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In this study, antibacterial activity and cytotoxicity of metal ion doped
calcium phosphate based inorganic powder were investigated. After synthesis
of various compositions of metal ions doped antibacterial powder,
antibacterial activity analysis were performed by using standard test
bacterias (Escherichia Coli (E.coli), P. Aeruginosa, S.aeureus and Candida).
Finally, MTT test method was used to determine in vitro cytotoxicity effect.
The data obtained from cytotoxicity test were evaluated in SPS statistical
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan bedensel, ruhsal ve sosyal yonden
tam bir iyilik hali olarak tanimlanan “saglik” kavramini etkileyen {i¢ temel unsur
insan, hastalik yapici etmenler ve gevredir. Insanin disindaki her sey olarak
nitelendirilen i¢cinde yasadigimiz ¢evre, hastaliklara yol acan en énemli etkenlerin
basinda gelen mikroorganizmalar ile her an temasta bulundugumuz ortamdir [1].
Gilinlimiizde yasam kosullarinin degismesi ve bireylerin zamanlarinin ¢gogunu ev
disinda gegirmeleri, degisen beslenme aligkanliklart ve ulasim olanaklari,
uluslararas1 ziyaretler gibi faktorler, mikroorganizmalarin, toplu yasam
alanlarinda kolayca bireyden bireye gecisine ve bulasict hastaliklarin artmasina
neden olmaktadir. Mikroorganizma miktar1 belli oranin {izerine ¢iktig1 takdirde
kisisel ve cevresel ozelliklere bagl olarak degisik siddetler de bulasici hastaliklara
hatta salginlara (epidemi) yol agabilmektedir. Toplumun saglikli olabilmesi i¢in
toplumu olusturan bireylerin sagliklarinin korunmasi gerekmektedir. Bu nedenle,
yasadigimiz mekanlarda, c¢alistigimiz ortamlarda ve kullandigimiz {iriinlerde
hijyenin saglanmasi, yani hastalik olusturabilecek mikroorganizmalardan
armdirilmasi giinliik yasamimizda giderek 6nem kazanmaktadir.

Metal iyon katkili antibakteriyel seramik toz katkisi ile hazirlanan
uygulamalar sonucunda hijyenik ortamlar i¢in basarili sonuglar elde edilmis ve
antibakteriyel tozun insan viicunda ozellikle enfeksiyon riski tasiyan implant
malzemelerine kaplanarak uygulanmasi giindeme gelmistir.

Viicut dokularinin bir kisminin fonksiyonlarini yerine getiremez duruma
girmesi, insanlar tarafindan yapay olarak gelistirilen malzemelerin kullanimin
gerektirmektedir. Gegici ve/veya daimi, dahili veya harici olarak, tedavi,
rekonstriiktif vb. amaclarla viicuda dahil edilen malzemeler implant malzemeleri
olarak adlandirilir [2]. Tibbin birgok dalinda giderek artan oranlarda implant
kullanim1 degisik sentetik biyomateryalleri ile miimkiin olmaktadir.

Malzeme bilimi ve teknolojisindeki gelismeler ile basarili implant
uygulamalar1 gegen asirdan itibaren kendini gdstermistir. Son 30 yilda 40’1 askin
metal, polimer ve seramik malzemeler viicudun 40’dan fazla degisik parcasinin

onarimi ve yenilenmesi i¢in kullanilmigtir [3].



Ideal bir implantin; yabanci cisim reaksiyonu ve inflamasyona sebep
olmamasi, alerji ve hipersensitiviteye sebep olmamasi, kimyasal olarak inert
olmasi, non-karsinojenik olmasi, yapisin1i ve devamliligini koruyabilmesi,

istenilen sekli alabilmesi, sterilize edilebilmesi gerekmektedir [4].

1.1. implant Materyallerinin Cesitleri

Tibbin bir ¢ok uzmanlik alaninda ve dis hekimliginde giderek artan
oranlarda implant kullanim1 degisik sentetik materyalleri giindeme getirmistir. En
sik kullanilan implant materyalleri {i¢ grupta toplanabilir:

1. Metaller
2. Polimerler

3. Seramikler

1.1.1. Metaller

Metal ve metal alasimlari biyomalzeme alaninda oldukg¢a 6nemli bir yere
sahiptirler. Kristal yapilar1 ve sahip olduklari giiclii metalik baglar nedeniyle iistiin
mekanik 6zellikler tasiyan metal malzemelerin implant materyali olarak kullanimi
yiiksektir. Bir yandan ortopedik uygulamalarda eklem protezi ve kemik yenileme
malzemesi olarak kullanilirken diger yandan yiiz ve ¢ene cerrahisinde, 6rnegin dis
implant1 gibi ya da kalp ve damar cerrahisinde yapay kalp pargalari, kateter, kalp
kapakcigr olarak da kullanilmaktadirlar. Metallerin biyomalzeme pazarindaki en
bliylik paymi ise teshis ve tedavi amach aletlerin metalik aksanlarini
olusturmaktadir [5].

Insan viicudunda kullanilmak iizere gelistirilen ilk metal “Sherman-
Vanadyum Celigi”dir. Biyomalzeme iiretiminde kullanilan, demir, bakir, krom,
kobalt, nikel, titanyum, tantal, molibden ve vanadyum gibi ¢ok sayida metal, az
miktarda kullanilmak kosuluyla canli viicuduna uygunluk gdsterirler. Viicut
icerisinde fazla miktarda bulunmasi zararli olan bu metaller metabolizmik

faaliyetler sirasinda da olusabilirler. Kobaltin B12 vitamininden sentezlenmesi



veya demirin hiicre fonksiyonu olarak meydana gelmesi Ornek olarak
gosterilebilir [3, 5].

Dis hekimligi uygulamalarinda dental amalgam alasimlari, kalp kapake¢igi,
eklem protezleri, vida, plak uygulamalarinda kobalt-krom alagimlari, ortopedik
uygulamalarda titanyum alagimlari, kirik tedavisi ve vaskiiler stendlerde ise
paslanmaz celik kullanilmaktadir.

Metallerin biyolojik ortama uygunlugu viicut icerisinde korozyona
ugramalar1 ile baglantilhidir. Korozyon, metallerin ¢evreleri ile istenmeyen bir
kimyasal reaksiyona girerek oksijen, hidroksit ve diger baska bilesikler
olusturarak bozunmasidir. Insan viicudundaki akiskan, su, ¢oziinmiis oksijen,
kloriir ve hidroksit gibi ¢esitli iyonlar icerir. Bu nedenle insan viicudu implant
olarak kullanilan metaller i¢in olduk¢a korozif bir ortamdir. Malzeme, korozyon
sonucu zayiflar ayn1 zamanda korozyon iirtinleri doku igerisine girerek hiicrelere
zarar verirler. Soy metallerin korozyona kars1 direnci ise ¢ok yiiksektir. Paslanmaz
celik demir ve karbon elementleri ile krom, nikel, mangan, molibden, vanadyum
icermektedir. Bu elementler ¢eligin korozyon dayanimini arttirmaktadir. Kobalt
ve titanyum yiiksek korozyon dayanimina sahip olduklarindan dolay1 eklem

protezleri uygulamalarinda tercih edilmektedirler [6, 7, §].

1.1.2. Polimerler

Biyomalzeme alaninda polimerik malzemeler yumusak dokulara benzer
fiziksel oOzelliklere sahip olduklarindan dolayr genis bir kullanim alanina
sahiptirler. Polimer; kiigiik, tekrarlanabilir birimlerin olusturdugu uzun-zincirli
molekiillerdir. Tekrarlanan birimler, “mer” olarak adlandirilir. Senteze baslarken
kullanilan kiiclik molekiil agirlikli  birimler ise “monomer” adi verilir.
Polimerazisyon sirasinda, monomerler doygun hale gelerek (zincir
polimerizasyonu) veya kiigiik molekiillerin yapidan ayrilmasi ile (H,O veya HCI )
degisir ve “mer” halinde zincire katilirlar. Polimerlerin 6zellikleri, yap1 taslari
olan monomerlerden biiylik farklilik gdsterir. Bu nedenle uygulama alanina
yonelik olarak uygun polimer se¢imi dikkatli bir sekilde yapilmalidir. Polimerik

malzemeler tibbi cihazlarda, vaskiiler protezlerde, kontakt lenslerde ve kateter



uygulamalarinda genis bir kullanima sahiptirler. Biyomalzeme olarak kullanilan

polimerleri dogal ve sentetik olarak gruplandirabiliriz [5, 8, 9].

1.1.2.1. Dogal Polimerler

Dogal polimerler biyolojik olarak {iretilen ve benzersiz islevsel 6zelliklere
sahip olan polimerlerdir. Baslica dogal polimerler; proteinler (6rnegin; kollajen,
jelatin, elastin, aktin), polisakkaritler (selilloz, nigasta, dekstran, kitin) ve
poliniikleotidler (DNA ve RNA) dir. Dogal polimerlerin dezavatajlari; yasayan
organizmalarin karmasik yapilarindan dolay1 liretim maliyetlerinin yiiksek olmasi
ve yeterince biiylik Ol¢eklerde iiretimin olmamasidir. Dogal polimerler sahip
olduklar1 islevsel Ozellikler nedeniyle degisik kullanim alanlarina sahiptirler.
Kalinlastirici, jel yapici, baglayici, dagitma ajani, kayganlastirici, yapistirict ve
implant materyali olarak kullanim alanina sahiptirler.

Dogal polimerler biyomalzeme alaninin vazgegilmez kaynaklaridir.
Biyolojik ortamdaki makromolekiillerin benzeri veya aynisi olduklarindan canlt
viicudu ile temas ettiklerinde zehir etkisi ve iltihaplanma gibi istenmeyen
reaksiyonlar vermezler. Ancak elde edildikleri kaynaga bagli olarak bilesimlerinin
degismesi, yiliksek sicakliklarda bozunmalar1 ve bundan dolay1 sekillendirilmede
giiclik ve tiim bunlarin 6tesinde immiinojenik olmalar1 6nemli dezavantajlardir.
Enzim varliginda yapilarinin bozunmasi yani biyobozunur olmalar1 ise gecici

uygulamalarda kullanilan biyomalzemeler i¢in bir avantajdir [5, 6].

1.1.2.2. Sentetik Polimerler

Genellikle monomerler karbon ve hidrojenden olusurlar ve bu durumda
polimer yapist uzun hidrokarbon zincirine sahip olur. Bu tiir monomerlerin en
basiti “etilen”dir (H,C=CH,) ve olusturdugu polimer “polietilen” olarak
adlandirilir. Cok sayida etilen molekiilii yapilarindaki ¢ift bagin ac¢ilmasi sonucu
kovalent baglarla baglanarak polietilen zincirini olustururlar. Genellikle polimer
denildigi zaman akla gelen hidrokarbon zincirine sahip organik polimerlerdir.
Ancak hidrojen ve karbon atomlarindan baska atomlardan olusan polimerlerde

bulunmaktadir. Ornegin; silisyum, azot veya fosfor atomlarindan olusan polimer



zincirleri vardir ve “inorganik polimerler” olarak adlandirilir. Polimer zincirleri,
dogrusal yapida olabilecegi gibi dallanmis yapida da olabilir. Bu yapilar, polimer
ana zincirine diger zincirlerin yan dal olarak baglanmasi ile olusur. Bu yan dallar
baska bir ana zincirle baglandiginda ise ¢apraz-bagli polimerler olusur. Dallanma,
polimerlerin uygun ¢oziictilerdeki ¢ozlintirliiglinii zorlastirir, capraz-bagli yapilar
ise ¢oziinmeyip, sadece yapilarina ¢oziicliyii alarak siserler [5, 6].

PMMA (polimetilmetakrilat), hidrofobik ve dogrusal yapida bir zincir
polimeridir. Oda sicakliginda camsi halde bulunur. Lucite ve Plexiglass ticari
isimleri ile taninir. Isik gecirgenligi, sertligi ve kararlilig1 nedeniyle goz ici lensler
ve sert kontakt lenslerde kullanimi1 yaygindir.

Yumusak kontakt lensler ise farkli bir polimerden hazirlanirlar. Bu
polimer, metilmetakrilatametilol (-CH,OH) grubunun eklenmesiyle olusan
2hidroksietilmetakrilat (HEMA) monomerinden sentezlenir. Yumugak kontakt
lensler poli(HEMA)’'nin az miktarda etilenglikol dimetakrilat (EGDMA) ile
capraz baglanarak hazirlanirlar. Capraz baglanma sulu ortamda polimerin
¢cOziinmesini engeller ve bu durumdaki polimer sismis hidrojel olarak
adlandirilmaktadir.

Tibbi uygulamalarda yiiksek yogunluklu polietilen (PE) kullanilmaktadir.
Ciinkii diisik yogunluklu PE sterilizasyon sicakligina dayanamaz. PE, tiip
formundaki uygulamalarda ve kateterlerde, ¢ok yliksek molekiil agirlikli PE ise
yapay kalca protezlerinde kullanilir. Polietilenin sertligi iyidir, yaglara direnglidir
ve ucuzdur. Polipropilen (PP) polictilene benzer fakat daha serttir. Kimyasal
direnci yliksek ve ¢ekme dayanimi iyidir. PE’nin yer aldig1 uygulamalarda PP’de
kullanilabilir. Politetrafloroetilen (PTFE), teflon ticari adiyla bilinir. PE ile
benzeri yapida olup, PE’deki hidrojenlerin flor atomlart ile yer degistirmesi
sonucu sentezlenir. PTFE, hem 1si1sal hem de kimyasal ac¢idan ¢ok kararlidir fakat
islenmesi zor bir polimerdir. Hidrofobiktir ve miikemmel kayganliga sahiptir.
Gore-Tex olarak bilinen formu damar protezlerinde kullanilir [5, 6, 9].

Polivinilkloriir (PVC), tibbi uygulamalarda tiip formunda kullanilir. Bu
uygulamalar; kan nakli, diyaliz ve beslenme amagl olabilir. PVC, sert ve kirilgan
bir malzeme olmasina karsin plastiklestirici ilavesiyle yumusak ve esnek hale

getirilebilmektedir. PVC, uzun dénemli uygulamalarda plastiklestiricinin yapidan



sizmasi nedeniyle problemlere yol agmaktadir. Plastiklestiriciler diisiik zehirlilige
sahiptir ve yapidan sizmalar1t PVC’nin esnekligini azaltir [5, 6].

Polimetilsiloksan (PDMS) yaygin olarak kullanilan bir diger polimerdir.
PDMS karbon ana zinciri yerine siliyum-oksijen ana zincirine sahiptir. PDMS’nin
en onemli 6zelligi ise diger kauguklara nazaran daha az bagimli olmasidir. PDMS,
drenaj borularinda ve kateterlerde, baz1 damar protezlerinde ve yiiksek oksijen
gecirgenligi nedeniyle membran oksijenatdrlerde (solunum cihazlari) kullanilir.
Miikemmel esneklik ve karaligindan dolayiysa parmak eklemleri, kan damarlari,
kalp kapakgiklari, gogiis implantlari, dis kulak, ¢ene ve burun implantlarinda
kullanilir.

Bisfenol A ve fosgenin polimerizasyonu sonucu sert bir malzeme olan
polikarbonat sentezlenir. Yiiksek carpma dayanimindan dolay1 gozlikk camlarinda
ve emniyet camlarinda, oksijenator ve kalp-akciger makinelerinde kullanilir.
Naylon, Du Pont tarafindan poliamid ailesine verilen isimdir. Naylonlar,
diaminlerin dibazik asitlerle reaksiyonu sonucunda olusur veya laktomlarin halka
acilmasi polimerizasyonu ile hazirlanir. Naylonlar ameliyat ipligi olarak kullanilir.
Poliliretanlar yumusak ve sert segmentlerden olugsan blok kopolimerlere denir.
Kanla uyusabilirlikleri ¢ok iy1 oldugundan 6zellikle kalp-damar uygulamalarinda

tercih edilirler [5,6].

1.1.3. Seramikler

Milyonlarca yil Once atesin kesfi ile kilin seramik ¢anak c¢omlege
doniistiirtilmesi insan topluluklarinin gégebe avciliktan yerlesik tarimsal yasama
gecisinde en biiylik faktor olmustur. Seramiklerin insan yasaminda yarattig1 bir
diger bliyiikk devrim ise gectigimiz 40 yilda viicudun zarar goren veya islevini
yitiren parcalarinin tamiri, yeniden yapilandirilmasi veya yerini almasi i¢in 6zel
tasarimli seramiklerin gelistirilmesi ve kullanimi ile gerceklesmistir. Bu amagla
kullanilan seramikler biyoseramikler olarak adlandirilmaktadir. Biyoseramikler;
polikristalin yapili seramik (aliimina ve hidroksiapatit), biyoaktif cam, biyoaktif
cam seramikler veya biyoaktif kompozitler (polietilen-hidroksiapatit) seklinde

hazirlanabilmektedirler. Inorganik malzemelerin énemli bir grubunu olusturan bu



malzemeler, saglik sektoriinde cok ¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadirlar. Bu
uygulamalardan bazilari; gozliik camlari, teshis cihazlari, termometreler, doku
kiiltiir kaplar1, endoskopide kullanilan fiber optiklerdir.

(Coziinmez gozenekli camlar, enzim, antikor ve antijen tastyici olarak da
kullanilmaktadir. Mikroorganizmalara, sicakliga, ¢oziiciilere, pH degisimlerine ve
ylksek basinglara olan direngleri bu uygulamalar acgisindan biiylik avantaj
saglamaktadir. Seramikler, dis hekimliginde dolgu malzemesi, altin-porselen
kaplama ve protez parcalart olarak yaygin bir bicimde kullanilmakta ve dis
seramikleri olarak adlandirilmaktadirlar. Biyoseramikler dis tedavisi diginda da

sert doku implanti olarak da kullanilmaktadirlar [6, 9, 10].

1.1.3.1. Oksit Seramikleri

Bu malzemeler inert yapida olan ve oksijen iyonlarinin olusturdugu
diizlemde metal iyonlarinin dagilmasi ile olusan polikristalin seramiklerdir[10].

Iki 6nemli ¢esidi vardir: Aliimina (Al,O3) ve Zirkonya (ZrO,)

1.1.3.1.1. Aliimina

Yiiksek yogunluk ve yiiksek safliga (>% 99.5) sahip aliimina, korozyon
direnci, yliksek mukavemeti, yiiksek siirtiinme dayanimi ve iyi biyouyumluluk
ozelliginden dolay1 kalga protezlerinde, diz kapagi protezlerinde ve dis
implantlarinda yaygin kullanima sahiptir. Aliimina kal¢a kemigi protezi
Sekil 1.1°de goriilmektedir. Bu uygulamalarda kullanilan aliiminanin ¢ogu iyi tane
yapisina sahip polikristalin a-Al,O3’tin  1600-1700 °C’de preslenmesi ve

sinterlenmesi sonucu elde edilir.



Sekil 1.1. Aliimina kalca kemigi protezi

Aliimina 20 yili agkin siiredir ortopedik uygulamalarda kullanilmaktadir.
Kalca protezlerinde gozlemlenen ana problem birbiri igerisinde hareketlenen
parcalardan olusan yenim kayiplaridir. Aliimina yiliksek yenim direncine sahiptir.
Bu 6zellik aliiminanin ¢ok diisiik yiizey piiriizliigiine ve yiiksek yiizey enerjisine
sahip olmasindan dolayidir. Aliimina yiiksek biyouyumluluga ve yenim direncine

ragmen orta seviyede tokluk ve biikiilme mukavemeti gostermektedir [10].

1.1.3.1.2. Zirkonya

Zirkonyada aliimina gibi bulundugu fiziksel ortam {iizerinde inert etki
gostermektedir. Aliimina seramiklere gore avantaji ise ¢ok daha yiiksek kirilma
toklugu ve biikiilme mukavemetine sahip olmasidir. Gostermis oldugu bu iistiin
ozelliklerden dolay1 ZrO,, uyluk kemigi protezlerinde basari ile kullanilmaktadir.
Ancak uygulamalarinda ii¢ O6nemli problem ile karsilagilmaktadir; fizyolojik
stvilar nedeniyle zamanla mukavemetinin azalmasi, yenim ozelliklerinin zayif
olmas1 ve potansiyel radyoaktif malzemeler icermesidir. ZrO;’nin yenim direnci
AL Oj’e gore ¢ok diisiiktiir. Bu sebebten dolay1 ZrO,, seramik-seramikten olusan
hareketli ytlizeylerde kullanilmamalidir. Zirkonya igerisinde yarilanma omrii ¢ok
uzun olan radyoaktif elementler bulunur (Uranyum, Toryum, vb.). Bu elementleri
yapidan ayirmak c¢ok zor ve pahali islemler gerektirmektedir. Zirkonya bazl
seramiklerde 0.5 ppm U®>’e rastlanmis bulunmaktadir. Radyoaktivite o ve y

etkilesimi olarak ortaya c¢ikmaktadir. o-radyasyonu daha fazladir ve



a-pargaciklari, yiiksek iyonlastirma kapasitesine sahip olduklarindan yumusak ve
sert doku hiicrelerini tahrip edebilmektedirler. Radyoaktivite diizeyi distlik

oldugunda da bu etkinin uzun siireli incelenmesi gerekmektedir [10].

1.1.3.1.3. Kalsiyumfosfat Seramikleri

Kalsiyum ve fosfat atomlarinin c¢oklu oksitleri seklindeki yapilardir.
Hidroksiapatit Ca;o(PO4)sOHa,, trikalsiyumfosfat Ca3(PO4), ve oktakalsiyumfosfat
CaH(PO4);.20H bu yapilara 6rnek olarak verilebilir.

Kalsiyumfosfat bazli biyoseramikler tibbin ¢ogu uzmanlik alaninda ve dis
hekimliginde 20 yildan bu yana kullanilmaktadir. Bu malzemeler, ortopedik
kaplamalar ve dis implantlarinda, yiiz kemiklerinde, kulak kemiklerinde, kalca ve
diz protezlerinde kemik tozu olarak kullanilmaktadir. Seramik-metal protezlerde
kalsiyumfosfat uygulamalar1 Sekil 1.2°de goriilmektedir. Kalsiyumfosfat
seramiklerin sekillendirme islemini takiben sinterlenmesi genellikle 1000-
1500°C'de gerceklesmektedir. Tiim kalsiyum fosfat seramikleri degisen hizlarda
biyolojik olarak bozunmaktadirlar [9, 10].

Sekil 1.2. Seramik—metal protezlerde kalsiyumfosfat uygulamalari

Kalsiyum fosfat seramikleri, gozenekli yapida da hazirlanabilmektedir.
Gozenekli seramik implantlarin en biiyiik avantaji; kemik, seramik malzemenin

gozenekleri icerisinde biiylidiigiinde, olusan ara yiizeyin mekanik agidan yiiksek



kararliliga sahip olmasidir. Gozenekli implantlar kemik olusumu i¢in yap1 iskelesi
olarak kullanilmaktadir.

Mercanlarin  mikro yapisi, kontrollii goézenek biiylikliigiine sahip
seramiklerin olusturulmasi agisindan en ideal malzeme olmalarin1 saglamaktadir.
Gozenekli malzemeler, her zaman i¢in y1gin formlarinda daha zayiflar ve artan
gozeneklilige bagh olarak, malzemenin dayanimi daha da azalmaktadir. Kemik
kiriklarimi  doldurmak i¢in gozenekli sentetik kalsiyum fosfat seramikler
kullanilirken, dis implantlarinda kaplama olarak go6zenekli hidroksiapatit
kullanilmaktadir. Gozenekli hidroksiapatitte gozenek boyutu 500um’ye kadar
cikabilirken, yogun hidroksiapatit i¢in bu deger maksimum 1pm civarinda olup,
toplam hacmin % 5’ini teskil etmektedir [10].

Hidroksiapatit kemik dolgu malzemesi ve implant malzemelerine
kaplanarak kullanilmasi olduk¢a yaygin uygulamalardir. Ancak ozellikle agik
yaralanmalarda kemik dolgu malzemesi olarak ve tiimii viicut icinde olmayan ve
uzun siire viicutta kalan implant malzemelerinde kaplama malzemesi olarak

kullanildig1 durumlarda enfeksiyon riski ortaya ¢ikmaktadir.

1.1.3.1.4. Cam ve Cam Seramikler

Silika (SiO;) temelli seramiklerdir. Cam seramikler Lityum/Aliminyum
veya Magnezyum/Aliiminyum kristalleri i¢eren camlardir. Cam seramiklerin
heterojen yapilarindan dolay1 uygulama alanlar1 kisithdir. Biyoaktif camlarda ise
silika gruplarinin  bazilarn  kalsiyum, fosfor veya sodyum ile yer
degistirebilmektedir (SiO,, Na,O, CaO, P,0s). Boylece doku ve implant arasinda
kimyasal baglanma gerceklesmektedir. Biyoaktif camlar klasik bir iiretim siireci
ile iretilmelerine ragmen her bir lretim basamaginda titiz davranilmasi
gerekmektedir. Bunun sebebi son iirliniin insan viicudunda kullanilacak olmasidir.
Kimyasal kirlenmeler minimuma indirilmeli, oksit malzemeler yiiksek saflikta
secilmeli, silika yiiksek saflikta ve flint kalitesinde olmalidir. Biyoaktif camlarin
en onemli 6zelligi ¢ok yiiksek reaksiyon hizina sahip olup doku ile hizli bir
sekilde baglanmay1 saglamasidir. En 6nemli dezavantajlart ise diisiik mekanik

mukavemete ve diislik kirilma tokluguna sahip olmalaridir.
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Genel olarak baktigimizda tek fazli biyoaktif camlar 6rnegin biyocam
insan kemigi uygulamalarinda gerekli mekanik mukavemeti gostermezler. Dogal
kemik yapist bir kompozit olup, hidroksiapatit-hidroksikarbonapatit ana
dokusundan olusan ve organik kalojenler tarafindan kuvvetlendirilen bir yapidir.
Bu kemik dokusu 6rnek alinarak wollastonit (CaO.SiO,) ve silika zincirleri ile
kuvvetlendirilmis bir seramik cam kompozisyonu tretilmistir. A/W camlari
3Ca0.P,05-Ca0.510,~Mg0.Ca0.2Si0,  bilesenlerinden  olusan  bir faz
diyagraminda goriilmektedir. A/W camlar1 elmas isleme aletleri ile vida dahil
bir¢ok degisik sekle getirilebilirler. A/W camlari omurlar aras1 ve kemikler arasi
dolgu malzemesi olarak kullanilirlar. Diger bir cam seramik yapisi ise ig¢erisinde
mika kristalleri bulunduran ve bdylece camin islenebilirligini saglayan islenebilir
ve fosfor igerikli cam seramiklerdir. Bu cam seramikler mikaapatit cam seramikler
olarak da adlandirilabilir. Mikaapatit cam seramikleri ii¢ gruba ayrilir; Biyoverit I
camlart silikofosfat tipi camlardir ve kompozisyonlarinda SiO, ,Al,O; MgO,
Nay0, K,0, F, CaO, P,0s bulunmaktadir. Biyoverit II camlar silikat cam grubuna
girer ve kompozisyonunda SiO;-Al,03-MgO-Na,O-K,O-F  bulunmaktadir.
Biyoverit II cam seramikte ana kristal yap1 olarak mika kristalleri, ikinci kristal
yap1 olarak kordiyerit kristalleri bulunmaktadir. Yiiksek mika igerdiklerinden
dolay1 Biyoverit I ve Biyoverit II camlar1 kolay islenebilen camlardir. Biyoverit
IIT camlar ise fosfat cam olup, silika icermezler. Kompozisyonunda CaO-Al,O3—
P,05-NayO, (ZrO,-FeO/Fe,03) bulunmaktadir. Biyoverit III’iin yapisinda apatit,
AIPO4 ve kompleks fosfat yapilart olusturulur. Biyoverit III’lin digerlerinden farki
faz seperasyonuna ugramamasidir [5, 10].

Biyoseramikler, iskeletteki sert bag dokusunun tamiri veya yenilenmesinde
kullanilmaktadir. Bu malzemelere olan gereksinim, 6zellikle ilerleyen yasa bagl
olarak ortaya c¢ikmaktadir. Yashlarda kemikler ¢ok kirilgan olur; ¢iinkii kemik
yogunlugu ve dayanimi 30 yasindan itibaren azalmaktadir. Bunun sonucunda
kemik iireten hiicreler, yani osteoblastlarin yeni kemik {iretiminde ve kemikte
olusan mikro ¢atlaklarin kapanmasindaki tiretkenligi azalmaktadir. Ortalama insan
omrii 80 y1l olarak diisiiniiliirse, 60 yas civarinda bag dokusu i¢in yedek malzeme
ihtiyac1 baglamakta ve an azindan 20 yil boyunca biyoseramiklere ihtiyag

duyulmaktadir [3].
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Biyoseramiklerin kullanimini sinirlayan nedenlerin en 6nemlileri, bazi
klinik uygulamalardaki yavas ilerleyen ¢atlaklar, yorulma ve degisik darbe ve
basinglara dayanimlarinin tam olarak bilinememesidir. Bu olumsuzluklari
onlemek icin kullanilan iki yeni yaklasimdan birisi, biyoaktif kompozitler,

digeriyse biyoaktif seramiklerle yapilan kaplamalardir.
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2. ANTIMIKROBIYAL SISTEMLER

2.1. Genel Tanimlar

Antimikrobik etkenler ve bunlarin kullanilisi ile ilgili olarak genellikle

kullanilan deyimler sunlardir :

2.1.1. Bakteriyostatik

Bakterilerin ¢ogalmasint 6nleyen maddelere denir. Bunlarin ortadan

uzaklastirilmasindan sonra bakteriler yeniden iiremeye baslarlar [11].
2.1.2. Bakteriosidal

Bakterileri Oldiirebilen maddelerdir. Bu etkinin bakteriyostatikten farki
burada islemin geri doniisemez olmasidir. Oldiiriilmiis bir organizma etkenden
tamamen uzaklastirilsa bile artik {ireyemez. Bazi hallerde etken hiicreleri eritici
etkiye sahiptir. Diger bazi hallerde hiicreler bozulmamis ve hatta metabolik
bakimdan aktif halde kalabilirler [11].

2.1.3. Steril

Her sekildeki hayattan ar1 demektir. Sterilizasyon, slizme suretiyle

(6zellikle sivilar ve hava) ya da mikroplari dldiiren etkenlerle yapilabilir [11].

2.1.4. Dezenfektan

Yiizeylerdeki mikroorganizmalar1 6ldiirmek i¢in kullanilan fakat direkt

olarak dokulara uygulanamayacak kadar toksik olan maddelerdir [11].
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2.1.5. Septik

Canli dokularda patojen mikroplarin bulunmast ile tanimlanir [11].

2.1.6. Aseptik

Ortamda patojen mikroplarin bulunmayisi ile tanimlanir [11].

2.2. Antimikrobiyal Sistemlerin Hiicreleri Etkileme Modelleri

Antibakteriyel etkenler bakterilere cesitli sekillerde etki yapabilirler. Bu
yollardan bircogu hakkinda bilgiler yetersizdir. Bununla beraber, bazi
genellestirmeler yapilabilir. Yiiksek konsantrasyonlari halinde bir¢ok etken, hiicre
proteinlerinin kolloidal durumlarin1 bozarak bunlar1 pihtilagtirirlar. Bazi etkenler,
belirli sartlar altinda 6zgiil olarak hiicre zarini parcalarlar. Hiicrelerinin temel
enzimlerinin bir¢ogu siilfidril (-SH) gruplan tasirlar ve ancak bu gruplar serbest
ve rediiklenmis halde bulunursa is gorebilirler. Bunun icindir ki, stlfidril
gruplarini oksitleyen veya bunlarla birlesen etkenler, kuvvetli Onleyici etki
yaparlar. Son olarak, bir¢ok etkenler, zit kimyasal etkileriyle bir veya birkag 6zgiil

enzimatik reaksiyonu bozmak suretiyle etkili olabildikleri belirtilmektedir [11].

2.2.1. Protein Pihtilasmasi

Cogu veya hepsi enzimatik yapida olan hiicre proteinlerini, normalde ¢ok
ince sekilde dagilmis, kolloidal durumdadirlar. Eger proteinlerin 6zellikleri bir
antibakteriyel etken tarafindan onemli derecede degistirilirse, bunlar pihtilasarak
is goremez hale gelirler. Yumurtanin beyazi isitilinca veya siit eksiyince olusan
degisiklikler, protein pihtilasmasina giizel 6rneklerdir: fakat bu olaylardan 6nce
veya bu olaylara paralel olarak cereyan eden kimyasal degisikliler hakkinda pek

az sey bilinmektedir [11].
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2.2.2. Hiicre Zarmin veya Ceperinin Bozulmasi

Hiicre zari, secici bir baraj olarak is goriir; erimis baz1 maddelerin igeri
girmesine izin verdigi halde, diger bazilarinin girisini onler. Bazi bilesikler,
zardan aktif olarak gegirilerek hiicre i¢inde yogun hale gelirler. Halen bu iste rol
oynayan mekanizmalar tamamen anlasilmamissa da, bu olay i¢in, bozulmamis
saglam bir hiicre zarinin bulunmasi gereklidir. Bu nedenle hiicrenin yilizeyinde
biriken maddeler, zarin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini degistirip, normal
fonksiyonlarini bozarak ya hiicreyi 6ldiiriir ya da tiremesini dnleyebilirler [11].

Hiicre c¢eperi, koruyucu bir yap1 olarak is gorerek hiicreyi osmotik
erimeden korur. Bu yiizden, ¢eperi bozan (6rnegin lizozim) ya da normal yapimini
onleyen (O0rnegin penisilin) gibi etkenler, hiicrenin erimesine sebep oldugu

belirtilmektedir [11].

2.2.3. Serbest Siilfidril Gruplarimin Giderilmesi

Sistein tasiyan enzim proteinlerinin, siilfidril gruplari ile biten yan
zincirleri vardir. Bunlardan baska, anahtar enzimlerden en az bir tanesinin bir
serbest siilfidril grubu vardir. Bu gibi enzimler, siilfidril gruplari serbest ve
rediiklenmis durumda olmadikca is goéremezler. Oksitleyen etkenler, birbirine
komsu olan siilfidril gruplarini ‘disiilfid’ baglar1 haline g¢evirmek sureti ile,

metabolizmay1 bozarlar.

-2H
R-SH+HS-R —» R-S-S-R

Civa gibi birgok metallerin iyonlari, siilfidril gruplari ile su sekilde

birleserek zararli etki gosterirler [11]:
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Cl

R-SH |
+ Hg ——» Hg + 2HCI
R-SH |

cl R-S

Hiicrede birgok stilfidril enzimleri bulundugu icin, oksitleyici etkenler ve
agir metaller zarara sebep olurlar. Enzimin is gormesi icin serbest siilfidril
gruplarinin neden gerektigi bilinmemektedir. Koenzim A gibi bazilarinda bunlar,

muhtemelen altligin yapisacagi normal bolgeler olarak is gormektedirler [11].
2.2.4. Kimyasal Zat Etki (Antagonizm)

Ozel bir enzim ile buna ait substrat arasindaki normal reaksiyona kimyasal
bir etkenin karigsmasina kimyasal zit etki denir. Boyle maddeler holoenzimin bir
pargasi ile birlesmek suretiyle, normal substratin holoenzimle birlesmesini 6nler.

Zat etki yapan madde, enzimin bir esas bdlgesine 6zel kimyasal ilgisi
bulundugu icin enzim ile birlesir. Enzimler katalitik fonksiyonlarini kendi dogal
subtratlarina ilgileri dolayisiyla yaparlar; bu yiizden, yapisi bakimindan bir
substrata ¢ok benzeyen herhangi bir bilesikte ayn1 sekilde enzimin ilgisini ¢eker.
Eger bu ilgi yeter derecede yiiksek ise, yapica benzer olan bu madde normal
substratin yerini alarak uygun reaksiyonun husule gelmesini 6nlemis olur [11].

Bir¢ok holoenzimlerde, ya enzim ile koenzim ya da enzim ile substrat
arasinda koprii olarak bir mineral iyonu vardir. Bu minerallerle c¢abucak
birlesebilen kimyasal etkenlerde, koenzim veya substratin birlesmesini Onler.
Ornegin, karbonmonoksit ve siyaniir porfirin enzimindeki demir atomuna
baglanarak bu enzimin solunumda is gérmesini Onlerler.

Zat etki yapan kimyasal maddeler kolaylik icin iki grup halinde gézden
gegirilebilirler; enerji olusturan iglemlerin zit etkileri ve biyosentetik islemlerin zit
etkileri. Bu gruplardan ilkinde, karbonmonoksit ve siyaniir gibi solunum
enzimlerinin zehirleri ve dinitrifenol gibi oksidatif fosforilasyonun zehirleri
vardir. Ikinci gupta ise, aminoasitler gibi proteinlerin ve niikleotitler gibi niikleik

asitlerin yap1 taglarina yapica benzer maddeler bulunmaktadir. Bazi hallerde zit
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etkili madde, sadece normal metabolitin birlesmesini 6nler. Diger hallerde zit
etkili madde biiyiik molekiiliin yapisindaki normal metabolitin yerine gecerek

bunun is goremez hale gelmesine sebep olur [11].

2.3. Sterilizasyon ve Dezenfeksiyonda Kullanilan Fiziksel Yontemler

2.3.1. Is1

Is1 uygulamasi maddelerin sterilize edilmesi i¢in en basit yontemdir.
Ancak sterilize edilecek maddelerin 1s1ya dayanikli olmasi gereklidir. 100 °C’lik
bir 1s1 sporlar disinda biitiin bakteri sekillerini 2-3 dakika i¢inde 6ldiiriir. Sporlari
oldiirebilmek i¢cin 121 °C’lik bir 1smin 15 dakikalik bir siire uygulanmasi
gereklidir. Is1 ile sterilizasyonda genellikle buhar kullanilir. Ciinkii bakteriler
nemli 1sida daha kolay oliirler; iistelik buhar 1sinin sterilizasyon kabinin her
yanina esit olarak dagilmasi i¢in bir araci isi goriir. Kuru kalmasi i¢in gerekli olan
maddelerin sterilizasyonu i¢in kuru 1s1 ile sterilizasyon yapan elektrikli firinlar
vardir. Kuru 1s1, sterilizasyonda daha az etkili oldugundan bunlarda
160-170 °C’lik bir 1sin1in 1 saat veya daha uzun siire uygulanmasi gerekmektedir.

Yiiksek 1silarin uzun bir siire uygulanmasi esasina dayanan sterilizasyon
yontemleri, hiicre proteinlerini pihtilastirmak ve biitlin 6nemli hiicre yapilarini

parcalamak sureti ile etki gosterirler [11].

2.3.2. Isinlama

Ultraviyole 1sinlar1 bazen sterilize edici etkenler olarak kullanilirlar.
Bunlarin etkisi kisman besiyerinde peroksitler (R-O-O-R) yapilmasi suretiyle
olup, daha sonra bu maddeler oksitleyen etkenler olarak is goriirler. Rontgen
1sinlart gibi i¢lerinden gectikleri hiicre kisimlarini iyonize etmek suretiyle etki
gosterirler. Fakat rontgen isinlarinin etkilerinin bir kismi da —ayni sekilde—
ortamda peroksit olusumu ile aciklanabilir; c¢linkii; 1smnlandirma esnasinda

oksijenin ortamdan uzaklastirilmasi halinde, hiicreler kismen korunabilirler [11].
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Fakat 1simnlamanin 6ldiriicli etkisinin ¢ogu, bu 1sinlarin hiicrenin niikleik
asitleri lizerine yaptiklar1 direkt etkinin sonucudur. Degisik bakteri suslarinin
1sinlara ve DNA ya dogrudan dogruya zarar veren diger etkenlere karsi farkli

direng gostermeleri, onarim enzim sistemlerindeki farkliligin bir sonucudur [11].

2.3.3. Fotokatalitik Etki

Fotokatalatik etkiye sahip malzemelerin basinda anataz fazinda TiO,
gelmektedir. TiO, sistemi kendi kendini temizleyen, dezenfekte eden ve
kullanildigt mekanin havasini ve hijyenik kosullarini gelistiren bir sistemdir.
Biinye iistiinde nanometre kalinliginda anataz fazinda TiO, olusturulur. Bu faz
fotokatalitik etkiye sahiptir. Fotokatalitik sistemler, ultraviyole 1s18a (UV) ve
floresan 1s1¢1na maruz kaldigr zaman kimyasal reaksiyona girerek ayrigsmaktadir
ve aktif oksijen c¢ikarmaktadir. Aktif oksijen yapi icerisinde organik maddelerin
oksitlenmesi, bozundurulmasi, bakterilerin yok edilmesi, yiizeydeki kirlilik
lekelerinin temizlenmesi ve havanin istenmeyen kokulardan arindirilmasi gibi
ozelliklere sahiptir [12].

UV 15181 altindaki TiO; igeren bir yiizeyde, suyun olusturdugu temas
acisinin yavas yavas azaldigi ve yeterince UV 1simasinda 0° ye yaklastigi
belirlenmistir. Bu olay 1slanma ve bu 6zelligi gosteren ylizeyde hidrofilik olarak
nitelenir. Siiper hidrofilik bir yiizey, biitiin yiizeye diizgiin bir sekilde yayilir. Bu
0zellik cam ve aynalarda daha agik goriis saglayacagi gibi su damlalarinin neden
oldugu lekeleri de dnleme 6zelligine sahiptir.

Fotokatalitik 6zellikler; yalnizca glines 15181 yada floresan 15181 ile aktif
hale gelir, mantar ve bakterileri oldiiriir, ¢evresel kirlenmeleri (su kirliligi, hava
kirliligi, pis kokular, zehirli gazlar, hormonlar, organik atiklar) dnler ve su ve yag

direnci saglar. Cesitli uygulamalar i¢in farkli uygulamalari bulunmaktadir [13].
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2.4. Sterilizasyon ve Dezenfeksiyonda Kullanilan Kimyasal Yontemler

En yaygin olarak kullanilan yontem kimyasal maddelerin yardimiyla
gerceklestirilen arinma yontemidir. Kimyasal malzemeler sivi ve gaz formunda
kullanilmaktadir. Alkoller, fenol bilesimler,hidrojen peroksit, hipoklorit, klorin,
iyot gibi kuvvetli oksitleyici sistemler, etiloksit, lipid igerikli deterjanlar ve civa,
bakir ve giimiis gibi agir metal tuzlar1 yaygin kullanilan antimikrobiyal kimyasal
ajanlardir. Ancak son yillarda bu kimyasallarin insan sagligi icin kanser dahil
birgok saglik sorunlarini yarattigi ve atiklarinin ¢evre kirliligine yol actig1 bilinen
bir gercektir. Kimyasal ajanlar ile yapilan bakterilerden arindirma islemi
sonrasinda, kimyasal etkisi bir siire sonra ge¢mekte ve ylizeyde tekrar bakteri

tireyebilmektedir. Bagka bir deyimle siirekli arinma saglanamamaktadir [14].

2.4.1. Alkoller

Yapilar1 R-CH,OH olan bilesikler nispeten yiiksek yogunluklari halinde
hiicreler i¢in toksiktirler. Etil alkol ve izopropil alkol en c¢ok kullanilan
alkollerdir. Genel olarak kullanilan sudaki % 70 lik yogunluklar proteinleri

pihtilastirir [11].
2.4.2. Fenol

Fenol ve birgok fenol bilesikleri kuvvetli antibakteriyel etkenlerdir.
Genellikle kullanilan %1-2 lik sulu eriyikleri proteinleri pihtilastirir. Bu etki
asitliklerine bagl degildir ¢iinkii bu bilesikler ¢ok zayif asitlerdir [11].
2.4.3. Oksitleyen Etkenler

Kuvvetli oksitleyen etkenler serbest siilfidril gruplarini oksitlemek

suretiyle hiicreleri inaktive ederler. Oksijenli su, iyod, hipoklorit, klor ve yavas

yavas klor aciga ¢ikaran kire¢ kaymagi gibi etkenler bunlarin arasindadir [11].
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2.4.4. Etilen OKksit

% 90 CO, veya bir florakarbon ilavesi ile patlayici 6zelligi giderilen etilen
oksit gaz1 kuru yiizeylerin dezenfeksiyonu i¢in elde bulunan en giivenilir etkendir.
Bu gaz cerrahi araclarin ve maddelerin dezenfeksiyonunda, ozel vakum

kosullarinda genis ¢apta kullanilmaktadir [11].

2.4.5. Deterjanlar

Yiizeyler arasinda birikme Ozelligini gosteren bilesikleri temizleyen

malzemelere ylizey aktif etkenler veya temizleyiciler denir [11].

2.4.6. Metal Iyonu iceren Sistemler

Bilindigi lizere bazi metal iyonlar1 da bakterilerin metabolizmalaria
girmekte ve enzimlerini etkisiz hale getirmektedir. Diger bazi sistemler ise
hidrojen peroksit olusturarak bakterilerin Olmesine sebep olmaktadir.
Bu mekanizmalarin agiklanmasi i¢in ¢alismalar devam etmektedir.

Metal iyonlarinin mikroorganizmalara kars1 gosterdikleri direng siralamasi
asagida verilmektedir; [15]

Ag>Hg>Cu>Cd>Cr>Pb>Co>Au>Zn>Fe>Mn>Mo>Sn

Glimiis metalinin diger metallere gore daha sik kullanilmasinin nedenleri;
e Bakterilere kars1 en direngli metal olmasi

e Viicuda kars1 zararh etkilerinin bulunmamasi

e (Cogu malzemeye gore nispeten daha ucuz olmasi

e Ve kolay iiretim islemidir [15].

Tibbi klinik iirlinlerde en ¢ok kullanilan giimiis bilesimi glimiis nitrattir
(AgNO3). Ciinkii AgNO; glimiis iyonlarini1 en ¢abuk serbest birakabilen maddedir
[15].

Gilimiis iyonlarinin antimikrobik etki mekanizmasi onlarin enzim ve
proteinlerindeki tiyol (sulfidril, -SH) gruplariyla yakin iliskisine baglidir. Bununla

birlikte muhtemelen baska hedef yerleri de vardir. P. aeruginosa 'nin boliinmesini
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inhibe eder; hiicre zar1 ve icerigini bozar. Viriisit etki —SH gruplarina baglanma
sonucudur. Mantar gruplarina baglanarak bunlar {izerine etkili olur. Glimiis,
mikroorganizmalardan K' salinnmma neden olur; sitoplazma ve sitoplazma
membranindaki pek ¢ok enzim giimiis etkisinin hedef yeridir. Giimiis iyonlar1
niikleik asitlerle de iliskiye girer [16].

Antibakteriyel seramiklerde bir tasiyict biinyenin bulunmasi ve metal
iyonlarinin yapiya kolay katilmasi gereklidir. Tasiyic1 bilinye baz alinarak
antibakteriyel seramikler; amorf silika, zeolit ve kalsiyum fosfat biinyeli olarak
siniflandirilabilirler [17].

Bu tiir seramikler dogrudan insanla temas halinde olabileceklerinden
biyolojik uyumluluk gostermelidirler. Daha 6nce boliimlerde agiklandigi iizere
hidroksiapatitin ~ biyouyumlulugu yiiksektir. ~Ameliyatla yapilan bir¢ok
implantasyonlarda  insan  viicudunun  ¢esitli  yerlerinde  hidroksiapatit
kullanilmaktadir [10]. Ayrica hidroksiapatitin Ag™', Cu™, Zn™ vb. metal iyonlari
ile katyon degisim hiz1 ¢ok yiiksektir.
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3. MIKROBIYOLOJIiK CALISMALAR

3.1. Bakterilerle Tlgili Genel Bilgiler

3.1.1. Escherichia coli

E. coli yaklasik olarak 2-6 um boyunda ve 1.0-1.5 um enine, diiz, uglari
yuvarlak comakgik seklinde bakterilerdir (Sekil 3.1).

Bazi kiiltiirlerde koka benzer kiiclik ve kisa bazi kiiltiirlerde de normalden
uzun hatta Y harfi seklinde dallanan filamanli sekiller bulunabilir. Her iki seklin
birlikte bulunmasi olasidir. Genellikle etraflarinda bulunan kirpikleri aracilig: ile
haraketli olmakla beraber hareketleri yavastir hatta hareketsiz goriinebilirler.
Bakteriyolojik boyalarla kolay boyanirlar ve gram olumsuzdurlar. Etraflarinda
kapsiil maddeleri bulunmakle beraber organizmada bagirsak disindaki yerlerden
soyutlanan kokenlerin ¢ogunda kapsiil ya da mikrokapsiil bulunur [18].

E. coli buyyon ve jeloz gibi genel besiyerlerinde kolayca f{irerler.
Degisebilen anaerop olup, optimal {ireme 1sis1 37 °C dir. 15-45 derecelerde
iireyebilirler. Ozellikle 45 °C de iireyebilmeleri benzer bazi bakterilerden ayirt
edici bir ozelliktir. Ortalama pH 7.2 de iyi trerler. E.coli 1siya karsi oldukga
direncli bir bakteridir. 60 °C 1sida 30 dakika, oda 1sisina uygun ortamda olmak
kosulu ile uzun siire canli kalabilir. Soguga direnglidir. Dezenfektanlara karsi

direngsizdir [18].

Sekil 3.1. E.coli kolonisinin taramal1 elektron mikroskobu goriintiisii [19].
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3.1.2. Pseudomonas Aeruginosa

Uzunluklart ¢ok degisik olmakla beraber pseudomonas aeruginosa
1.5-3 pum uzunlugunda ve 0.5 pm kadar genisliginde, bazen ¢ift ¢ift ve bazen de
kisa zincirler halinde goriilen sporsuz, kapsiilsiiz comakgik yapisindadirlar (Sekil
3.2). Cogu kez bir uglarinda bir, nadiren iki-ii¢ adet kirpigi vardir ve ¢ok
hareketlidirler. Kolay boyanirlar ve gram negatiftirler.

Genel kullanim besiyerlerinde kolaylikla optimal 30-37 °C lerde ve hafif
alkali ortamda bol olarak trerler. 41°C de lireyebilme yetenegi pseudomonas
aeruginosa i¢in Onemli bir Ozellik olup arka arkaya ii¢ pasajla 42°C de
iireyebilmesi Pseudomonas fluorescens’den ayirt edici bir ozelligidir. Aerop
olmakla beraber denitrifikasyon 0Ozelliginde olduklarindan anaerop {ireyebilen

tiirlerine de rastlanir [18].

Sekil 3.2. P.aeuriginosa kolonisinin taramali elektron mikroskobu goriintiisii [20].

Pseudomonas’lar 1siya direngsizdirler. 55 °C de 1 saat ve 60°C de
15 dakikada oliirler. Cevre 1sis1 kosullarinda sularda aylarca canli kalirlar. Su
damlaciklarinda iken havada kurutulduklarinda biiytik bir ¢ogunlugu 6liir, ancak
az bir kismi uzun siire bu kuru ortamda toz ve toprakta canli kalirlar.
Kurutulduktan sonra canli kalmis bakterilerden {iretilen kokenler yeniden
kurutulduklarinda daha ¢ok sayida ve daha uzun siire canliliklarini korurlar [18].

Pseudomonas aeruginosa’lar 6zellikle hastanelerde daha kolay barinma
ortam1 bulurlar. Hastanedeki ¢esitli ¢cevre Orneklerinin % 5 inde pseudomonas

izole etmek olasidir. Bu olasilik hastanede uygulanan temizlige ve incelenen
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bolgenin niteligine gore artabilir. Cerrahi, dogum servisinde ve 6zellikle yanik
koguslarinda bu bakteriye rastlanma olasiligi artmaktadir. Bu {initelerde zemin,
oda, ve hasta esyalar1 ve ortamlarinda bakterilerin barinabilecegi organik
dokiimlerin (kan, irin, yanik eskarlar1 vb.) bulunmasi énemli bir faktordiir. Bu
ortamlarda kuruyan bakteriler uzun silire canliliklarin1 korurlar. Hastanelerde
kullanilan krem, merhem ve sivilarda kolayca barmirlar. Steril saf su iginde bile
ve oda derecesinde iiremeye alistiklar1 bilinmektedir. Iyi muhafaza edilmeyen agz1
acik antiseptiklerin ve hatta pseudomonaslarin kismen direng gosterdikleri dortlii
amonyum bilesikleri kokenli dezenfektanlarin bu bakteriler i¢in bir karbon ve

enerji kaynagi olarak kullanildiklar1 bildirilmistir [18].

3.1.3. Staphylococcus Aureus

Staphylococcus Aureus adi altinda anilan tiir 6zellikte koagiiler olumlu,
mannitolu aerop ve anaerop kosullarda asit olusturarak parcalayan alfa toksin
yapan, novobiocine duyarli, insan ve diger sicak kanli hayvanlarda genis capta
piyojen toksik ve besin zehirlenmesi niteliginde enfeksiyonlara etken olan
stafilokoklar toplanir [18] .

Dogada oldukca yaygin olan, tozda, toprakta, esya iizerinde, insan ve
hayvan deri, burun mukozasi, agiz ve nazofarinks floralarinda bulunan
staphylococcus aureus bakterilerinin, glinlimiiz i¢in en Onemli yonleri
kullanilmakta olan kemoterapdtik maddelerin bir ¢oguna hizla dayamklilik
kazanmalar1 ve bu nedenle eskiye oranla enfeksiyonlarina daha sik rastlanmasidir.

Teker teker incelendikleri zaman stafilokok hiicreleri diger koklara gore
daha cok olmak iizere tam yuvarlaga yakin sekildedir. Ayrica gerek ayni ve
gerekse cesitli kiiltiirlerden elde edilen stafilokoklar hiicre goriiniimii bakimindan
birbirinden 6nemli bir ayirim gostermezler. Stafilokoklar yaklasik olarak 1 pm
capindadirlar. Ureme esnasinda boliinme sonucu meydana gelen hiicreler
birbirinden ayrilmazlar ve ii¢ boyut yoniince ¢ogaldiklarindan iiziim salkimina
benzer kiimeler yaparlar. Sekil 3.3’de S.aeureus kolonisinin taramali elektron

mikroskobu goriintiisii verilmektedir. Stafilokoklar cesitli bakteriyolojik boyalarla
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kolay boyanirlar ve gram pozitiftirler. Eski kiiltiirlerde bazi koklar ¢abuk

renksizleserek gram negatif gibi goriintirler [16].

Sekil 3.3. S. Aureus kolonisi taramali elektron mikroskobu goriintiisii [20].

Sporsuz, hareketsiz ve kapsiilsiizlerdir. Baz1 kdkenlerinde belirgin ve
polisakkarid yapisinda bir kapsiil ya da bir mukus katmani olur.

Stafilokoklar basit besiyerleri dahil bir¢ok besiyerlerinde tirerlerse de kanl
besiyerinde daha iyi cogalirlar. Fakiiltatif anaeropturlar. Oksijenli ortamda
tiremeyi tercih etselerde belli miktarda oksijenli ve hatta tamamen oksijensiz
ortamda bile iireyebilirler [18].

Optimal olarak 37 °C de ve pH 7.4 de iirerler. Jeloz besiyerinde bolca iirer
ve yuvarlak kenarli mat, kabarik, parlak yiizeyli, S tipinde ve 1-2 mm capinda
koloniler yaparlar. Uygun ortamda koloniler 6-8 mm capina ulagabilirler.

Stafilokoklar olduk¢a dayanikli bakterilerdir. Diger bakterilerin ¢ogu 60 °C
de 30 dakika bekletilmekle o6ldiikleri halde stafilokoklar 1 saat siire sonra bile
canliliklarini sakli tutabilirler. Ayni sekilde sporsuz olmalaria ragmen kuruluga
kars1 dayanikliliklar1 da fazladir. Irin igerisinde kurutulurlarsa haftalarca canli

kalirlar [18].
3.1.4. Candida albicans
En 6nemli firsat¢1 mantarlardir. Maya mantarlarindan olan bu canli, deride

enfeksiyona neden olur. Normalde saglikli insanin derisinde, solunum, sindirim ve

tireme bolgelerinin mukoza zarlarinda bulunur. Bagisiklik sistemi zayifladiginda
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cogalir ve enfeksiyon olusur. Tomurcuklanarak ¢ogalan, oval sekilli, tek hiicreli
bir asalaktir (Sekil 3.4). Candidalarin yiizden fazla tiirleri vardir. Ancak 10-15

tanesi insanda patojendir [21].

Sekil 3.4. Candida albicans taramali elektron mikroskobu goriintiisii [20].

3.2. Mikrobiyolojik Calismalar

Mikrobiyoloji ¢aligmalarinda ©nemli olan adimlar sirayla asagidaki
gibidir;

1. Sterilizasyon

2. Ortam

3. Mikrobiyoloik 6rnek alma ve bakteri ekimi (kiiltivasyon)
4. Bakteri morfolojisi ve bakterileri boyama

5. Mikroorganizmanin tanimlanmasi

6. Mikrobiyolojik sayim yontemi [22].
3.2.1. Sterilizasyon

Sterilizasyon genelde bir ortamdaki biitiin organizmalarin 6ldiirme yada
ortamdan uzaklagtirma islemi olarak tanimlanir. Mikrobiyoloji uygulamalari
dikkate alindiginda sterilizasyon; laboratuvar ekipmanlarinin ve besiyerlerinin,
bilinen herhangi bir yontemle lizerinde veya i¢inde bulunan mikroorganizmalarin
Oldiiriilmesi yada ortamdan uzaklastirilmasi islemidir. Sterilizasyon islemi

uygulanmis materyale steril denir. Baz1 mikroorganizmalarin iki sekli vardir; ve
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jetatif formlar nispeten kolay oldiiriilebilmekte, dayanikli spor formlarini ise
0ldiirmek ise daha zor olmaktadir. Basarili sterilizasyon teknigi, en dayanikli spor

formunu bile 6ldiirmeyi amaglar. Ancak her zaman mutlak bir sterilizasyon

olmayabilir [23].

Sterilizasyon yontemleri; 1s1l islem uygulamasi, 1ginlama ile sterilizasyon,
mekanik yontemlerle sterilizasyon, kimyasal yolla sterilizasyon olarak

adlandirilmaktadir.

3.2.1.1. Isil islem

Hiicrelerin yanma ve oksidasyon ile tahrip edilmesidir. Siras1 ile asagida

verilen islemler yapilmaktadir.

e Alevden gecirmek

e Alevde tutmak

e Kuru sicak havada bekletmek
e Basin¢l buhar (Otoklav)

e Basingsiz buhar

3.2.1.2. Isinlama

e Iyonize olmayan 1sinlar (UVIR)

e lyonize isinlar

3.2.1.3. Mekanik Yontemler

e Filtrasyon
e Santrifligasyon

e Ultrasonik vibrasyon

3.2.1.4. Kimyasal Yollar

e Dezenfektanlar
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e Kemoterapotikler [23]

3.2.2. Besiyeri

Mikroorganizmalarin laboratuvar kosullarinda tiretilmeleri, saf olarak elde
edilmeleri, cesitli Ozelliklerinin incelenmesi, biyolojik olarak ve metabolik
tiriinlerin elde edilmesi i¢in ¢esitli besleyici ortamlar kullanilir.

Bakterilerin biiylik bir ¢ogunlugu ve mantarlar cansiz ortamlarda
tiretilebilmektedirler. Bu gibi mikroorganizmalarin iiretilmeleri, saf olarak elde
edilmeleri, koloni ve biyokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi, biyolojik tiriinlerin
elde edilmesi icin onlar1 organizmanin diginda liretmek amaci ile kullanilan
cansiz, besleyici ortamlara besiyeri adi verilir [24].

Besiyerleri mikroorganizmalarin  gereksinim duydugu temel bazi

maddeleri i¢erecek sekilde diizenlenmelidir :

e Su

e Karbon ve enerji kaynagi maddeler (gesitli karbonhidratlar,

karbonhidratlarin yoklugunda da proteinler)
e Azot kaynagi maddeler (proteinler, peptonlar, aminoasitler, KNO3)
e Inorganik maddeler

(Makro elementler; Na, K, Cl, P, S, Ca, Mg, Fe

Mikro elementler; Zn, Mn, Br, B, Cu, Co, Mo, V, Sr vb.)

e Ureme faktorleri (vitaminler, aminoasitler, piirn ve pirimidin) [23]

3.2.3. Mikrobiyolojik Ornek Alma ve Kiiltiir Yapma

Uzerinde veya i¢inde mikroorganizma iiretilmis (ya da iiremis) besiyerleri
kiltlir olarak adlandirilir. Besiyerinde bir mikroorganizma tiirii iiretilmis ise bu saf
kiiltiirdiir.

Kiiltir yapma, mikroorganizmalarin bulunduklar1 ortamdan belirli

tekniklerle alinarak, uygun bir besleyici ortama aktarilmasi ve burada
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gelismelerinin saglanmasi agamalarini igerir [24, 25]. Sekil 3.5°de kiiltiir elde

etme asamalar1 verilmektedir.

Ornek alma ve

alman 6rnegin Inokiilasyon
Aktarrna > k . > i i » . o
inokiilasyona teknikleri | a(sﬁarllr]r;’ ) »  Inkiibasyon > Kiiltiir

hazirlanmasi

Sekil 3.5. Kiiltiir elde etme asamalari

Ancak kiiltiir yapmadaki bu asamalardan 6nce bir takim 6n hazirliklarin
gerceklestirilmesi gerekir. Bu amacla yapilacak ilk islem steril besi yerinin
hazirlanmasidir. Bunun igin Once kiiltlirii yapilacak O6rnege veya incelenecek
mikroorganizmaya ya da mikroorganizma grubuna uygun bir besiyerinin se¢imi
yapilir. Daha sonraki asamada ise bu besiyeri usuliine uygun olarak hazirlanir ve

sterilize edilerek kullanima hazir hale getirilir [25].

3.2.3.1. Ornek Alma ve Alinan Ornegin Inokiilasyona Hazirlanmasi

Ornek alma ve alan 6rnegin inokiilasyona hazirlanmasi kiiltiir yapmadaki
en Onemli asamalardan birisidir. Her zaman oldugu gibi, bu asamada da aseptik
kosullara tiimiiyle uyulmalhidir. Bu amagla, 6rnegin alinmasinda kullanilan
malzemeler ile Ornegin aktarilacagi oOrnek kaplar1 daha Onceden sterilize
edilmelidir. Ornegin alinmasi ve ornek kabina aktarilmas: sirasinda bunzen bek
alevi altinda calisilmalidir [25].

Alinan 6rnek bir takim 6n islemlerden gecirilerek inokiilasyona hazir hale
getirilir. Ozellikle mikrobiyolojik sayimlarda, incelenecek &rnegin diliisyonlart
yapilir. Dillisyon yapma aslinda bir seyreltme islemidir. Bu amag i¢in uygun

dilisyon sivilar1 kullanilir.

3.2.3.1.1. Diliisyon Hazirlama

Kiiltiirel sayim yapilacak bir 6rnegin ml’sinde binlerce hatta milyonlarca

mikroorganizma bulunabilir. Bu nedenle, incelenecek Ornegin uygun seri
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diliisyonlar1 hazirlanir. Diliisyon hazirlama, mikrobiyolojik yonden incelemeye
alinacak orijinal 6rnek i¢indeki mikroorganizma sayisinin belli oranlarda daha aza
indirilmesini saglayan bir islemdir.

Damutik su, serum fizyolojik, tamponlu fosfat diliisyon sivis1 ve nutrient
broth gibi bazi sivi besiyerleri en sik kullanilan diliisyon sivilaridir. Diliisyon
stvilar1 ekimler 6ncesi hazirlanarak sterilize edilmelidir.

Diliisyon sivilar1 ondalikli, iki katli ya da dort kath diliisyon serileri
seklinde hazirlanabilir. Ancak en sik kullanilan ondalikli diliisyon serileridir.

Ondalikl1 diliisyon serilerinde, diliisyon sivilari her bir deney tiipiinde 9 ml
diliisyon sivisi olacak sekilde hazirlanir. Diliisyon sirasinda her bir tiipten bir
sonrakine 1 ml O6rnek aktarilir. Bu sekilde her bir aktarmada 6rnek on kat

seyrelmis olur (Sekil 3.6) [25].

Sterll diltsyen
pru.

Sekil 3.6. Diliisyon hazirlanmasi [25]

3.2.3.2. Aktarma Teknikleri ve Inokiilasyon

Inokiilasyon, incelenecek drnegin steril bir besi yerinin {izerine ya da igine,
aktarma tekniklerinden yaralanilarak, uygun bir sekilde aktarilmasi olayidir.

Aktarma sirasinda kullanilacak olan 6ze ve pipet gibi gerecler mutlaka
steril olmalidir. Higbir sekilde, incelenecek olan 6rnege veya aktarma yapilacak

olan steril besiyerine sterilize edilmemis 6ze veya pipet daldirilamamalidir.
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Aktarma islemi tamamlandiktan sonra, pipetler icinde dezenfektan c¢ozeltisi
bulunan uygun bir kaba konurlar. Oze islem bittikten sonra alevde tutularak
sterilize edilir [25].

Aktarma islemleri gerceklestirilirken, aktarilacak o6rnek ve aktarma
yapilacak steril besiyerini i¢eren tiip veya balon gibi cam kaplarin agiz kisimlari,
islemler Oncesi ve sonrasi ayri ayri olmak iizere mutlaka bunzen beki alevinden
gecirilir. Bu islem ile kaplarin agiz kisimlarindaki bosluklarda konveksiyon
akimlar1 yaratilmakta ve bdylece kaplarin agiz kisimlarindan hava yoluyla
girebilecek ~ mikroorganizmalar ~ ¢evreden  uzaklastirilabilir. Aktarma
tamamlandiktan sonraki alevden gecirme islemiyle, aktarma aninda kaplarin agiz
kisimlarina herhangi bir sekilde mikroorganizmalarin kontamine olmasinin
Onlenmesi amagclanir.

Alevden gecirme sirasinda, tiip balon veya erlenmayer gibi kaplarin
agizlarindaki pamuk tikag, 6ze pipet tutan elin parmaklariyla ¢ikarilir. Bu sirada ,
pamuk tikac higbir sekilde, kontaminasyon kaynagi olabilecek yiizeylere temas
ettirilmez veya yiizeylere birakilmaz. Aktarma islemi seri bir sekilde
gerceklestirildikten sonra kabin agiz kismi alevden gegirilir ve pamuk tikag kabin

agzina tekrar yerlestirilir [25].
3.2.3.3. Inkiibasyon

Kiiltiir elde etmedeki son asamadir. Inkiibasyon, ekim yapilmis besiyerini
iceren kabin, uygun bir inkiibatérde, belli bir sicaklikta belli bir siire tutulmasi
islemidir [25].

Petri kutulari, inokiilasyonu takiben belli bir siire bekledikten sonra, drnek
absorbsiyonu ve agarin katilagsmasi igi ters gevrilerek inkiibatore yerlestirilir.
Boylece, petri kutusu icinde olusabilecek su buharim1 kapakta kondense olup
besiyerine damlayarak kiiltiiriin kontaminasyonu ile oldugundan daha fazla sayida
veya biiyiik koloni olusumu risklerinin 6niine gecilmis olur.

Inkiibasyon sicakligi ve siiresi, ekim yapilan Ornek veya calisilan

mikroorganizmanin 6zelligi ya da ¢alismanin amacina gore belirlenir.
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3.2.4. Bakteri Morfolojisi ve Boyama

Koloni; bir bakteri hiicresinin kati bir besiyerinde diistiigi herhangi bir
noktada ¢ok sayida boliinmeler gecerek olusturdugu ve ciplak gozle goriilebilen
hiicre toplulugu seklinde bir yapi olarak tarif edilebilir. Bu durumda kolonide
sadece belli bir bakteri tiirline ait hiicreler bulunur. Koloni sayimlarinda da bu
tanimdan hareketle, bir koloninin bir hiicreye esdeger oldugu varsayilir. Her
bakteri belli besi yerinde, kosullar degismedigi siirece kendine 6zgii karakterde
koloniler olusturur. Ayni bakteri degisik besi yerine ekildiginde ise farkli bir
koloni morfolojisi gdsterir. Bakterilerin boyanmasi ile morfolojileri ve dizilisleri
daha iyi gozlemlenebilir. Bakterilerin boyanmasi hem fiziksel hem kimyasal bir

olaydir [23].

3.2.5. Bakterilerin Sayim

Kat1 (agarl1) besiyerinde sayim, canli hiicrelerin koloni olusturmasi ve bu
kolonilerin sayilarak "her canli hiicre bir koloni olusturur" prensibi ile
materyaldeki canli hiicre sayisinin hesaplanmasi esasina dayanir. Bu amagla
sayim yapilacak materyalden belli bir miktar alinir ve besiyerine aktanlir. Koloni
olusmasi i¢in inkiibasyon siiresinin sonunda petri kutusundaki koloniler sayilarak
materyaldeki canli hiicre sayis1 hesaplanir. Olii hiicreler iireyip koloni meydana
getiremeyecegi icin bu yontemde sadece canli hiicreler sayilir [26]. Canhi
mikroorganizma sayist yliksek olan 6rneklerde sayim, dilusyon teknigi ile yapilir.
Hesaplamalarda kolayligin ve standartligin saglanmasi amaciyla dilusyon
genellikle 1:9 orami ile yapilir. Diliisyon teknigi ile bir seri tiip kullanilarak
tiiplerdeki canli hiicre sayis1 giderek 10" ar misli seyreltilmektedir.

Diliisyon islemi tamamlandiktan sonra besiyerine ekim yapilir. Eger
materyaldeki mikroorganizma yiikii tahmin edilebiliyorsa, tiim diliisyonlarda ekim
yapmaya gerek yoktur. Ekim bittikten sonra vakit kaybetmeden petri kutulart
inkiibasyona birakilmalidir. Inkiibatore petri kutulari, kapaklari alta gelecek
sekilde yerlestirilir. Bunun amaci, olusan su buharlarinin yogunlasinca besiyeri
tizerine degil kapaga damlamamasinin saglanmasidir. Aksi halde (kondense suyun
besi yeri lizerine damlamamasi halinde) oldugundan fazla sayida ve /veya biiyiik

koloni olusarak sayim hatalar1 ortaya c¢ikabilir. Gereginden uzun yada kisa
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inkiibasyon siireleri sayimda yaniltici sonuglarin alinmasina yol acabilir.
Inkiibasyon bittiginde olusan kolonilerin hemen sayilmasi gerekmektedir. Ancak
herhangi bir nedenle koloniler hemen sayilamiyorsa Petri kutular1 en ¢ok 24 saat

stire ile buzdolabinda (+4°C) depolanir [26].
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4. SITOTOKSISITE

Implantlarin toksisiteleri cogu zaman biyolojik sisteme karsi salman
maddelere baglidir. Metallerin  oksitlenmesi, polimerlerin filtrasyonu ve
seramiklerin pargalanmasi potansiyel olarak biyoaktif elementlerin ve
molekiillerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Doku kiiltiir sistemleri kullanilarak
yapilan in vitro testleri sitotoksik etkileri saptamak acisindan duyarhidir. Fakat
biyolojik ¢evre ve materyal arasinda etkilesimden kaynaklanan biyoaktif maddeler
salintyorsa test hatali sonu¢ verebilir. Hatalari 6nlemek i¢in uygulanan en
giivenilir ve yaygin testler laboratuvar hayvanlarina cerrahi implantasyondan
sonra histolojik incelemeye dayalidir [6].

Biyomalzemenlerin in vitro sitotoksik degerlendirilmesinde ilk adim
biyouyumluluk ¢alismasidir. Sitotoksisite deneyleri in vitro toksikoloji
caligmalarinda yogun olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alisma genellikle 6liimsiiz
hiicre 1rklarmin kullanildigi, materyallerin dogrudan ya da dolayli temasi ile
gelismenin engellendigi ve hiicresel hasarin morfolojik olarak degerlendirildigi
calismalarla gergeklestirilir. Hiicrelerin test materyali ile dogrudan temasi
hiicrelerin gelisimini engelliyorsa bu toksik etkiyi gostermektedir [27]. Hiicre
kiiltiirii ¢aligmalari, biyomalzemelerin kullanilabilirligi hakkinda bilgi edinmek
amaciyla pek ¢ok arastirmact tarafindan  kullanmilmaktadir  [28].
3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) testi,
hiicreler toksik maddelere maruz birakildiktan sonra uygulanan, sitotoksisitenin
saptanmasinda ¢ok sik kullanilan hiicre canlilik testidir [29]. Bu testin
mitokondriyal enzim sistemleri tarafindan katalize edilen tetrazolium tuzlarinin
indirgenmesine dayandigi ve hiicre biiylimesi ve ksenobiyotik sitotoksisitesini
yansittig1 bir ¢cok arastirmaci tarafindan kabul edilmektedir.

Metal iyon katkili kalsiyum fofat esasli tozun hiicreler tizerindeki sitotoksik
etkisinin degerlendirilmesinde kantitatif bir metod olan MTT ydntemi
kullanilmaktadir [30, 31]. MTT testi hiicre canliliginin ve c¢ogalmasinin
Olgiilmesinde ve Ozellikle metabolik olarak aktif hiicreler i¢in kullanilmaktadir.
Deney metabolik olarak aktif hiicrelerin mitokondrilerindeki — siiksinat

dehidrogenaz enzimi ile metabolize olan, sar1 renkli suda ¢6ziinebilen tetrazolium
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tuzu MTT in mor renkli suda ¢ézlinmeyen formazana ¢evrilmesine dayanmaktadir

[32, 33].
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5. DENEYSEL CALISMALAR

Bu calismada amag; metal iyon katkili kalsiyum fosfat esasli tozun
enfeksiyon riski tasiyan biyomalzeme uygulamalarinda kullanilabilirliginin
arastirilmasidir. Metal iyon katkili kalsiyum fosfat esasli tozun insan viicudunda
kullanilabilmesi i¢in son pH 5.5 olacak sekilde farkli metal iyon oranlar ile
sentezlenmesi sonrasinda enfeksiyon riskini ortadan kaldirabilmesi igin
antimikrobiyal etkinliginin standart maya ve bakteriler ile test edilmesi ve

biyouyumluluk acisindan sitotoksisite testleri yapilmistir.

5.1. Metal iyon Katkih Kalsiyum Fosfat Esash Tozun Hazirlanmasi

Yapilan c¢aligmalarda, metal iyon katkili kalsiyum fosfat tozu
hazirlanmasinda yas kimyasal yontem kullanilmistir. Bu siirecte ilk 6nce, metal
iyonlar1 ayni miktardaki saf suda tamamen ¢oziindiiriilmiis ve kalsiyum hidroksite
eklenerek siispansiyon hazirlanmistir. Daha sonra ortofosforik asit, yavasca ilave
edilerek kimyasal reaksiyona sokulmus ve bu esnada ¢o6zelti manyetik g¢ubuk
yardimiyla karistirllmistir. Stokiyometrik hidroksiapatit yapisina yakin bir yapi
olusturabilmek i¢in pH siirekli kontrol edilmistir. Reaksiyon esnasinda olusan
cokelti filtreden gegirilip 80 'C’de kurutulmustur.

Toz tretimi farkli oranlarda metal iyonu ilavesi ile son pH 5.5 olacak
sekilde gergeklestirilmistir. Uretilen tozlar agirlikga farkli metal iyonu igeriklerine
gore Cizelge 5.1°de simiflandirilmistir. Ag™ iyonu iceren A serisi tozlar kurutma
islemini takiben ogiitilmiistir. Ag” ve Zn™ igeren Z serisi tozlar ise kurutma
islemlerini takiben yliksek sicaklikta 1sil igsleme tabi tutulduktan sonra &giitiilmiis
ve belirli bir tane boyutuna indirilmistir. Ogiitiilen tozlarin elek analizleri yapilmis

ve toz -38 um, -38 um + 75 um, +75 pm araliklarinda tane boyutlarina ayrilmistir.
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Cizelge 5.1. Sentezlenen seramik tozun kodlar1 ve metal iyonu icerikleri

Toz kodlan Metal iyon icerikleri
(% agirhk)
00A Sahit kompozisyon
05A %0.5 Ag™' igeren kompozisyon
10A %1 Ag"' iceren kompozisyon
20A %2 Ag"' igeren kompozisyon
35A %3.5 Ag'" igeren kompozisyon
00Z Zn"” igeren sahit kompozisyon
057 %0.5 Ag"' igeren kompozisyon (+ Zn'* )
10Z %1 Ag"' iceren kompozisyon (+ Zn'* )
20Z %2 Ag" igeren kompozisyon (+ Zn"* )
357 %3.5 Ag'" igeren kompozisyon ( + Zn'”)

5.2. Uretilen Tozun Karakterizasyonu
5.2.1. XRD Analizleri

X-1sinlan difraktometresi (XRD, Rigaku-Rint 2200) kullanilarak iiretilen
tozlarin faz analizi gergeklestirilmistir. XRD analizleri 10-80° agilar1 arasinda

2 °/dk hiz ve 10-50° agilar1 arasinda 0,1 °/dk hiz ile yapilmistir.

5.2.2. SEM ve EDX Analizleri

Uretilen tozlarin morfolojisi goriintelemek amaciyla Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM, Zeiss Supra V50) ve agirlikca metal katyonu miktarlarini ve
metal katyon salinimlarimi belirlemek iizere Enerji Sacinimli  X-Ismnlar
Spektrofotometresi (EDX, Oxford Instruments) kullanilmistir. EDX ile elde edilen
degerler toz lretiminde hesaplanan degerlerle karsilastirilmistir. Ayni1 zamanda
tozlarin tane boyut dagilimi lazer difraksiyon methodu (Malvern NanoZS 2000)

ile 6l¢iilmiistiir.

5.3. Uretilen Tozun Antimikrobiyal Etkinligi

Metal iyon katkili kalsiyum fosfat esasli tozun antimikrobiyal etkinligini
belirlemek amaci ile halo test methodu ve agar diliisyon test methodu olmak iizere
iki farkli test yontemi kullanilmistir. Aym1 zamandan tozun antibakteriyel

etkinlik—zaman testleri belirli zaman araliklar1 i¢in yapilmistir.
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Metal iyon katkili kalsiyum fosfat esasli tozun {iriin biinyelerine katildiktan
sonra antibakteriyel etkinliginin saptanmasi i¢in ise halo test methodu, kontakt

test methodu ve sallamali erlen test methodlar1 kullanilmaktadir.

5.3.1. Halo Test Methodu

Halo test methodunda; petri kaplar1 ve toz numuneler 200 °C’de 2 saat siire
ile steril edilmistir. Kat1 besiyerinde bulunan saf E. Coli kiiltiiriinden 6ze ucu ile
bir miktar alinarak sivi besiyerine (nutrient broth) aktarilmis ve sivi besiyeri
37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek kiiltiir hazirlanmigtir. Oze ucunun ve deney
tiipliniin agiz kismi atesten gecirilerek steril edilmistir. Bu bakteri kiiltiirlinden
107, 10*, 10° oranlarinda diliisyon hazirlanmistir. Her bir deney tiipiinden
digerine aktarim yapilirken vorteks tiip karistict kullanilarak sivi besiyerinin
homojen hale gelmesi saglanmistir. Besiyerleri (nutrient agar) malzemeler
tizerinde ince bir film tabakasi olusturacak sekilde dokiiliip, hazirlanan
diliisyonlardan 200 pl lik bakteri ekimi yapilmistir. Ekim steril dragalski 6zesi
kullanilarak yiizeye yayma yontemi ile yapilmistir. Petriler ters cevrilerek
37 °C’de 24 saat siire ile inkiibe edilmis, petriler sicak hava sirkiilasyonu

engellenmeyecek sekilde yerlestirilmistir.

5.3.2. Agar Diliisyon Methodu

Agar diliisyon metodunda Miiller Hinton Agar’in i¢inde tozun son
konsantrasyonu % 10, % 5, % 2.5, % 1.25, % 0.625, % 0.313 olacak sekilde
karisim hazirlanmistir. Ayrica testin kontrolii (sahit) icin toz bulunmaksizin
hazirlanmis Miiller Hinton Agar hazirlanmistir. Bu karigim sicakligi 40-42 °C’ye
ulastiginda besiyeri miktarinin 1/100°4 oraninda McFarland 0.5 bulanikligina
sahip bakteri siispansiyonundan eklenmis, bakteri ve etkin maddenin homojen
dagilimimin saglanmasi icin kopiik olusmayacak hizda c¢alkalanmis ve petri
kutusuna dokiilmiistiir. Petri igindeki besiyerleri oda 1sisinda sogumaya
birakilmis, besiyeri katilastiktan sonra 37 °C’de etiivde inkiibe edilmis ve 24. ve
48. saatte besiyerinde koloni olusup olusturmadiklar1 aragtirilmistir. Ayrica Gram

boyasi ile sonug teyit edilmistir.
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5.3.3. Zaman-Etkinlik Testleri

Antibakteriyel etkinlik—zaman testlerinde antibakteriyel tozun ne kadar
stire icinde etkin oldugunun anlasilmast i¢in yapilmistir. Bu method manyetik
karistiricida 100 ml steril su, 1 gr toz ve 1000 ul 107 diliisyonluk E.coli
karisimindan belirli zaman araliklarinda 300 pl 6rnek alinmasi ve alinan
orneklerin ekimi ile gergeklestirilmistir. Petriler ters ¢evrilerek 37 °C’de 24 saat
stire ile inkiibe edilmis ve petriler sicak hava sirkiilasyonu engellenmeyecek

sekilde yerlestirilmistir.

5.4. Sulu Sistemde Salinim Testleri

Gelistirilen antimikrobiyal malzemenin biyomalzeme uygulamalar
diistiniilerek kati sistemden sivi sisteme iyon ge¢is miktarini belirlemek
tizeredenemler sonucunda uygulama potansiyeli en yiiksek olarak belirlenen 20A
tozu secilmis ve salmim deneyleri yapilmistir. Toz saf su ile karistirilarak
siispansiyon haline getirilmis ve beher igerisinde denemeler siiresince
karistirilmistir. Belirli giinlerde alinan tozlar kurutulmus ve EDX analizleri ile
metal iyon katkili kalsiyumfosfat esasli antimikrobiyal seramik tozdan suya Ag"

iyonu salinim miktarlar1 belirlenmistir.

5.5. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite testleri icin test edilecek metal iyon katkili kalsiyum fosfat
esasl antibakteriyel toz 6rnekleri, cam petriler i¢ine koyularak, 180 °C’de 2 saat
kuru hava sterilizatoriinde tutularak steril hale getirilmislerdir. Hiicre kiiltiirii V79
(Chinese Hamster Akciger Fibroblast benzeri) hiicreleri Institute of Fermentation,
Osaka (IFO, Japan) dan satin alinmistir. V79 hiicreleri, Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) (Sigma), 1s1 ile inaktif hale getirilmis % 10’luk Fetal
Bovine Serum (Sigma), Penicillin-Streptomycin (Sigma) ve sodium hidrojen
karbonat igeren besiyerinde biiyiitiilmislerdir. Hiicreler 37°C’de, nemli bir

atmosferde, % 5’lik (v/v) CO;’li bir ortamda inkiibe edilmislerdir.
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5.5.1. In vitro Sitotoksisite Testi

Test edilecek toz orneklerinin, biiylimeyi engelleyici etkilerinin olup
olmadigt MTT [3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide]
testi ile arastirilmistir. Hiicreler deneyler icin yeterli sayiya eristiklerinde
tripsinlenerek toplanmis ve Trypan Blue ile boyanarak, Thoma lami ile sayilmis
ve mililitrede 1x10* hiicre olacak sekilde hazirlanmustir. Daha sonra, hiicreler 96
kuyucuklu plakalara (Techno Plastic Products AG) 0,1 ml hiicre silispansiyonu
(1X103) olacak sekilde ekilmistir. Hiicrelerin kuyucuklara yapigsmalar1 i¢in 24 saat
beklenmistir. Ardindan besiyeri hiicreler iizerinden uzaklastirilmis ve hiicreler
farkli konsantrasyonlarda yeni hazirlanmis test maddeleri ile muamele
edilmislerdir. Test maddeleri, hiicrelerin biiyiidiigli besiyerinde seyreltilerek
uygulanmstir. inkiibasyon hacimleri; birinci giin igin 100 pl, ikinci giin igin 200
ul ve ticlincii ve dordiincii giin i¢in 300 ul’dir. Test maddeleri 1000 pg/ml, 100
ug/ml ve 10 pg/ml olacak sekilde hiicrelere uygulanmistir. Hiicreler test
maddeleri ile 37°C’de, % 5 CO;’li nemli ortamda 1, 2, 3 ve 4 giin inkiibe
edildikten sonra MTT testi uygulanmistir. Hiicrelerin inkiibe edildigi test
maddelerini iceren besiyerleri hiicreler {izerinden uzaklastirildiktan sonra,
kuyucuklara MTT ¢aligma soliisyonundan 100 ul olacak sekilde ilave edilmistir.
Plakalar % 5 CO, igeren 37°C’deki inkiibatérde 2 saat bekletilmislerdir. Bu
siirenin sonunda MTT igeren besiyeri hiicreler iizerinden uzaklastirilmis ve her
kuyucuga 100 pl dimetil siilfokside (DMSO, Riedel de Haen) ilave edilmis ve bu
sekilde 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmislerdir. Plakalardaki hiicrelerin
optik dansiteleri ELISA plaka okuyucuda (Bio-Tek, ELX808IU, USA) 570 nm
de Olclilmiistiir. Tiim deneyler 3 kez tekrarlanmustir.

MTT testinin istatistiksel degerlendirilmeleri i¢cin ~ SPSS programi
kullanilmigtir. Elde edilen verilerin tek yonliit ANOVA ile post-hoc olarak Tukey
testi uygulanarak anlamliliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05

kabul edilmistir.
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6. GENEL SONUCLAR VE DEGERLENDIRME
6.1. Tozun Karakterizasyonu
6.1.1. XRD analizi

A serisi i¢in 10-80° agilar1 arasinda 2 °/dk hizla g¢ekilen XRD analizi
sonucunda elde edilen grafiklerdeki piklerin JCPDS katalogundaki verilerle
karsilastirilmis ve yapimin trikalsiyum fosfat (TCP) ve hidroksiapatit (HA)
karisimindan olusan kalsiyum fosfat yapisinda oldugu belirlenmistir (Sekil 6.1).
serisinde ise HA ve TCP fazlarinin disinda ayrik fazda ¢inko oksit yapisinin
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 6.3). Piklerin ayirt edilebilmesi i¢in 10-50° agilari
arasi1 0,1 °/dk hizla tekrar analiz yapilmistir (Sekil 6.2, Sekil 6.4).

00-A
05-A
10-A
20-A
35-A

siddet

*: HA
a: TCP

10 20 30 40 50 60 70 80

20 (°)

Sekil 6.1. A serisi antimikrobiyal tozun XRD analizi sonuglari
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siddet

*: HA
a: TCP
10 15 20 25 30 35 40 45 50
20(°)
Sekil 6.2. 10A i¢in XRD analizi sonuglari
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A A A 202
i * * ] 10-Z
35-Z
2 L |
=
=
17,3
*: HA
i 1| &: TCP
“ A : ZnO
! At la ‘LL& A I e
10 20 30 40 50 60 70 80
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Sekil 6.3. Z serisi antimikrobiyal tozun XRD analizi sonuglar
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Sekil 6.4. 10Z i¢cin XRD analizi sonuglari

6.1.2. SEM ve EDX analizleri

Sentezlenen antimikrobiyal toz kimyasal destekli 6giitme isleminden sonra
tane boyu analizi ve SEM analizleri yapilmistir. Metal iyon katkili kalsiyum fosfat
esasli tozun taramali elektron mikroskobunda ikincil elektron goriintii alma
teknigi ile alinan goriintiilerde A serisinde sadece giimiis igeren tozun morfolojik
olarak daha kesin hatlara sahip olmasina karsin, Z serisinde ¢inko iceren tozlar
ince ve yuvarlak hatlara sahip oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda tozlarin
nanometre boyutunda oldugu ve tozlarda aglomerasyon egilimi oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 6.5, Sekil 6.6). SEM analizleri tane boyut analizleri ile
desteklenmistir. Tane boyut analizleri sonucunda A serisi tozlarin tane boyutu

200 nm, Z serisi tozlarin tane boyutu ise 300 nm oldugu belirlenmistir.
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Siddet (%)

0 i ; ;
0.1 1 10 100 1000 10000

Tane Bovutu (nm)

Sekil 6.5.a. 35A numunesine ait tane boyut dagilim grafigi

Sekil 6.5.b. 35A numunesine ait SEM goriintiisii
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Siddet (%)

10 100 1000 10000

Tane Bovutu (nm)

Sekil 6.6.a. 357 numunesine ait tane boyut dagilim grafigi

Sekil 6.6.b. 35Z numunesine ait SEM goriintiisi
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Uretilen tozlarin kristal yapis1 igerisinde hapsedilen etkin antimikrobiyal
ajanlarin yani metal katyonlarin miktarlarini belirlemek {izere Enerji saginimli
X-1sinlan spektrofotometresi (EDX) kullanilmistir. EDX ile elde edilen degerler
toz iretiminde sirasinda yapilan sitokiyometrik olarak hesaplanan degerlerle
karsilagtirtlmigtir. A serisinde yakin sonuglar ¢ikmasina karsin (Sekil 6.7),
Z serisinde farkl degerler gozlemlenmektir (Sekil 6.8). Bu farklilik yas kimyasal
yontemlerle yapilan toz sentezi sonrasinda 1sil islem sirasindaki kizdirma

kayiplar1 olarak degerlendirilmistir.

4,00 -
3,50 -
3,00 -

2,50

2,00 -
—=— EDX

1,50 -
1,00
0,50 -

0,00

0,50 1,00 2,00 3,50
(%)

Sekil 6.7. A serisi igerisindeki Ag™ iyonu hesaplanan deger ve EDX verilerinin

karsilastirilmasi

4,50 -
4,00
3,50 -
3,00 -

2,50 - —e_H
2,00 - —= EDX

1,50
1,00
0,50 -
0,00

0,50 1,00 2,00 3,50
(%)

Sekil 6.8. Z serisi igerisindeki Ag™' iyonu hesaplanan deger ve EDX verilerinin

karsilastirilmasi
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6.2. Metal Iyon Katkili Tozun Antimikrobiyal Etkinligi
6.2.1. Halo Testi

Halo test methodu kullanilarak metal iyon katkili kalsiyum fosfat esash
tozlarin E.coli bakterisine karsi antibakteriyel etkinligi saptanmistir. Metal iyon
katkis1 arttik¢a antibakteriyel etkinlikte artis gdzlemlenmistir. Halo test methodu
sonuclart Sekil 6.9 ve Sekil 6.10 ile verilmektedir. Halo testi sonuclarinda
antimikrobiyal tozun etrafinda olusan hare, bakteri biiyiimeyen alan, ve genel
bakteri yogunlugu gorsel agidan antimikrobiyal etkiyi gostermektedir. Tozun
etrafinda olusan hare difiize olup disar1 sagilan antimikrobiyal ajanlarinm (Ag",

N .. . , .
Zn'?) yayimim mesafesini ve miktarini gostermektedir.
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Sekil 6.9. A serisi i¢in halo test methodu uygulanarak yapilmigs mikrobiyolojik
analiz sonuglar1 (a) 0A (b) 05A (c) 10A (d) 20A (e) 35A
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Sekil 6.10. Z serisi i¢in halo test methodu uygulanarak yapilmis mikrobiyolojik
analiz sonuglari (a) 00Z (b) 05Z (c) 10 Z (d) 20Z (e) 35Z
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6.2.2. Agar Diliisyon Testi

Agar diliisyon methodu kullanilarak metal iyon katkili tozun standart maya
ve bakteriler (P.aeruginosa ATCC 27853, E.coli ATCC 25922, S.aureus ATCC
43300, C.albicans ATCC 10231) ile antimikrobiyal etkinligi saptanmistir. Metal
iyon katkili kalsiyum fosfat esasli tozun % 10, % 5, % 2,5, % 1,25, % 0,625 ve %
0,3125 diliisyonlar1 i¢in antimikrobiyal etkinligi test edilmistir. Antimikrobiyal
etkinlik yiiksek diliisyonlarda sahit kompozisyon hari¢ diger tozlarda saptanirken,
metal iyonu katkis1 arttik¢a diisiik diliisyonlarda bile antimikrobiyal etkinlik
gorilmiistiir.

Agar diliisyon testi sonucunda A serisi i¢in en etkin toz 35A oldugu
saptanirken, 00A’nin % 10’luk konsantrasyonu S.aureus’a, % 10 ve % 5’lik
konsantrasyonu C.albicans’a etkili oldugu gozlenmis (Cizelge 6.1), 05A’nin
% 10, % 5 ve % 2,5’luk konsantrasyonu tiim bakterilere, % 10, % 5, % 2,5 ve
% 1,25’lik  konsantrasyonlarinin  C.albicans’a etkili oldugu goézlenmis
(Cizelge 6.2), 10A’nin % 10, % 5, % 2,5 ve % 1,25’lik konsantrasyonu tiim
bakterilere, kullanilan tiim konsantrasyonlar1 C.albicans’a etkili oldugu gézlenmis
(Cizelge 6.3), 20A’nin % 10, % 5 ve % 2,5, % 1,25’lik konsantrasyonu tiim
bakterilere, kullanilan tiim konsantrasyonlariin C.albicans’a etkili oldugu
gozlenmis (Cizelge 6.4) ve 35A’min kullanilan tiim konsantrasyonlarinin
kullanilan bakterilerin tiimiine ve C.albicans’a etkili oldugu gozlenmistir
(Cizelge 6.5). 9% 2.5 konsantrasyonda A serisi tozlarin standart maya ve bakterilerle

yapimill agar diliisyon test methodu sonuclar Uekil 6.11 ve 6.12 ile verilmektedir.

Cizelge 6.1. 00A icin agar diliisyon methodu ile antimikrobiyal etkinlik sonuglari

(+ : bakteri liremesi gdzlemlenmistir. - : bakteri liremesi gézlemlenmemistir)

%10 | %5 % 2,5 % 1,25 % 0,625 | %0,3125
P. aeruginosa — 24. saat + + + + I T
P. aeruginosa — 48. saat + + + + + ¥
E. coli - 24. saat + + + + n T
E. coli - 48. saat + + + + n T
S.aeureus -24. saat - + + + + T
S.aeureus -48. saat - + + + + T
Candida — 24. saat - - + + T T
Candida — 48. saat - - + + + T

Cizelge 6.2. 05A igin agar diliisyon methodu ile antimikrobiyal etkinlik sonuglar1
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(+ : bakteri tiremesi gozlemlenmistir. - : bakteri iiremesi gozlemlenmemistir)

% 10

%5

% 2,5

% 1,25

% 0,625

%0,3125

P. aeruginosa — 24. saat

+

+

+

P. aeruginosa — 48. saat

E. coli - 24. saat

E. coli - 48. saat

S.aeureus -24. saat

S.aeureus -48. saat

|+

Candida — 24. saat

Candida — 48. saat

||+ ]|+

||+ ]|+

Cizelge 6.3. 10A icin agar diliisyon methodu ile antimikrobiyal etkinlik sonuglari

(+ : bakteri tiremesi gozlemlenmistir. - : bakteri iiremesi gozlemlenmemistir)

% 10 %5 % 2,5 % 1,25 % 0,625 %0,3125
P. aeruginosa — 24. saat - - - - + +
P. aeruginosa — 48. saat - - - - + +
E. coli - 24. saat - - - - - +
E. coli - 48. saat - - - - + n
S.aeureus -24. saat - - - - - +
S.aeureus -48. saat - - - - + +

Candida — 24. saat

Candida — 48. saat

Cizelge 6.4. 20A i¢in agar diliisyon methodu ile antimikrobiyal etkinlik sonuglart

(+ : bakteri tiremesi gozlemlenmistir. - : bakteri iiremesi gozlemlenmemistir)

% 10

%5

% 2,5

% 1,25

% 0,625

%0,3125

P. aeruginosa — 24. saat

P. aeruginosa — 48. saat

E. coli - 24. saat

E. coli - 48. saat

S.aeureus -24. saat

S.aeureus -48. saat

|+

Candida — 24. saat

Candida — 48. saat

Cizelge 6.5. 35A i¢gin agar diliisyon methodu ile antimikrobiyal etkinlik sonuglart

(+ : bakteri tiremesi gozlemlenmistir. - : bakteri tiremesi gdzlemlenmemistir)

% 10

%5

% 2,5

% 1,25

% 0,625

%0,3125

P. aeruginosa — 24. saat

P. aeruginosa — 48. saat

E. coli - 24. saat

E. coli —48. saat

S.aeureus -24. saat

S.aeureus -48. saat

Candida — 24. saat

Candida — 48. saat
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Sekil 6.11. %2,5 konsantrasyonda S. aeureus ve E.coli igin A serisi agar diliisyon

testi sonuglari (a) 00A (b) 05A (c) 10A (d) 20A (e) 35A
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Sekil 6.12. %2,5 konsantrasyonda Candida ve P. aeruginosa igin A serisi agar
diliisyon testi sonuglari (a) 00A (b) 05A (c) 10A (d) 20A (e) 35A

Agar test methodu sonucunda Z serisi i¢in en etkin tozun 35Z oldugu

saptanirken, 00Z’nin % 10 ve % 5’lik konsantrasyonu E.coli’ye, % 10, % 5,
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% 2,5’lik konsantrasyonu S.aureus’a ve C.albicans’a etkili oldugu goézlenmis
(Cizelge 6.6), 05A’nin % 10, % 5 ve % 2,5’lik konsantrasyonu tiim bakterilere, %
10, % 5, % 2,5 ve % 1,25’lik konsantrasyonlarinin C. albicans’a etkili oldugu
gbzlenmis (Cizelge 6.7), 10Z’nin % 10, % 5’lik konsantrasyonu P.aeruginosa ve
E.coli’ye, % 10, % 5, % 2,5’lik konsantrasyonu S.aureus’a, % 10, % 5 , % 2,5 ve
% 1,25’lik konsantrasyonu C.albicans’a etkili oldugu gbzlenmis (Cizelge 6.8),
20Z’nin % 10, % 5, %2,5’luk konsantrasyonu tiim bakterilere, % 10, % 5, % 2,5
ve % 1,25’lik konsantrasyonu C.albicans’a etkili oldugu gozlenmis (Cizelge 6.9)
ve 35Z°nm % 10, % 5, % 2,5’luk konsantrasyonu P.aeruginosa’ya % 10, % 5,
% 2,5 ve % 1,25’lik konsantrasyonu E.coli’ye, % 10, % 5, % 2,5, % 1,25 ve
% 0,625’lik  konsantrasyonu C.albicans’a, kullanilan tiim konsantrasyonlarinin
S.aureus’a etkili oldugu goézlenmistir (Cizelge 6.10). 9% 2.5 konsantrasyonda 7.
serisi tozlarm standart maya ve bakterilerle yapilmll agar dilisyon test methodu

sonuclar ekil 6.13 ve 6.14 ile verilmektedir.

Cizelge 6.6. 00Z icin agar diliisyon methodu ile antimikrobiyal etkinlik sonuglar

(+ : bakteri tiremesi gozlemlenmistir. - : bakteri iiremesi gdzlemlenmemistir)

% 10 %5 % 2,5 % 1,25 % 0,625 %0,3125
P. aeruginosa — 24. saat + + + + + I
P. aeruginosa — 48. saat - + + + + +
E. coli - 24. saat - - + + + T
E. coli - 48. saat - - + + + T
S.aeureus -24. saat - - - - _ _
S.aeureus -48. saat - - - + + +
Candida — 24. saat - - - + T i
Candida — 48. saat - - - + T i

Cizelge 6.7. 05Z i¢in agar diliisyon methodu ile antimikrobiyal etkinlik sonuglar

(+ : bakteri tiremesi gozlemlenmistir. - : bakteri iiremesi gdzlemlenmemistir)

% 10 %5 % 2,5 % 1,25 % 0,625 | %0,3125
P. aeruginosa — 24. saat - - + + + +
P. aeruginosa — 48. saat - - + + + +
E. coli - 24. saat - - + + + T
E. coli - 48. saat - - - + T i
S.aeureus -24. saat - - - - + T
S.aeureus -48. saat - - - + + i
Candida — 24. saat - - - - + T
Candida — 48. saat - - - - + T

Cizelge 6.8. 10Z i¢in agar diliisyon methodu ile antimikrobiyal etkinlik sonuglar

(+ : bakteri tiremesi gozlemlenmistir. - : bakteri iiremesi gdzlemlenmemistir)
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% 10 % 5 % 2,5 % 1,25 % 0,625 | %0,3125
P. aeruginosa — 24. saat - - + + + +
P. aeruginosa — 48. saat - - + + + +
E. coli- 24. saat - - - + + T
E. coli - 48. saat - - + + n T
S.aeureus -24. saat - - - - - +
S.aeureus -48. saat - - - + + T
Candida — 24. saat - - - - - +
Candida — 48. saat - - - - +

Cizelge 6.9. 20Z i¢in agar diliisyon methodu ile antimikrobiyal etkinlik sonuglar

(+ : bakteri tiremesi gozlemlenmistir. - : bakteri iiremesi gozlemlenmemistir)

% 10 % 5 % 2,5 % 1,25 % 0,625 | %0,3125
P. aeruginosa — 24. saat - - - + + T
P. aeruginosa — 48. saat - - - + + T
E. coli - 24. saat - - - + + +
E. coli - 48. saat - - - + T T
S.aeureus -24. saat - - - - _ _
S.aeureus -48. saat - - - + + +
Candida — 24. saat - - - - - T
Candida — 48. saat - - - - - T

Cizelge 6.10. 35Z i¢in agar diliisyon methodu ile antimikrobiyal etkinlik sonuglar1

(+ : bakteri tiremesi gozlemlenmistir. - : bakteri tiremesi gdzlemlenmemistir)

% 10 % 5 % 2,5 % 1,25 % 0,625 %0,3125
P. aeruginosa — 24. saat - - - + + +
P. aeruginosa — 48. saat - - - + + +
E. coli - 24. saat - - - - + +
E. coli — 48. saat - - - - + +

S.aeureus -24. saat

S.aeureus -48. saat

Candida — 24. saat

Candida — 48. saat
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"~ S. aeureus

Sekil 6.13. %2,5 konsantrasyonda S. aeureus ve E.coli i¢in Z serisi agar dillisyon

testi sonuglari (a) 00Z (b) 05Z (c) 10Z (d) 20Z (e) 35Z
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= ] - _ -¢'I -
P, atrugmos

Sekil 6.14. %?2,5 konsantrasyonda Candida ve P. Aeruginosa igin Z serisi agar
diliisyon testi sonuglari (a) 00Z (b) 05Z (c) 10Z (d) 20Z (e) 35Z
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6.2.3. Zaman-Etkinlik Testleri

Metal iyon katkili kalsiyum fosfat esasli tozun etkinlik siiresini belirlemek
i¢in yapilan mikrobiyolojik analizlerde tozun 1., 2., 3., 4., 5.,7., 9., 10., 15. ve 30.
dakikalarda etkinligi arastirilmis ve tozun 1.dakikadan itibaren antimikrobiyal
etkinlik gdsterdigi belirlenmistir. Zaman araliklarinin kisaltilip implant malzemesi
kaplamas1 olarak kullanilmasi diisiiniilen % 2 Ag' iceren toz (20A) ve % 2 Ag -
Zn'™? iceren tozlar (20Z) icin test tekrarlanmis ve 15 saniyede antimikrobiyal

etkinlik gosterdikleri gdzlemlenmistir (Sekil 6.15).

Sekil 6.15. Sahit ve antimikrobiyal tozlarin zaman-etkinlik testi 15. saniye
sonuglari (a) sahit ekim (b) 00A (c) 20A (d) 20Z
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6.3. Sulu Sistemde Salinim Testinin Sonuclar:

Sulu sisteme Ag"' iyonu salmim miktarini belirlemek amaciyla % 2 Ag"'
igeren 20A tozu kullanilmis ve EDX analizleri yapilmistir. Saf su ile karigtirilarak
siispansiyon haline getirilmis tozlardan, 2.,4.,6.,.8. ve 10. giin i¢in alinan ve
kurutulan toz Srneklerinin igerdigi Ag™ miktar1 belirlenmistir. Ag™' iyonunun
sistemden kontrollii olarak salinimi s6z konusudur. 10 giinlik c¢alisma
periyodunda Ag™' baslangic degerinden % 1.62 degerine diismiis ve calisma
periyodunda lineer bir azalma gdzlemlenmistir. Daha sonraki ¢alismalarda uzun
calisma periyotlari ile lineerlik kontrol edilmeli ve buna gore Ag™ icin sistemden
salimim sabitinin belirlenmesi gerekmektedir. Simiile edilmis viicut sivisinda da
benzer caligmalarin yapilmasi biyomalzeme uygulamalarinda kullanilabilirlik
acisindan gerekmektedir. 10 giin siire ile Ag™' icin sistemden kaybolma miktarlar:

Sekil 6.16 ile verilmektedir.

20A
(%)
2.50 -

1.50

Sekil 6.16. 20A i¢in Ag"' sulu sistemden salimm miktar1 grafigi
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6.4. In vitro Sitotoksisite Testinin Sonuclari

1000 pg/ml A serisi kompozisyonlarin V79 hiicreleri lizerindeki etkilerinin
MTT testi ile doza bagli sitotoksisite egrilerinin 1, 2, 3 ve 4 ginlik
degerlendirilmeleri Sekil 6.17°de verilmektedir. % 0,5 Ag™' igeren kompozisyon
ve sahit kompozisyonun 1000 pg/ml’lik dozu, V79 hiicrelerinde ikinci giinden
itibaren ¢ok diisiik seviyede hiicre sayisinda azalmaya neden olmustur. % 1 Ag"™
igeren kompozisyon birinci giinden itibaren hiicre sayisinda diisiise yol agmistir.
% 2 Ag™ ve % 3.5 Ag™ igeren kompozisyonlarm 1000 pg/ml’lik dozlari

1.glinden itibaren dnemli sitotoksik etki gostermistir.

90 -
80 -
§ 70 A
=
2 60 -
© —— 00A 1000 microg/ml
= 50
20 —=—05A 1000 microg/ml
= 40 |
3 10A 1000 microg/ml
e 30 A
fé‘ 20A 1000 microg/ml
20 -
—%—35A 1000 microg/ml
10
0

Sekil 6.17. 1000 pg/ml A serisi kompozisyonlarin V79 hiicreleri iizerindeki
etkilerinin MTT testi ile degerlendirilmeleri.

(* Kontrol grubundan anlamli farkliligi gostermektedir.)
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100 pg/ml A serisi kompozisyonlarin V79 hiicreleri iizerindeki etkilerinin
MTT testi ile doza bagli sitotoksisite egrilerinin 1, 2, 3 ve 4 ginlik
degerlendirilmeleri Sekil 6.18°de verilmistir. Sahit kompozisyon, % 0,5 Ag™' ve
% 1 Ag™ igeren kompozisyonlarin 100 pg/ml’lik dozlar1 hiicre sayisinda diisiik
oranda azalmaya neden olmustur. % 2 Ag"' iceren kompozisyonda ise hiicre
sayisinda azalma goriilmektedir. % 3.5 Ag"™ iceren kompozisyonlarda doz artigina

bagli olarak ikinci gilinden itibaren deney siiresi boyunca sitotoksisite saptanmustir.

120 -

100

%0 * * —— 00A 100 microg/ml

—— 05A 100 microg/ml

* *
60 4 *\*\XN*K 10A 100 microg/ml
* *

Hiicre Canlihg (% Kontrol)

40 4 20A 100 microg/ml
—%—35A 100 microg/ml
20 -
0
1 2 3 4
Giin

Sekil 6.18. 100 pg/ml A serisi kompozisyonlarin V79 hiicreleri {izerindeki
etkilerinin MTT testi ile degerlendirilmeleri.

(* Kontrol grubundan anlamli farklili1 géstermektedir.)
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10 pg/ml A serisi kompozisyonlarin V79 hiicreleri {izerindeki etkilerinin
MTT testi ile doza bagli sitotoksisite egrilerinin 1, 2, 3 ve 4 ginlik
degerlendirilmeleri Sekil 6.19°da verilmistir. Ag™' iceren sahit kompozisyon ve
diger kompozisyonlarin 10 pg/ml’lik dozlar1 hiicre sayisinda ¢ok diisiik sayida

azalmaya neden olmustur. Bu dozlarda sitotoksik etki gozlenmemistir.

120 -
Z:

= 1997 * \,, bl
S ® . =
& T * *
= *
é 80 - —o— 00A 10 microg/ml
N
?: —#— 05A 10 microg/ml
B0 60
E 10A 10 microg/ml
)}
g 407 20A 10 microg/ml
=
= —*%—35A 10 microg/ml

20 -

0
1 2 3 4
Giin

Sekil 6.19. 10 pg/ml A serisi kompozisyonlarin V79 hiicreleri iizerindeki
etkilerinin MTT testi ile degerlendirilmeleri.

(* Kontrol grubundan anlamli farklilig1 géstermektedir.)
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1000 pg/ml Z serisi kompozisyonlarin V79 hiicreleri lizerindeki etkilerinin
MTT testi ile doza bagli sitotoksisite egrilerinin 1, 2, 3 ve 4 ginlik
degerlendirilmeleri ~ Sekil  6.20°de  verilmistir. Ag™-Zn™ igeren  tiim
kompozisyonlarin 1000 pg/ml’lik dozlari, V79 hiicreleri {lizerinde dort giinliik
deney siiresince, doz artisina bagh olarak sitotoksik etki meydana getirdigi MTT
testinin sonuglarindan belirlenmistir. Cinko iceren sahit kompozisyon ve diger
dort kompozisyonun 1000 pg/ml’lik dozlart ikinci giinde hiicre sayisinda % 50

diisiise neden olurken, bu etki {i¢iincii ve dordiincii giinde de artarak stirmiistiir.

(=]
(=]
|

wn
o
L

——00Z 1000 microg/ml

*

—#—05Z 1000 microg/ml

IS
=)
L
*

10Z 1000 microg/ml

20Z 1000 microg/ml

N3
(=]
I

—*%—35Z 1000 microg/ml

Hiicre Canlihg (% Kontrol)
(98]
(=}

—_
(=]
L
*

(=]

Giin

Sekil 6.20. 1000 pg/ml Z serisi kompozisyonlarin V79 hiicreleri {izerindeki
etkilerinin MTT testi ile degerlendirilmeleri.

(* Kontrol grubundan anlamli farklili§1 géstermektedir.)
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100 pg/ml Z serisi kompozisyonlarin V79 hiicreleri iizerindeki etkilerinin
MTT testi ile doza bagli sitotoksisite egrilerinin 1, 2, 3 ve 4 ginlik
degerlendirilmeleri  Sekil 6.21°de  verilmistir. % 2 Ag™-Zn™ iceren
kompozisyonda 100 pg/ml’lik dozda V79 hiicreleri {izerinde, hiicre sayisinda
azaltict etki gozlenirken, % 3.5 Ag™-Zn™ iceren kompozisyonda ikinci giinden

itibaren sitotoksik etki saptanmustir.

30 A

100 ~
90
= 801 }—/\i
3
£ 70 A * :
£ % —— (00Z 100 microg/ml
2 60 i
S 7 = g ——(05Z 100 microg/ml
B 50 -
= * 10Z 100 microg/ml
=
s 40
®] * .
g * 20Z 100 microg/ml
=
=

20 | —*%—35Z 100 microg/ml

10

Giin

Sekil 6.21. 100 pg/ml Z serisi kompozisyonlarn V79 hiicreleri iizerindeki
etkilerinin MTT testi ile degerlendirilmeleri.

(* Kontrol grubundan anlamli farklilig1 géstermektedir.)
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10 pg/ml Z serisi kompozisyonlarin V79 hiicreleri tizerindeki etkilerinin
MTT testi ile doza bagli sitotoksisite egrilerinin 1, 2, 3 ve 4 ginlik
degerlendirilmeleri  Sekil 6.22°de  verilmistir. % 3.5 Ag™-Zn™ iceren
kompozisyon hari¢ diger Ag™'-Zn™* iceren kompozisyonlarm 10 pg/ml’lik
dozlarinin, birinci ve ikinci giin hiicrelerde proliferasyona sebep oldugu
gozlenmistir. Ugiincii ve doérdiincii giinde hiicre proliferasyonu son bulmustur.

10 pg/ml’lik dozlarda sitotoksik etki gozlenmemistir.

160 -

140 - T
= z,
£ 120 1 —
S = —— 00Z 10microg/ml
=]
<1001 = —*
S 2 T ® | —=—05Z 10 microg/ml
=y *
ED 80 1 10Z 10 microg/ml
=
8 60 20Z 10 microg/ml
]
:E 40 ~ —%—35Z 10 microg/ml
=

20 -

0
1 2 3 4
Giin

Sekil 6.22. 10 pg/ml Z serisi kompozisyonlarin V79 hiicreleri iizerindeki
etkilerinin MTT testi ile degerlendirilmeleri.

(* Kontrol grubundan anlamli farklilig1 gostermektedir.)

Ishikawa ve Ark. [33] tarafindan yapilan bir ¢aligmada insan osteoblastik
hiicreleri iizerinde % 0.31 oraninda Zn* iceren % 5’lik apaptit yapinin hiicrelerde
sitotoksik etkiye neden olmaksizin ¢ogalmaya neden oldugu fakat % 0.62
oraninda Zn'* igeren % 10’luk apaptit yapmm hiicreler iizerinde sitotoksik bir
etkiye yol actig1 rapor edilmistir. Ag™'-Zn" igeren kompozisyonlarn 10 pg/ml’lik
dozlarmin V79 hiicreleri {izerinde meydana getirdigi etki, Ishikawa ve

arkadaslarmin % 0.31 oraninda Zn™ iceren % 5’lik apaptit yapimn hiicrelerde

65



meydana getirdigi etki ile uyusmaktadir. Doz artisina bagl olarak meydana gelen

sitotoksik etki de sonuglarimizi desteklemektedir.
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7. ONERILER

Yapilan ¢aligmalarda metal iyon katkili kalsiyum fosfat esash toz farkli
oranlarda metal iyonu igerigi ile son pH 5.5 olacak sekilde sentezlenmistir. Tozun
karakterizasyonu sonucunda metal iyonu olarak sadece Ag™ iceren A serisi
tozlarin hidroksiapatit ve trikalsiyumfosfat fazlarini igerdigi belirlenmistir. Tane
boyut analizleri ile desteklenen SEM goriintiileri sonucunda tozun tane boyutu
200 nm oldugu belirlenmistir. A serisi tozlarin mikrobiyolojik analizleri
sonucunda ise standart maya ve bakterilerle yapilan testler ile antimikrobiyal
etkinlik saptanmistir. Metal iyonu katkis1 arttikga antimikrobiyal etkinlik
artmaktadir. Sitotoksisite deneyleriyle A serisi tozlarin belirli dozlarmn altinda
sitotoksik etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Metal iyonu olarak Ag™ ve Zn™ iceren Z serisi tozlarmn
karakterizasyonlar1 sonucunda hidroksiapatit ve trikalsiyumfosfat fazlarinin yani
sira ¢inko oksit fazi gorlilmiistiir. SEM goriintiilerinde tozun tane boyutunun
nanometre seviyelerinde oldugu goriilmiis ve tane boyut analizi neticesinde tozun
tane boyutunun 300 nm oldugu belirlenmistir. Z serisi tozlarin mikrobiyolojik
analizleri sonucunda standart maya ve bakterilerle yapilan testler ile
antimikrobiyal etkinlik saptanmistir. Metal iyonu katkis1 arttik¢a antimikrobiyal
etkinlik artmaktadir. Sitotoksisite deneyleriyle Z serisi tozlarin belirli dozlarda
hiicre biliytimesine sebep oldugu ve sitotoksik etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Ileriki caligmalarda implant malzemelerinden eksternal fiksatdrlerin
kemige sabitlenmesi i¢in kullanilan ¢ivilerin tiimiiniin viicut i¢erisinden olmamasi
ve uzun siire insan viicudunda kaldigi disiiniilerek, bu c¢ivilerin metal katyon
katkil1 hidroksiapatit esasli seramik toz ile farkli kaplama yontemi kullanilarak
kaplanmasi ve tavsanlar lizerinde deneysel ¢alismalarin yapilmasi planlamaktadir.
Eksternal fiksasyon tellerinin metal iyon katkili kalsiyum fosfat esasli seramik toz
ile kaplanmasi, eksternal fiksasyonun en ciddi ve sik goriilen komplikasyonlari
olan ¢ivi yolu enfeksiyonu ve tel gevsemesi sorununu azaltabilecegi
diisiiniilmektedir. Metal iyon katkili kalsiyum fosfat esasli tozun viicut igi
diflizyon oranlarinin  belirlenmesi ve hayvan deneylerinin  yapilmasi

gerekmektedir. Hidroksiapatit implantin sikica kemige tutunmasini saglarken
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icerigindeki metal katkis1 ile amaclanan antimikrobiyal etkinlik saglanip,

enfeksiyon riski dnlenebilecegi diisiiniilmektedir.
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