
ilaglar istenilen etki disinda bakteriyel flora dengesini
bozabilirler.

Klorzoksazon Turkiye’de ve tim dinyada yaygin
olarak  kullanilmaktadir ama  klorzoksazon’un
antibakteriyel etkiye sahip olup olmadigiyla ilgili
herhangi bir calismaya rastlanmamustir. Psexdomonas
aeruginosa, deti, solunum sistemi ve kolondaki flora
bakterilerinden biridir. Deri, bogaz, yumurtalik ve
kolondaki flora bakterilerinden bazilatt bacillus sp. tiri
bakterilerdir. ~ Vicuttaki ~ bakteriyel — flora’nin
dengesinin bozulmast hayati negatif yonde etkiler.
Hastaliklarin giderilmesi icin kullandan ilaglar bu
dengeyi bozabilir. Bu sebepten dolayt bu c¢alismada
Klorzoksazon’un antibakteriyel etkisi arastirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan
klorzoksazon’un antibakteriyel etkisi gram pozitif
bakteti olarak Bacillus subtilis ve gram negatif bakteri
olarak  Psendomonas  aeruginosa’da  arastirilmistir.
Yapilmis olan bu ¢alismada Gurel firmasi tarafindan
tretilen paraflex (klorzoksazon) test maddesi olarak
kullamilmistur.

Klorzoksazonun actk formili (Sekil 1a) ve kimyasal
Ozellikleri (Sekil 1b) asagida gosterilmistir!>13.

Tlacin ticari adt : Paraflex
Kullanim yolu : Agizdan
DSO (WHO) kodu : MO3BB03
Erime noktast :190-194°C
Yarilanma 6mri : 1.1 saat
Metabolize edilme yeri : karaciger

Sistematik ad1 : 5-chloro-3H-benzooxazol-2-

one
Katalog Numarast : 95-25-0
Kapal: Formiili : C;H4CINO,
Molekul agithg :169.565 g/mol

Sekil 1a. Agik formiilia
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Sekil 1b. Klorzoksazon’un kimyasal yapisi.

Cl

Antimikrobiyal  aktivitenin =~ belitlenmesi  icin
uygulanan disk diftizyon yénteminde Mueller Hinton
Agar (Merck), Minimum inhibasyon
konsantrasyonun ~ (MIK), Minimum  bakterisid
konsantrasyon (MBK) testlerinde ise sivi Mueller

Hinton (Merck) besiyerleri kullanilmigtir.
Kullanilan suslarin genel 6zellikleri
Bacillus subtilis’in genel 6zellikleri

Bacillus subtilis, gram (+) bakterisi olarak 1872’de
Ferdinand Cohn ve Robert Koch tarafindan
bulunmustur. Bacillus subtilis mezofilik bakteridir ve
optimum sicakligt 25-37°C°dir. Proteolitik enzimi
olan  “subtilisin®  Bacillus  subtilis  tarafindan
uretmektedir. Subtilisin, dasiik toksijenik 6zellige
sahip olamakla birlikte insanlarda alerji’ye de sebep
olabilir 4.

Pseudomonas aeruginosa’nin genel 6zellikleri

Hareketli ve gram negatif (-) bakteri olup ve bircok
besiyeride tireme yetenegine sahiptir. Insanlarda ve en
cok sitemi zayif olan kisilerde farkli
hastaliklara sebep olmaktadir. Tdrar yolu enfeksiyonu,
menenjit, panoftalmi, bronsit, bronkopnémoni,
septisemi ve orta kulak enfeksiyonu hastaliklarin
ortaya ¢tkmasina sebep olur 15.

immiin

klorzoksazon’un antibakteryal etksisni arastirmak icin
Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi ve
Pamukkale Universitesi Fen FEdebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Bélumii Bakteriyoloji Laboratuvart’na ait
mikroorganizma koleksiyonunda bulunan
Psendomonas — aeruginosa ve  Bacillus  subtilis  suslart
kullanilmustir.

0.5 McFarland
hazirlanmasi

bulaniklik standardinin

Antibakteriyel etki calismalarinda ila¢ veya bir
maddenin etkisini arastirdigimizda kaltir edilen
bakteri yogunlugu (sayist) ¢ok 6nemlidir ve bakteri
saytst 0.5 McFarland kadar ayarlanmalidir. 0.5
McFatland bulaniklik standardi Stlfirik Asit, (0,18
M), Baryum Klorar (0,048 M) ve saf su kullanarak
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hazirlanmustur. Siispansiyonun yogunlugu
spektrofotometre cihazinda kontroli saglanmistir
(625 nm’de 0.08 - 0.13)1¢.

Minimum inhibisyon konsantrasyonun (MIiK)
saptanmast

Bir mikroorganizmanin gelismesini engelleyen en az

konsantrasyon Minimum inhibisyon
konsantrasyonun  seklinde  gosterilir. ~ MIK
beliflenmesi  12.5-25600 pg/mL  (0.0125-25.6

mg/ml) araligindaki konsantrasyonlarda seyretme
yontemiyle denenmigtir. Yapilan bu calismada
klorzoksazon farkli konsantrasyonlarda stvi mueller
hinton besiyerine (toplam hacim 4 ml) ilave
edilmistir. Tki bakteri 0.5 McFarland yogunlugunda
hazirlanmistir ve bakteri kiltiirinden 200 pLL (farklt
konsantrasyonda hazirlanmis klorzoksazon igeren
besiyerlerine) seklinde ekilmistir. Daha sonra 6rnekler
37°C’de bir gece inkibasyona birakilmistir ve
inkiibasyon siiresi bittikten sonra tiremenin olmadig
en az konsantrasyon Mik degeri olarak kabul
edilmistir 17.

Minimum bakterisid konsantrasyon (MBK)
Saptanmasi

MBK degeri bakteriyosidal etki gosteren en distk
konsantrasyonudur. Daha 6nceki calismada MIK
degerini  bulmak icin yapilmig olan  bakteri
kultitlerinden (Grememis bakteri kiltirinden) stre
bitiminden sonra 200 pl. yayma teknigi ile Mueller
Hinton Agar besiyerine ekilmistirtir ve bir gece
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Stre bittikten
sonra bakteri drememis (agar besiyerinde koloni
olusmamis olanlar) en az yogunluk MBK olarak
kaydedilmistir 7.

Disk difiizyon yontemi

Disk difiizyon yontemin esast, test edilen maddenin
kat1 besiyerinde bakteri killtiiriinde oldugunda bakteri
etrafinda ortaya ¢ikan zon ¢apin (Disk etrafinda zon
olusumu test maddesinin  bakteri Uremesini
engelledigini gésterir ve zon her ne kadar biyik
olursa test maddesinin o kadar etkili oldugunu ortaya
koyar) olctlmesi ile belitlenmektir 7. Yapilan bu
arastirmada her bir bakteri icin 3 farklt konsantrasyon
(disk) kullanilmistir  ve 25, 50 ve 100 png
konsantrasyonlart denenmistir. Calismada yapilan
ekim olarak yayma ekim yontemi ve besiyeri olarak
Muller Hinton Agar besiyerisi kullanilmistir. Tlk 6nce
mikroorganizmalar 0.5 McFarland yogunlunda
hazirlanmislardir.  Hazitlanan ~ mikroorganizma
sispansiyonundan 0.2 ml’si plastik petrilerde
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hazirlanmis agar besiyerine yayma metoduyla ekim
yapilmistir. Daha sonra diskler farklt
konsantrasyonda (25, 50 ve 100 pg mL")
klorzoksazona emdirilmistir ve katt besiyerisine
konulmustur. Yapilan bu calismada her petri’de bir
adet muamele edilmemis disk (negatif kontol) ve her
bir konsantrasyon igin t¢  paralelli  tekrar
kullanilmistir. Daha sonra petriler 24 saat 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir ve inkiibasyon sonrasinda
disklerin etrafinda olusan zonlar degerlendirilmistir
ve milimetre cinsinden él¢timleri yapilmustir!8-20,

BULGULAR

Minimum inhibe edici konsantrasyonun belirlenmesi
calismadan elde edilen sonuclari inceledigimizde
Bacillus subtilis bakterisine ait MIK degeri 0.400 mg
mIL, ve Pseudomonas aernginosa bakterisine ait MIK
degeri 0.800 mg mL! olarak belirlenmistir.

MIK testinde tirememis bakteri kiiltiirlerinden 200
pL alip yayma metodu ile Muller hinton agar
besiyerine ekilmigtir. Daha sonra bir gece 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Stire bitiminde Grememis
en az konsantrasyon MBK degeri olarak saptanmustir.
Bacillus subtilis bakterisine ait MBK degeri 1.920 mg
ml! ve Pseudomonas aeruginosa bakterisine ait MBK
degeri 2.560 mg mL! olarak belitlenmistir.

Bu arastirmada 25, 50 ve 100 pg konsantrasyonlart 3
tekrar seklinde denenmistir. Bu arastirmadan elde
edilen sonuclar klorzoksazon’un tim
konsantrasyonlarda antibakteriyel etki g&stermedigni
ve zon caplart tim konsantrasyonlarda sifir cm

oldugunu ortaya koymustur. Klorzoksazon’un
etkisine ait sonucglar Sekil 2 ve Sekil 3’de
gosterilmigtir.

Sekil 2. Bacillus subtilis bakterisine ait disk
difiizyon sonucu.
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Sekil 3. Pseudomonas aeruginosa bakterisine ait
disk difiizyon sonucu.

TARTISMA
Bu arastirmadan elde edilen sonugclar
klorzoksazon™un tim konsantrasyonlarda

antibakteriyel etkisinin olmadigini ortaya koymustur.
Farkli kas gevseticiler ile yapilan ¢alismalar
inceledigimizde bu ilaglarin  bazilarinin  bakteri
tremesini inhibe ettigi ve bazilarinin ise antibakteriyel
ozellige sahip olmadigini gérmekteyiz.

Berghot ve Moawad’in yaptiklar1 bir arastirmada
Diazpam’in  antimikrobiyal —etkiye sahip olup
olmadigint Bacillus subtilis ve Psendomonas aeruginosa’da
arastirmuglardir.  Yapilan calismadan elde edilen
sonuglar Diazpam’in her iki bakteri susunda da
antibakteriyel etki gosterdigi ortaya ¢ikmustir?!. Abdul
Hussein ve Janabi Ibuprofen ve Acetaminophen’in
antibakterial etkisini Staphylococcus aurens, Paracoccus
_yeei, Enterobacter  aerogenes ve  Enterobacter  cloacae
bakterilerinde  arastirmuglardir. Bu  arastirmanin
sonucunda  ibuprofen Acetaminophen’un
Staphylococcus — anrens  ~ve  Paracoccus  yeedye  karst
antibakteriyel etki gosterdikleri ama bu iki ilacin
Enterobacter aerogenes ve Enterobacter cloacae’ye karst
etkisiz olduklarini aciklamislardir?®. Yapilan baska bir
arastirmada Orphenadrine’ nin antimikrobiyal etkisi 3
farkli bakteri susunda arastirilmistir. Calismadan elde
edilen sonuglar Orphenadrine’in Staphylococcus aureus
‘da antibakteriyel etki gosterdigi ama Pseudomonas
aeroginosa ve E coli’de etkisiz oldugunu saptamnistir!®.
Parr ve ark. Lidokain’nin antibakteriyel etkisini
Enterococcus  faecalis,  Escherichia  coli,  Psendomonas
aeruginosa,  ve  Staphylococcus  awrens  suslarinda
arastirmiglardir.  Yapilan  ¢alismanin  sonucunda
arastirmacilar  Lidokain’in  antibakteriyel  etki
gosterdigini ve bu etki konsantrasyona bagl
yikseldigini gostermiglerdit?. Gocmen ve atk.

ve
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Ketamin’in antibakteriyel etkisini Staphylococcns anreus,
Staphylococcus epidermidis, Entecoccus faecalis, Streptococcus
pyogenes,  Pseudomonas — aernginosa ve Escherichia  coli
bakterilerde arastirmiglardir. Calismadan elde edilen
sonuclar Ketamin’in E.co// haric tim bakterilerde
antibakteriyel etki gosterdigibi ortaya ctkarmistir!!.
Wollner ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir
arastirmada kas gevsetici olarak kullanilan Botax’in
antibakterial etkisi Escherichia coli, Klebsiella pnenmoniae,
Kiebsiella  oxytoca ve Bacillus  subtilis  bakterilerinde
arastirtlmistir. Yapilan bu arastirmanin sonucunda
Botax’in  antibacterial etkiye sahip  olmadig
aciklanmistir’.  Baska  bir  calismada  ise
Suksametonyum Kloriir ve Rokuronyum Bromiir’in
antibakteriyel aktiviteye sahip olup olmadigt S. aureus,
S. epidermidis, E. faecalis, P. aernginosa ve E. Colfde
denenmistir. Buylkkocak ve arkadaslarinin elde
ettikleri sonuglar  Suksametonyum Klorir ve
Rokuronyum Bromir’in antimikrobiyel —6zellige
sahip olmadigini ortaya koymuglardir?s.

Yapilmis olan bu ¢aligmadaki Klorzoksazon ile ilgili
fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Gorildiga gibi agr
kesici ve kas gevsetici ilaglardan baziari insan
florasindaki yararli bakterilerin azaltilmasina sebep
olabilir. Baz kas gevsetici ilaglarin antibakteriyel
Ozelliklerinin -~ oldugundan  dolayt  bu ilaglart
kullanitken viicuttaki agrinin  azalmastyla birlikte
yararlt mikroorganizmalarin da azalmasi gerceklesir.
Klorzoksazon ile ilgili béyle bir risk yoktur. Kas
gevsetici ve agri kesici olarak kullanilan ilaglarin
etkileri bakimindan aynt Ozellikleri  tagidiginda
vicudumuzdaki ~ bakteriyel ~ floranin  dengesini
bozmamak icin  doktotlar  tarafindan  risk
olusturabilen ilaclar yerine Klorzoksazon gibi
antibakteriyel etkiye sahip olmayan ilaclarin hastalara
verilmesi Onerilmektedir. Zira bu calismadan elde

edilen sonuglar Klorzoksazonun antibakteriyel
ozellige sahip olmadigini saptamustir.

Bu arastirmadan elde edilen sonugclar
Klorzoksazon’un antibakteriyel etki

gostermediginden dolayt bu ilacin insan viicudundaki
bakteriyel flora’da degisiklige yol a¢madigini ve bu
bakimdan glivenilir bir kas gevsetici olabilirligini
ortaya koymustur.
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