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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BiYOMALZEMELERIN ANTIMIKROBIYAL AKTIVITESINI
DEGERLENDIRMEK iCiN iN VITRO YONTEMLERIN KARSILASTIRILMALI
INCELENMESI

Cagdas OZDEMIR

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji Anabilim Dah

Tez Damismani: Dr. Ogr. Uyesi Arzu EROL
Eyliil 2022, 85 Sayfa

Son yillarda, biyomalzemelerin mikrobiyal etkinliginin arastirilmast ve gelistirilmesi
konusunda artan bir ilgi vardir.  Biyomalzemelerin mikrobiyal etkinligini siklikla
degerlendirilen bir parametredir. Ote yandan mikrobiyal etkinligin degerlendirilmesinde
kullanilan antimikrobiyal etkinlik testleri mevcuttur. Bu nedenle, antimikrobiyal aktivite tarama

ve degerlendirme yontemlerine daha fazla dikkat edilmelidir.

Biyomalzemenin tiiriine gore (metal, polimer, seramik kaplama), kimyasal formuna gére (s1vi,
kat1) mikrobiyal etkinlik testlerinin se¢ilmesi gerekmektedir. Bu calismada; biyomalzemenin
tiiriine ve kimyasal formuna gore en uygun mikrobiyal etkinlik testinin tercih edilebilmesi i¢in
gerekli olan karsilastirilmalar yapilmak istenmektedir. Calismada metal (Titanyum, ¢inko,
demir), alasim (Ti6Al4V, demir mangan), polimer (polimetilmetakrilat, polihidroksi biitirat,
Polikaprolakton, polilaktikasit), Seramik (Hidroksiapatit, titayumdioksit, ¢inkooksit) ve

kompozit (Cinkotitanyumoksit) materyalleri tizerinde, gram pozitif 6zellikli Staphylococcus
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Ozet (devam ediyor)

aureus, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, gram negatif
ozellikli; Escherichia coli, Klebsiella pneumonae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi
ve fungus tiirii olan Candida albican kullanilarak, 1-Difiizyon yontemleri ( Agar disk diflizyon
yontemi, 2 - Antimikrobiyal gradyan yontemi (Etest) , 3- Seri diliisyon, 4-Time-Kill testi
(zaman oldiirme egrisi), 5- Plak sayma metodu yontemleri i¢in mikrobiyal etkinlik testlerinin
avantajlar1 ve sinirlamalart hakkinda ayrintili bir degerlendirme yapilmistir. Bu degerlendirme
sonucunda antimikrobiyal aktivite yontemlerinin kendi aralarinda ve yontem ig¢in avantaj
dezavantaj durumu belirlenmistir. Plak sayma ve time-kill testi yontemlerinin diger yontemler
ile dogrusal bir korelasyon olusturmasi sonucunda maddelerin testlere elverisli olma
ozelliklerinin genis bir yelpazede degerlendirilmesi yapilmustir. Ozellikle ¢inko temelli
kompozit malzemelerinde, PHB, R - PLA ve PHB-V’nin ve metal tabanli biyomalzemelerin

birden fazla test yonteminde beklenen etkin sonuglar gozlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Biyomalzemeler, nanomalzemeler, antimikrobiyal aktivite

Bilim Kodu: 401.02.00
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

COMPARATIVE EXAMINATION OF IN VITRO METHODS TO EVALUATE THE
ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF BIOMATERIALS

Cagdas OZDEMIR

Zonguldak Biilent Ecevit University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Moleculer Biology

Thesis Advisor: Assist. Prof. Dr. Arzu EROL
September 2022, 85 pages

In recent years, there has been an increasing interest in the research and development of the
microbial activity of biomaterials. Microbial efficiency of biomaterials is a parameter that is
frequently evaluated. On the other hand, there are antimicrobial activity tests used to evaluate
microbial activity. Therefore, more attention should be paid to antimicrobial activity screening
and evaluation methods. Microbial activity tests should be selected according to the type of
biomaterial (metal, polymer, ceramic coating), chemical form (liquid, solid). In this study; It is
desired to make the necessary comparisons in order to choose the most suitable microbial
activity test according to the type and chemical form of the biomaterial. In the study, material
was used on metal (Titanium, zinc, iron), alloy (Ti6Al4V, iron manganese), polymer
(polymethylmethacrylate, polyhydroxy butyrate, Polycaprolactone, polylactic acid), Ceramic
(Hydroxyapatite, titanium dioxide, zinc oxide) and composite (Zincotitanium oxide) materials
gram-positive; Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus faecalis, gram-negative; Using Escherichia coli, Klebsiella pneumonae,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi and the fungus Candida albican, 1-Diffusion



ABSTRACT (continued)

methods (Agar disc diffusion method, 2- Antimicrobial gradient method (Etest), 3- Serial
dilution, 4-Time killing test (time) killing curve), 5- A detailed evaluation was made about the
advantages and limitations of microbial activity tests for the plaque counting method methods.
As a result of this evaluation, the advantage and disadvantage of the antimicrobial activity
methods were determined among themselves and for the method. As a result of establishing a
correlation, a wide range of evaluation of the properties of the materials for suitability for tests
was made.Expected effective results were observed in more than one test method of especially

zinc-based composite materials, PHB, R - PLA and PHB-V, and metal-based biomaterials.

Keywords: Biomaterials, nanomaterials, antimicrobial activity

Science Code: 401.02.00
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

SIMGELER
A Absorbans
°C Sicaklik
C 1 ml’deki hiicre sayisi

£ Imililitrelik kiivet birimi-yol uzunlugu

€ Ekstinksyon katsayisi
KISALTMALAR

A Absorbans

ATP Adenozin TriFosfat

B.S Bacillus Subtilis

CA Canida Albicans

CFU Koloni Formasyon Birimi

C-PLA Cagill Polilaktikasit

E. coli Escherichia coli

E.F Enterococcus Faecalis

FE Demir

HA Hidroksiapatit

g Gram

I Litre

K.P Ksibella Pneumaniae

P.A Psuedomanas Augreniosa

PCL Polikaprolakton

PHB Polihidroksibiitirat

Xvii



PHB-V
PHB-PLA
PMMA
S.A

S.E

S.T
STEM
TSA
TSB
Ml

Mn
M-HA
N-HA

Nm

R-PLA
Sn

ul

UV

Ti

TiO
TiO:
Ti6Al4V
Zn

Zn0O

SIMGELER VE KISALTMALAR (devam ediyor)

Polihidroksivalorat
Polihidroksibiitirat-Polilaktikasit
Polimetilmetakrilat
Staphylococcus Aureus
Staphylococcus Epidermidis
Salmonella Typirium

Taramal1 Gegirimli Elektron Mikroskobu
TripticSoyAgar
TripticSoyBroth

Mililitre

Mangan

Mikro Hidroksiapatit

Nano Hidroksiapatit

Nanometre

Oksijen

Resinex Polilaktikasit

Saniye

Mikrolitre

Ultraviole

Titanyum

Titanyum oksit

Titanyumdioksit
Titanyum6Aliminyum4Vanadyum
Cinko

Cinko oksit

XViil






BOLUM I

GIRIS

“Etrafimiz malzemelerle ¢evrili; gordiigiimiiz ve dokundugumuz her seye oziinii veren
malzemedir. Tiirtimiiz - homo sapiens - diger tiirlerden belki de en ¢ok tasarlama,
malzemelerden seyler iiretme ve digsal formlarimin otesinde anlamlar atfedebilme
becerisiyle ayriliyor’ Mike Ashby’ (Mike ve Kara 2002)

1.1 MALZEME TANIMI

En uygun tanim olarak malzeme giinlimiiz zamaninda en genis perspektifte miihendislik,
mimarlik alanlarinda, sanatin icra edildigi her tiirlii ¢alismalarda, tasarimda iiriinii meydana
getiren veya bu fikrin hayata gegmesine katkis1 olan nesne olarak tanimlanabilir. Insanlik i¢in
malzeme ilk caglardan gelerek insan yasaminin gelismesi ve ilerlemesine katkisi géz ardi
edilemeyecek derecede fazla olan nesneler biitiiniidiir. Ik zamanlarda bir islem yapilmaksizin
dogal ve saf olarak kullanilmaktayken, insan ihtiyaglarinin artmasi ve ilerlemesi etkin bigimde
hizlanan teknolojiyle birlikte giin gegtikge yapisal ve fiziksel 6zellikleri agisindan bir amag ve
bir hizmet i¢in iiretilmeye, hatta degisiklikler gostererek yeni tasarlamalar bile yapilmaya

baslamistir (S6nmez 2009).

1.2 BiIYOMALZEMELERIN TANIMI VE TARIHCESI

Tedavi ya da teshis amaciyla kullanilan kan ve doku sivilar1 dahil olmak {izere viicut
icerisindeki sivilar ile entegre ve temas halinde olan yapay dokularda veyahut islevsel
organlardaki hiicrelere yapisal islev bazinda destek saglayan, canliya herhangi bir olumsuz
etkide bulunmayan dogal veya sentetik madde ve karigimlara biyomalzeme denir
(Giimiisderelioglu 2002). Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii’niin kabul gordiigii tanimlama ise;
insanda ya da hayvanda bir hastalig1 teshis, tedavi, yatistirma veya onleme amacli, canl

viicudundaki herhangi bir fonksiyonu ya da yap1y1 degistirme amagli, birincil amacina kimyasal



yolla veya metabolize olarak ulasmayan bir alet, diizenek, makina, donanim veya icat olarak
viicuda konulan madde, in vitro reaktif, veya benzeri {iriin olarak tanimlanir (Ezgi 2014; Fratzi

2007)

Biyomalzemelerin yapisina, tiirline ve kullanim alanina bagli olarak ¢esitli siniflandirilmalar
yapmak miimkiindiir. Bu siniflandirma ile ilgili detayli bilgiler boliim 2.4 ‘de yer almaktadir.
Biyolojik olan yapilar teknolojik gelismenin oldugu her zaman diliminde mimari agidan
mithendislik ve malzeme bilimindeki meydana gelebilecek teknik agidan zorluklara ¢oziim
olmasi ile her daim ilham kaynagi olmustur (Fratzi 2007). Bilimsel anlamda c¢ok da eski
olmayan bir kavram olmasina ragmen, uygulama alaninda kullanilan biyomalzemeleri
ogrenmek i¢in tarihte epeyce bir geriye bakis atmak gerekmektedir (Yetim 2009). Tarihteki ilk
ornekleri Misir ve Romalilarda gormekteyiz. Misir mumyalarinda bulunan yapay géz, burun ve
disler bunun en glizel kanitlarindan birkagidir (Kel 2012). Romalilarda ise fildisinden ve

altindan iiretim saglanarak kafatasindaki hasar onarimlar1 yapilmaya c¢alisilmistir (Ezgi 2014).

Glinlimiizde ise basta bilim dallarinin en ¢ok calisma yapilan alanlari olan tip, mithendislik ve
eczacilik olmak tizere oldukca ¢esitli bilim dallarinda kullanilan biyomalzemelerin, etken
madde salmim sistemleri, biyogipler, hiicre yenilemesi ve hiicre transplantasyonunda
uygulanislart gibi bircok farkli c¢aligmalar yiiriitiilmektedir (Giimiisderelioglu 2002).
Biyomalzemeler yalnmizca implant olarak degil, ekstra korporeal cihazlarda (viicut disina
yerlestirilen ama viicutla etkilesim halindeki cihazlar) diyaliz cihazlar1 gibi, ¢esitli eczacilik
iirlinlerinde, teshis kitlerinde de yaygin olarak kullanilmakta olup, glinlimiizde, yiizlerce firma

tarafindan ¢ok sayida biyomalzeme iiretilmektedir (Kel 2012).

Tarihsel siire¢ ve giliniimiizdeki calismalar baz alindiginda, biyomalzemelerin tarihini alt
siniflara ayiracak olursak; Tarih 6ncesi donemi, cerrahi bulus asamalar1, miithendislik dénemi
ve modern yaklasimlar olarak kategorize etmek uygun bir tanimlama olacaktir.

Biyomalzemelerin 6zet halinde, yakin tarihindeki gelismeleri Cizelge 1.1°de gosterilmektedir.



Cizelge 1.1Biyomalzemelerin Kisa Tarihgesi

Yillar Kullamim Alanlar

18.19. y¥ Kiriklari sabitlemek amaci ile ¢egitli metal ve ¢ivilerin kullanimi (Fe, Au, Pt,
Ag)

1893-1912 Celik vida ve plakalarin kullanimi

1909 Piring, Al, Ag ve Cu plakalarmm kullanimi

1912 Biyomedikal uygulama alaninda ilk alasmm (vanadium g¢eligi)
1938 Tk kalca kemigi degistirilmesi ve ilk metal protez

1946 Tlk kalga kemigi protezi ve il plastik yap1 eklemlerde kullanild:
1940°1ar Komea degistirilmesi i¢in Akrilik

1952 Paragiit kumagindan ilk kan daman

1954 Nanopartikiillerin ortaya ¢ikmas

1960 Kalp kapakgik degisimi yapilmasi

1970°ler {1k deneysel kalp nakli,

1990’1ar Igerisinde biomineral olusturan kemik protezler
2000'Ter Doku mithendisligi ¢aligmalan
2000°1er Nanomalzemeler ile multidisipliner ¢aligmalar

Biyomalzemelerden kaynaklanan halen ¢oziime kavusturulamamis problemlerde mevcuttur.
Bu problemlerin asilmasinda tip ve miihendislik bilimlerinden kdken alan doku miihendisligi
ve gen tedavisi gibi calismalar iyi bir alternatif ¢6ziim olarak goriilmektedir. Bu noktada
ozellikle nanoteknolojideki ¢alismalarla dogrudan iliskili olarak hatadan ya da kullanimindan
kaynaklanan sorunlarin ortadan kaldirildigi yeni kusursuz biyomalzemelerin iiretilip,

gelistirilip yayginlastirilarak kullanilmasi hedeflenmistir (Kel 2012).

1.3 BIYOMALZEMELERDE OLMASI GEREKEN OZELLIKLER

Biyomalzemeler koken aldiklari maddeye gore, meydana getirilis yontemlerine gore
aktarildiklar1 viicut ile uyum iliskilerinde ¢esitlilik gdsterir ve bu durum ile baglantili olarak
biyomalzemelerin uzun vadede islevini korumasi Onemli bir etkendir (Kel 2012).
Biyomalzemelerin taniminda yer alan ‘tedavi ya da teshis amaciyla kullanilan kan ve doku
stvilar dahil olmak {izere viicut icerisindeki sivilar ile entegre ve temas halinde olan’ ifadesi

g6z ontinde tutularak bu tiir malzemelerin herhangi bir toksik etki veyahut alerji gibi organizma



bazinda viicutsal tepki ¢ekecek durumlara yol agmamalidir. Ayrica biyomalzemeler kesikli
veya siirekli bir bicimde viicut sivilari ile temas halinde olup mekanik tepki veya yliklemelere
maruz kalabilirler ve bu tepkiler ile karsilagildiginda, kimyasal veya 1s1l dayanima, itme, kirtlma
ve ¢ekme mukavemeti gibi ¢esitli 6zelliklere sahip olunmasi gerekmektedir (Ezgi 2014)
Biyomalzemeler beklenen o6zellikleri, istenilen verimi ve viicutta kullanimini saglayan veya
kolaylastiran bazi 6zellikleri barindirmasi gerektirmektedir. Bu 6zellikler; Sekil 1.1 ‘de sirali

bir sekilde goriilmektedir.

BiYOUYUMLULUK

KOROZYON DIiRENCI

BiYOMALZEMELER BiYOAKTIVITE

ASINMA DIRENCI

OSSEOINTEGRASYON

J

Sekil 1.1Biyomalzemelerde bulunmasi gereken 6zellikler
1.3.1 Biyouyumluluk

Biyomalzemelerin biyolojik olarak performansindan bahsetmek i¢in biyomalzeme ve
biyouyumluluk tanimlamalarin1 bir arada kullanmak gerekmektedir ve buna istinaden
biyouyumluluk; uygulama esnasinda kullanilan malzemenin viicudun sistemine aykiri1 olmayan
cevaplar verebilmedeki basarisidir (Glimiigderelioglu 2002). Biyouyumlu olmast bir
biyomalzemenin en temel 6zelligi denilebilmesinin asil sebebi, viicut ve viicut metabolizmasi
ile uyum icerisinde olup, ¢evresinde ve kendisini saran dokularda piht1 olusturma gibi normal
karsilanmayan bir tepkiye yol agmamasidir (Pasinli ve Aksoy 2010). Biyouyumluluk
ozelliginin yani sira, kullanilan malzemelerin in vivo durumlarinda ¢esitli yollarla herhangi bir
toksik yan iirlin olusumuna sebep olmayacak sekilde, biyobozunur yapiya sahip olmasi
beklenmektedir (Yiiksel 2014). Buna karsin gosterilen tepki toksik olmaz ise biyomalzemeler

biyoinert veya biyoaktif diye bilinmektedir (Bulut 2014).



Biitlin bu esaslar géz Oniine alindiginda bir malzemenin biyouyumlu olarak adlandirilmasi;
canlt bir organizma iizerinde yapilan test asamalar1 sonunda enfeksiyon, deri enfeksiyonu,
hassaslagma durumu, karsinojenite ya da biyolojik acidan bozunma gibi parametreler

incelenmesi ile olur (Anderson ve Shive 2012).
1.3.2 Korozyon Direnci

Korozyon, hidroksit ve oksijen gibi diger bilesiklerin ortaya ¢ikmasi icin metal ve metal
alagimlarinin ayrigmasi, asinmasi ve bunu takiben zarar gormesi diye Ozetlenebilir. Metalik
ozellik de ki biyomalzemeler saglik ve medikal alanindaki ¢alismalarinda insan viicudundaki
en ¢ok kullanim alani olan malzeme tiirtidiir. Biyomalzeme olarak kullanilan malzemelerden
sadece metal olan tiirlerine 6zgii bir olusum olan korozyonun, bu tiir biyomalzemelerin
kullanildig1 calismalarda daha detayli arastirilmasini beraberinde getirmektedir. Mekanik
amagla kullanilan biyomalzemelerin korozyon olayr ilk metal maddelerin cerrahi
operasyonlarda kullanilmasi ile giindeme getirilip lizerinde ¢alismalar yapilmistir (Yilmaz

2019).

Biyomalzeme amagh kullanilan metal yapili maddeler, insan viicudunda bulunan su, ¢6ziiniir
durumdaki oksijen veya hidroksit ve kloriir gibi farkli yapidaki iyonlarin fazlasiyla asindirici
bir ortam haline doniistiigii bilinmektedir. Korozyondan dolay1 olusan bu durum, kullanilan
metal biyomalzemelerin dayanim giiciinde bir azalma meydana getirir ve bu durum metal
yapida olan bilesiklerin hiicrelere zarar vermesine yol agmaktadir (Oztiirk 2020). Korozyon
direnci ve biyouyumluluk arasinda etkili bir oran vardir ve bu oranda korozyon direncinin
yiiksek tutulmasi dogrudan biyouyumluluk derecesini pozitif olarak etkiler (Yilmaz 2019).
Bahsedilen bu korozyon direncinden dolay1, biyomalzemelerde metal ve alagim tiirleri olarak
iki farkli tiirde malzeme kullanilmakta olup, 6rnegin: metal yapida kullanilan biyomalzemeler;
altin, platin, glimiis gibi soy metal yapilarken diger grup ise viicutta korozyon olusumunu
onlemenin en etkin rolii olan, mekanik malzemeler lizerinde oksit bir tabaka olusturan titanyum
(Ti), kobalt-krom (Co-Cr) ve ¢elik alagimlar1 gibi kompleks yapilardir. Ciinkii metalik yapida
olan biyomalzemelerin ylizey kisminda oksit bir tabaka meydana getirmesi, yiizeyin korozyana
kars1 kinetik olarak direncli bir yap1 olmasin1 saglar (Bulut 2014; Yilmaz, Demiréren, ve Avci
2019; Yiiksel 2014). Sonug¢ olarak kesinlikle viicuda uygulanacak olan bu malzemelerin
olusacak olan korozyona en ufak bir olanak taninmayacak sekilde iiretilmesi, gerekli
malzemelerin uygun tasarimda kullanilmasi ve iiretiminden itibaren klinik olarak deneylerde

bu tepkime durumlarinin test edilerek incelenmesi gerekmektedir.



1.3.3 Biyoaktivite

Biyoaktivite, kullanildig1 biyolojik tabanli yap1 ile biyomalzemeler arasinda negatif bir uyum
olmamasi temeline dayanan ve biyoaktif 6zelligi olan malzemelerin, in vitro (viicut igi)
ortamlarda yerlestirildigi doku ile arasindaki biyolojik ve kimyasal olarak uyum olmas1 olarak
ifade edilir (Yilmaz 2019). Biyoaktivite 6zelligine sahip malzemelerin, biyolojik acidan bir
tepkime olusturarak yerlestirildigi viicut dokusu ile malzemenin birbirlerine baglanmasini
saglama 6zelligi mevcuttur. Ornegin biyoaktivite durumunda, kemigin kimyasal olarak yapist
ile benzerligi olan biyolojik bakimdan aktif olan bir HCA (Hidroksikarbonat apatit) katmaninin
olusmalaridir (Kouyate vd. 2013)

Yapiskanlik 6zelligi olmasindan kaynakli biyoaktif malzemelerin farkliligi ya da bir diger
deyisle biyoinertlerden farkli kismi implant olarak kullanildiginda doku ile arasindaki yiiksek
bag olusturma kapasitesidir (Bulut 2014). Biyoaktif malzemeler kullanim alan1, kullanim sekli
gibi arastirilmasi gereken durumlardan once biyoaktif 6zelligin incelenmesi gerekir. Bu
ozelligin ise test edilebilmesi icin yapay bir sekilde laboratuvar ortaminda (in vitro)

olusturulmus viicut sivisi (Simulated Body Fluid-SBF) kullanilmaktadir (Ezgi 2014).

Biyoaktif olan malzemelerin cesitli islevsel 0Ozelliklere sahip olmasi beklenir ve bu

ozelliklerden en dikkat edilmesi gerekilenler:

e Entegre edildigi viicudu aktif bir sekilde iyilesmeye gotiirmek,

e Biyoaktif yapidaki molekiillerin, organlarin islevlerinin geri kazanilmasi hedef
belirlenerek salinimini gercgeklestirilmesi,

e Hiicre yayilmasini desteklemek,

e Etki etmesi beklenen dokunun yenilenmesine olanak saglamak (Y1ilmaz 2019).
1.3.4 Asima Direnci

Malzeme yiizey kisimlarindan, iki farkli malzemenin temas etmesinden kaynaklanan siirtiinme
ile ufak parcalarin ayrilmasina asinma denilmektedir. Neredeyse biitiin biyomalzemelerde
olusabilecek eylemler sonucunda meydana gelebilmektedir. Kal¢a protezi operasyonundan
sonraki hareket asamalarindan kaynakli hem kemik dokusunda hem de yerlestirilen protez
yapili malzemenin aginima ugramis oldugu gozlendikten sonra bu asinma durumuna karsi
diren¢ kazandirilacak bir yontem gelistirilmistir. Metal yapili biyomalzemelerin yiizey

kisimlarina bioinert yapili seramik kaplama yaparak kullanilmaya baglanilmistir (Yilmaz



2019). Ciinkii asinan metal yapili alagimlar, entegre edildigi viicut agisindan, 6rnegin nikel gibi

zarar1 olan metal iyonlarini salabilirler (Demirkol 2013).
1.3.5 Osseointegrasyon

Biyomalzeme ile canli kemik arasinda dolayli olmadan direk temaslara osseointegrasyon
denilir. Kemik ve biyomalzeme ara bdoliimiinii kapsayan alanda lif doku bulunmaksizin,
yerlestirilen biyomalzeme etrafinda sabit bigimde kemik dokusu olusumu seklinde ifade edilir.
Biyomalzeme alaninda Titanyum ve alagimlarinin yogunlugunun diisiik olmasina karsin sahip
olduklar1 1yi biyouyumluluk, yiliksek derece mukavemet ve kirilma toklugundan dental ve
ortopedik implantlar olarak yaygin bicimde kullanilmaktadir. Kullanilan bu yapilarin kemige
baglanmalar1 dogrudan olsa da baglandiklar1 kemigin dokusu ile kimyasal bakimdan herhangi

bir bag olusturmazlar (Breme, Eisenbarth ve Biehl 2003; Sap, Sap, ve Kirik 2019).

1.4 BIYOMALZEMELERIN SINIFLANDIRILMASI

Biyomalzemeler malzeme tiirline, yapilarina ve kullanim alanlarina gore gesitli kategorizede
smiflandirilabilirler. Biyomalzemeler, malzeme tiiri baz alinarak Sekil 1.2° de

siiflandirilmistir (Y1lmaz vd. 2019).

Biyomalzemeler
Yapay Biyomalzemeler Dogal
‘//\\. Biyomalzemeler
Seramikler Polimerler Metlallel‘ Kompozitler l

* ALO; ® Biyobozuur o Paslanmaz celikler @ Seramik o Kalojen
. Z[_E)w' o Biyokararl ¢ CoCr alagimlar anafazh o Kitin
. .“0; o Ti alagumlari ® Metalik ® Elastin
08 . gemall 1{1e.talle]1; anafazli o Ve dig.
stilfatlar }:d L L
e Apatitler =

Sekil 1.2 Biyomalzemelerin malzeme tiiriine gére siniflandiriimast.

Farkli bir siniflandirma da biyomalzemelerin uygulama alan1 géz oniine alinarak; sert doku
yerine uygulanacak ya da yumusak doku yerine uygulanacak olmak {izere biyomalzemeleri iki
smifta incelemekte dogru bir aymrmm olacaktir. Ornegin Ortopedik ve dis uygulamalarinda

kullanilan metal veya seramik tabanli olan protezler sert doku yerine kullanilan



biyomalzemelerden olabilirken, polimer tabanli olan biyomalzemeler ¢esitli plastik cerrahisi
islemlerinde kullanilmaktadir (Yetim 2009). Biyomalzemelerin 6n bir izlenim ile 6zelliklerinin

karsilastirilmasi Cizelge 1.2 de gosterilmektedir (Park ve Lakes 2007).

Cizelge 1.2 Canl1 viicudunda kullanilan biyomalzeme tiirleri ve 6zellikleri.

Biyomalzemeler Avantaj Dezavantaj Ornek Kullanim
Polimerler Esnek ve Kolay Giigsiiz bir yap1 zamanla Dikisler, yumusak doku
iiretilebilir deforme olabilme ve damarlan ve kalca
bozulabilme protezleri
Metaller Dayanikli ve Paslanabilme ve iiretim Kemik plakalari,
Bigimlendirilebilir zorlugu vidalar, dis koki
implantlar
Seramikler Yitksek Kirilgan yapi olabilme, esnek Dis ve Ortopedik
biyouyumluluk olmama ve zayif gerilme implantlar
kuvveti
Kompozitler Giiglii ve uygun Uretim zorlugu Kemik ¢imentosu ve
tasarim dis reginesi

1.4.1 Metalik Biyomalzemeler

Insan viicudunda Kullanim amaciyla iiretilen ilk metal ‘Vanadyum Celigi’ cesitli kiriklarda
plaka ve vida islevi i¢in kullanilmistir. Yapilariin kristal olmasi ve giiclii metalik baglarin
bulunmasi mekanik olarak iistiin 6zelliklerden dolayr metal ve alagimlarinin kullanilan
biyomalzeme alanlarindaki payr biiyiiktiir. Metal malzemeler biyolojik alanda bozunuma
ugramamasi i¢in korrozyon direncinde giiclii bir yapiya sahip olmak ve herhangi bir toksik etki
olugmamasi i¢in biyouyumluluk gibi istenilen ilave 6zellikleri katmak amaciyla biyomalzeme

uygulamalarinda kullanilmak istenmistir (Breme vd. 2003; Demirkol 2013).

Metalik biyomalzemeler uygulama alanlarina 6zgii metal ve metal alagim tiirlerine gére dort

ana baglik altinda toplanabilirler;

e CoCr alagimlar: (DIN/ISO 5832-4),

e Paslanmaz Celikler (AISI 316L),

e CP-titanyum (DIN/ISO5832-2) ve titanyum alagimlar1 (DIN/ISO 5832-3),
e CP-niobyum ve CP tantalyum (Meral 2013; Yilmaz vd. 2019).

Gilinlimiiz teknolojisi ile en ¢ok kullanilan metal yapili biyomalzemeler ise, paslanmaz gelikler,

titanyum, kobalt ve bunlarin alagim tiirleridir (Yetim 2009). Cizelge 1.3’ de metalik implant ve



protez olarak da kullanilan bu malzemelerin karsilastirilmali 6zellikleri gosterilmektedir (Long

ve Rack 1998).

Cizelge 1.3 Metalik yapidaki biyomalzemelerin karsilagtirilmali 6zellikleri Ti-6Al-4V.

Paslanmaz Celikler Kobalt Alasimlar Titanyum Alagimlar:

Diiglik Maliyet, Asinma Direnci, Biyouyumluluk,
Avantajlan Kolay Temin Korozyon Direnci Agmma Direnci,
Edilebilme ve ve Yorulma Dayanimi ve

Uygun Kullanilabilirlik ~ Yorulma Dayamimi  Diisiik Elastisite Modiil

Uzun Siireli Kullanima Diistik Giigsiiz Aginma Direnci ve
Dezavantajlari Yatkin Olmama ve Biyouyumluluk ve  Diigiikk Kesme Mukavemet
Yiiksek Elastisite Yiiksek Elastisite
Modiil Modiil
Vidalar, Kalga Dis implantlan ve Kalp Pilleri, Kalga ve Diz
Kullanim protezleri ve Kalga Protezleri Protezleri ve
Alanlan Plakalar Plakalar

Aslinda esansiyel olmayan bir element olmakla birlikte titanyum yapis1 geregince hafif, iistiin
biyouyumluluk 6zelligi ve dayanikli yapisindan dolay1 implantasyon siireci ve sonrasinda gerek
duyulan tiim gereksinimleri kendiliginden karsilayan metalik bir biyomalzemedir. Titanyum ve
titanyum temelli alagimlar, diisiik yogunluga ve biyouyumluluklarmma ek olarak o6zellik
bakimindan gelistirilmis mekanik tasarimi sayesinde basta tip ve enerji gibi ¢esitli endiistrilerde
yaygin sekilde kullanimi mevcuttur. Gliniimiizde biyomedikal agisindan kullanimi aktif olarak
devam eden titanyum ve titanyum alasimlarindan ilk tercih edilenleri saf titanyum ile beraber

Ti-6Al-4Valasimidir (Geetha vd. 2009; Siddiqi vd. 2011).

Bilinen {istiin Ozellikleri ve temel yapisindan dolayr titanyum ve titanyum alasimlari
biyomalzeme olarak dis implantlar1 cesitli eklem protezleri veya yapay kemik uygularimda
kullanilmasi agisindan ilk akla gelen malzeme tiiriidiir (Hench ve Wilson 1984; Radenkovi¢ ve

Petkovi¢ 2017).
1.4.1.1 Demir (Fe)

Demirin bilesen olarak enzimlerin vazgecilmez unsurlarindan bir olmasindan kaynaklanan,
demir bazli alagimlarin biyoemilir 6zellik ac¢isindan kullanima uygun elverisli biyomalzemeler
ortaya c¢ikarigtir. Fe tabanli biyomalzemelerin diger biyomalzemeler ile kiyaslandiginda
ozellikle Mg tabanli biyomalzemelere gore yaygin olarak kullanimi mevcut olan paslanmaz
celige daha yakin mekanik 6zellikler gosterir. Biyobozunur 6zellikteki tarihteki ilk metal bazli

stent demirden {iretilmistir. Biyomalzeme eldesin de, alagimlama yapilacagi zaman cesitli



malzemeler ile bir araya getirildiginde yapisal durumundan dolay1 genellikle ilk tercihler

arasinda yer almaktadir (Kili¢ 2021; Ormiston ve Serruys 2009)

Biyomalzeme olarak saf demirin kullanilmasinin olumlu yanlarinin yani sira olumsuz yanlari
da oldugu i¢in 6rnegin: tibbi goriintiileme cihazlari ile uyumlulugu ters oranda etki gostermesi
veya saf demir stentlerinin ¢ogu tibbi operasyonun ardindan bir yil siiresince bozulmaya tabi
olmadan kan damarlarinda kalabilmistir ve bu durum uzun vadede viicutta farkli reaksiyonlara
sebep olabilecegi 6n goriilmekle birlikte ¢esitli metal esasli kompozit ve alasim malzemelerinde

siklikla yapisal 6zellikleri i¢in katki malzemesi olarak kullanilmaktadir (Kilig 2021).
1.4.1.2 Cinko (Zn)

Yapisal ozellik bakimindan kendiliginden antimikrobiyal bir 6zellige sahiptir. Cok cesitli
alasimlama ve kompozit biyomalzemelerin yapimimin bolim 1.7°de belirtildigi {izere
biyomalzemelerin antimikrobiyal aktivite kazandirilmasi ag¢isindan yapilan katkilama

malzemelerinin basinda ¢inko yer almaktadir.

Farklt malzeme gruplar ile bir araya getirildiginde Zn’nin elverigli bir biyomalzeme olarak
kullanilmasin1 destekleyen mekanik &zelliklerinin de gelistirilmesi s6z konusudur. Ornegin
magnezyumun (Mg) kemik biiylimesi tizerindeki etkilerinden faydalanarak ve Mg elementinin
esasinda kanserojen olmadigir da kabul edildigi i¢in ¢inkonun zayif mekanik 6zelliklerinin
gelistirilmesi lizerine yapilan ¢alismalar mevcuttur (Kilig 2021; Kubasek ve Vojtéch 2012; Xu
vd. 2007).

1.4.1.3 Demir Mangan Cinko (Fe-Mn-Zn)

Ust basliklarda bahsedilen saf metaller ile mangan sirasi ile katkilanarak hem Fe’nin yapis1 hem
Zn’nin antibakteriyel 6zelligi kullanilarak mekanik 06zelliklerinde gelistirilmesi iizerine

kullanima her konuda elverisli oldugu tespit edilmistir (Kilig 2021).
1.4.2 Polimerik Biyomalzemeler

Polimer ufak boyutlarda tekrarlanabilen alt birimlerin bir araya gelerek olusturdugu uzun yapili
zincir motiflerine denir ve tekrarlar1 olusturan bu yapilara mer adi verilir. Sentez s6z konusu
oldugunda ise kullanilan molekiil agirligi bakimindan kiigiik olan yapilara monomer olarak
adlandirilir. Bu molekiiller bir araya gelip diiz zincir olusturabilecegi gibi zincir haldeki yapilar
birbirleri ile bag yaparak ii¢ boyutta agis1 yapilar da olugturabilmektedir. Biyomalzeme se¢imi,
polimer yapilarinin 6zellikleri monomer birimlerinden ¢ok biiyiik farklilik gdsterdigi i¢in

hassas olarak yapilmalidir (Giimiisderelioglu 2002). Biyomalzeme olarak kullanilan bu
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biyopolimerler yap1 olarak elde edildigi yere gore dogal ve sentetik olmak {izere iki gruba
ayrilmaktadir. Canlilarin kendi organizmasi biinyesinde meydana getirdigi yapilar (6rnegin:
DNA, Seliiloz, kollojen) dogal polimer olurken, sentetik polimerler ise elastomerler ve

plastikler olmak tizere iki ¢esittedir (Y1lmaz vd. 2019).

Polimerik biyomalzemelerin metal seramik gibi biyomalzemelere nazaran kolayca
islenilebilirligi ve ekonomik agidan uygunlugu, dogal ve sentetik biyomalzemeleri bir arada
kullanarak fiziksel ya da kimyasal olarak genis perspektifte ozellikler tretilebilmesi gibi
kullanilabilirlik agisindan iistiin avantajlara sahiptir. Bunun yam sira strerilizasyonunun zor
olmas1 bilindik negatif 0Ozelliklerindendir. (Ezgi 2014). Polimerik biyomalzemelerin
kullanimda olmasi istenilen Ozelliklerin kolayca entegre edilip liretilmesi esasina dayanan

sentetik biyopolimerlere ¢esitli 6rnekler Cizelge 1.4° de verilmistir (Meral 2013).

Cizelge 1.4 Uretilen cesitli polimerik biyomalzemeler

Biyopolimerler Ozellikleri Kullanim Alanlari
Polietilen Dayaniminin ve kimyasal direncinin Kalga veya bilek protezleri ve
yilksek olmast, kolay islenilebilirligi sondalar
ve uygun fiyat
Polipropilen Su gecirgenliginin zay1f olmasi ve iyi Ameliyat ipi
bir seffaflik
Polimetilmetakrilat Optik dzellikler bulunmasi ve 1s1 ile Géz lensleri ve protezler
kolay sekillenme
Polikarbonat Kimyasal olarak inert olmasi, elektrik ~ Siringalar ve sert doku protezleri

yalitkanlifinin iyi olmasi ve yiiksek
sertlik, saydamhik

Polietilentereftalat | Cekme ve aginma direncinin iyi olmasi Damar protezleri, ameliyat ipi
ve saydamlik

Poliamit Kimyasal direncinin iyi olmasi ve Paketleme filmleri, diyaliz
mekanik dzelliklerin iyi olmasi cihazlar1 ve ameliyat ipi
Poliiiretan Asinma, sikisma ve kirilma direncinin Yapay kalp, dis malzemeleri ve
iyi olmasi kan pompalar
Silikon kauguk Kimyasal direncinin iyi olmasi ve Yanik tedavisindeki kopiikler,
termal kararhilifinin iyi olmasi lens ve membranlar
Polivinilkloriir Kimyasal ve aginma direncinin iyi Diyaliz cihaz pargalar, kan
olmasi, iyi kararlilik torbalari, sonda
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1.4.2.1 Polihidroksibiitirat (PHB)

Biyopalstikler ile ¢aligma ilgisi, PHB gibi {ist diizey biyoparcalanabilirlik, biyouyumlu olma ile
yenilebilir ve dogaya kars1 negatif bir etkisinin olmamasindan gelmektedir. Ayrica bu etkilerin
bir araya gelmesi ve polimer kimyasinda yapilan ¢alismalarda alinan pozitif sonuglar bu ilgiyi
iyiden iyiye artirmaktadir (Braunegg, Lefebvre, ve Genser 1998). Polimerik biyomalzemeler
arasinda biyobozunur 6zellige sahip olmalar1 dolayisiyla 6zellikle polimer matrisli biyogdziiniir
kompozit malzemelerinde iist siralardan tercih edilmektedirler (Demirkol 2013). Biyomalzeme
olarak yaygin kullanim alanlarindan bir tanesi de PHB’ nin ilag tasima sistemlerinde kullanilan
etken maddenin metabolizma igerisinde tutulma ve etki siiresinin uzatilmasi asamalarinda etken
madde ile kompozisyonunu igeren bilesiklerde 6nemli bir rolii bulunmaktadir (Yagmurlu vd.

1999; Yilmaz ve Beyatl1 2003).
1.4.2.2 Polilaktikasit (PLA)

Biyolojik olarak pargalanabilen polimerlerden bir digeri de PLA’dir. Cesitli ilag tagima
sistemlerinde yaygin olarak kullanilan PLA, sterokimyasal yapisinin biyolojik ve mekanik
ozelliklerinin modifiye edilmesi ile ¢esitli calismalarda yer alabilmektedir. En 6nemli
etkinliklerinden biri ise yer aldiklar1 bir kopolimerdeki oranlarinin degistirilmesi ile polimerin

biyolojik agidan degredasyonu iizerinde degisiklik yapilabilmesidir (Demir 2013).

1.4.2.3 Polihidroksibiitirat-Polilaktikasit (PHB-PLA)

Ozellik bakimindan birbirlerine benzeyen ve kopolimerle de ki oranlar1 degistiginde biyolojik
acidan degredasyonununda degismesine dikkat edilerek kopolimer igerisindeki oranlarinin
sirast ile diger polimerden yiiksek oldugu farkli calismalar gergeklestirilmistir (Arrieta vd.

2014).
1.4.2.4 Polimetilmetakrilat (PMMA)

Dogrusal yapida bulunan hidrofobik 6zellikli bir zincir polimerdir. Oda 1sisinda camst bir
formda bulunurken kararli yapisi, sertligi ve en onemlisi de 151k gecgirgenligi sayesinde sert
kontak lenslerin ve goz i¢i lens yapilarmin temelini olusturmaktadir. PoliHEMA) nin az
miktarda etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) ile ¢capraz baglanmasi sonucunda yumusak kontak
lensler olusturulmaktadir (Lewis 2001). Kemik ¢imentosu, kan pompasi ve haznesi, kan diyaliz
cihazi i¢cin membran gibi farkli kullanim alanlarinda yatkin bir polimerik biyomalzemedir

(Demirkol 2013).
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1.4.2.5 Polikaprolakton (PCL)

Biyolojik olarak par¢alanabilen ve implant olarak da kullanimin yaygin olan bir polyester grubu
polimerdir. Diger polyester muadillerine gore daha {istiin reolojik ve viskoleastik 6zellikleri
sayesinde implantlarda ve cihazlarda yer alan biyopolimerdir. Ornegin doku miihendisligi, tibbi
cihazlar ve ilag saliimlar1 gibi alanlarda siklikla kullanilmaktadir (Woodruff ve Hutmacher

2010).
1.4.2.6 Polihidroksibiitirat valerat (PHB-V)

Bakteriler tarafindan iiretilen ve dogal olarak pargalanabilen polihidroksialkonaoat tipi bir
polimerdir. PHBV, miikemmel biyouyumluluk, toksik olmama ve biyobozunurluk 6zelliklerine
sahip bir mikrobiyal biyopolimerdir. Yapilan caligmalar 1s18inda doku miihendisligi
uygulamalar1 icin gbdzenekli PHBV yap1 iskeleleri iiretmenin en Onemli yoOntemlerini

sunulmaktadir (Rivera-Briso ve Serrano-Aroca 2018).
1.4.3 Kompozit Biyomalzemeler

Kompozitler kimyasal bakimdan birbirlerinden farkli olan iki ya da daha fazla fazlarin homojen
bir sekilde dagilimi ile birliktelik olusturmasindan meydana gelen malzeme cesididir. Bu
kompozitlerin temel yap1 malzemelerinin bir tanesinin tek basina sahip olamadigi 6zelliklersi,
cesitli yapisal ve fiziksel ozellikleri olan yapilarin bir araya getirilmesi sonucu birden fazla
ozellikte etkin bir malzeme olusmasina olanak saglar. Ornegin kompozitler yiiksek dayanim
veya diisiik elastisite modiiliine yap1 olarak sahip oldugundan ortopedik ¢alismalarinda siklikla

kullanilmaktadir.

Kompozitler biinyesinde manyetik agidan herhangi bir 6zellik barindirmadigindan tomografi
gibi cesitli belirleyici sistemlere uygundur (Yetim 2009; Yilmaz vd. 2019). Kompozit

biyomalzemeler iskelet yap1 durumlarin goéz oniine alindiginda 3 baslikta incelenebilir:

e Metal matrisl biyomalzemeler: HA / titanyum
e Seramik matrisli biyomalzemeler: HA matrisli paslanmaz ¢elik katkili kompozitler

e Polimer matrisli biyomalzemeler: HA katkili polietilen matrisli kompozitler (Muhaffel

2010).

Bahsedilen bu kompozit yapidaki biyomalzemeler biyoaktif veya ¢oziinebilir olabildigi gibi

biyo-inert de olabilirler. Kompozit yapili malzemelerin biyolojik a¢idan aktiflikleri;

¢ Biyo-inert kompozitler (6rn. karbon/PEEK)
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e Biyo-aktif olan kompozitler (6rn. paslanmaz celik/biyocam, HA/Ti-6Al-4V)
e (oziinebilir =~ kompozitler =~ (6rn.  Trikalsiyum  fosfot/poli  laktik  asit,

TCP/polihidroksibiitirat) seklinde siniflandirabiliriz (Paital ve Dahotre 2009).

Kompozitler biyomalzeme tarzinda dental dolgu, gozenek yiizeyli ortopedik implantlar ve
kemik ¢imentosu olarak kullanim alanlaria sahiptir (Meral 2013). Kompozit malzemeler
cogunlukla matriks ve lif olarak en azami sekilde iki malzeme yapisindan olusur. Kiir diye
adlandirilabilecek bir ortam icerisine farkli farkl giiglendirici yapidaki ek malzeme tiirlerinin
bir araya getirilmesi ile meydana getirilen yap1 ‘bilesik ya da kompozit malzeme olarak
adlandirilir (Ulcay, Akyol, ve Gemci 2002). Cizelge 1.5’te kullanim alanina ve entegre edildigi

matrislere gore kompozit biyomalzeme 6rnekleri yer almaktadir (Ratner vd. 2013).

Cizelge 1.5 Kompozit yapidaki biyomalzemelerin kullanim yeri ve entegre edilen matrisler

Uygulama Alam Kullanilan Matris/Takviye
D1s sabitlestirici Epoksi regine/CF
Kemik kiriklarinda PLLA/HA, PEEK/CF, PMMA/CFPEEK/GF ve PP/CF
Omurga cerrahisi PSU/biyocam, PU/biyocam, PLLA/HA ve PEEK/CF
Kemik ¢cimentosu PMMA/UHMWPE ve kalsiyum fosfat/aramit fiberleri
Dental uygulamalar Bis-GMA/inorganik partikiiller ve PMMA/KF
Kalca protez saplar PEI/CF-GF ve PEEK/CF
Kemik yedekleri PE/HA pargaciklar
Kemik dolgular ve Nigasta/HA pargaciklar1 ve PLGA/HA
rejenerasyon
Tendonlar ve lifler Hidrojel/PET ve Poliolefin/UHMWPE

1.4.3.1 Titanyum Cinko Oksit (Ti-Zn-0O)

Kompozit malzeme biliminin temeli olan farkl tiirde ve yapidaki malzemelerin bir araya
getirilmesi ile yeni Ozellikteki bir malzemenin ortaya ¢ikmasini iiretilen TiZnO kompozit
biyomalzemesinde gérmekteyiz. Bolim 1.4.1.1 ve 1.4.1.3” de gordiigiimiiz gibi temelde farkli
tiirlere ait ve hem mekanik hem biyolojik agidan farkli 6zelliklerin bir araya gelmesi ile ortaya
yeni tip bir biyomalzeme ¢ikmistir. Titaanyum Cinkooksit kompozitinde mekanik 6zelliklerine

cesitli oranlarda Zn eklemesi yapilarak (%1, %3, %6, %9) aslinda var olmayan antimikrobiyal
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ozelligi olusturulan yeni biyomalzemeler kazandirmak hedeflenerek olusturulan yeni tip metal

matrisli biyokompozit malzeme tiretilmistir.
1.4.4 Seramik Biyomalzemeler

Metal olmayan ve inorganik bilesiklerin kullanilmasi ile elverigli ve pozitif etkisi olan yiiksek
sicakliga dayanikli iriin elde etme yontemine seramik bilimi denir. Viicudun herhangi bir
yerine veya o bolgede direng artmasina destek olacak olan seramik veya seramik
kompozitlerine, biyoseramik denilmektedir. Uretimlerinin zor olmasi gdzenekli yapida
olmalarina ragmen mekanik dayanimlari ve biyouyumluluklarinin iist diizey olmasindan dolay1
implant tedavilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyoseramiklerin kullaniminin etkin bir
sekilde olmasi i¢in; viicuda entegre edildigi donemden itibaren biyofonksiyonel olmali ve
(Meral 2013). Biyomalzeme uygulama alanlarinda yaygin olarak kullanilan seramiklerin
siniflandirilmast: Inert (tepkime vermeyen), biyoaktif, yar1 inert (reaktif), biyobozunur,
tepkimeye giren (asinir) seklinde yapilabilmektedir (Yilmaz 2019). Ornegin hidroksiapatit
(HA), yap1 olarak kimyasal ve fiziksel agidan kemik yapisi ile benzerlige sahip olmasindan
dolay1r agir yiiklerle karsilasan metalik implantlarin kaplanmasinda etkin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu kaplama sayesinde implantlar, metalik 6zellikteki implantlarin mekanik
acidan ozelliklerine sahipken seramik implantlarinda biyouyumluluk 6zelligini yansitmaktadir
(Muhaffel 2010). Giliniimiiz teknoloji ile biyomalzeme olarak kullanilmak i¢in gelistirilen ve

kullanilan biyoseramiklerin tiirleri, kullanim alanlar1 Cizelge 1.6’ de gosterilmektedir.

Cizelge 1.6 Biyoseramik tiirlerinin 6zellikleri

Biyoseramik Tiirii Kullanim Alanlari Malzeme Ornegi
Biyoaktif Vida, sterilizasyon cihazlar ve destek Zirkonya ve Aliimina
Biyoseramikler malzemeler
inert Vida, protez kaplamalar ve dolgu Hidroksiapatit ve Cam
Biyoseramikler malzemeleri seramikler
Biyobozunur Kemik travmalarinda veya Fosfat oksit, kalsiyum fosfat,
Biyoseramikler hastaliklarinda dolgu malzemesi ve ilag kalsiyum ve ¢inko
salinim sistemleri

1.4.4.1 Hidroksiapatit (HA)

Hidroksiapatit, viicutta yer alan sert dokularin baslica inorganik yapisini meydana getiren
kalsiyum fosfat esasli bir seramik olmakla birlikte hem biyouyumlulugu hem de biyoaktifligi

nedeniyle yapay kemik ve kemik dolgu maddesi olarak farkli protezlerin yapim isleminde, kirik
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kemiklerin tedavisinde, metalik biyomalzemelerin kaplanmasinda, ortopedik uygulamalarda,
fazla dayanim giiciine gerek olmayan kemik dolgu malzemesi uygulamalarinda, dis implantlari
veya kontrollii ila¢ salinim sistemleri tarzinda birden farkli alanda iist derecede yaygin olarak
kullanim1 mevcuttur. Biitiin bu kullanim 6zelliklerinin yan1 sira yiik tasiyan implant/protez
uygulamalarinda 6zellik olarak mekanik dayanimi diisiik seviyede oldugu i¢in bir kompozit
pargasi olarak ya da metal implant kaplama malzemesi olarak daha yaygin kullanimlara sahiptir
(Aydin ve Pasinli 2012; Bulut 2014; Ooi, Hamdi, ve Ramesh 2007; Orlovskii, Komlev, ve
Barinov 2002).

HA tretiminde atomlar arasi bosluklarin fazla ya da az olmasi yiizey hareketliligini ve ¢esitli
ozelliklerini etkileyebilmektedir. Bu sebepten dolayi ticari olarak hem nano formda hem de

partikiil boyutunda cesitli tiretilmis HA’lar mevcuttur.
1.4.4.2 Titanyum dioksit (TiOz)

Titanyum elementinin oksijen ile tepkimeye girmis formuna denir. Kompozit malzeme
tirlerinde seramik matrisli kompozit malzemelerin biiyiik bir cogunlugunda TiO> kullanilir.
TiO> 6zellikle metal yilizeylerin kaplanmasi ile 0 malzemede bulunmayan mekanik ve yapisal
ozellikleri kazandirma yetenegine sahiptir. Seramik biyomalzemelerde ZnO ile birlikte
kullanimin1 en ¢ok gordiigiimiiz kompozit birlesim malzemesi TiO2’dir (Mehmetalioglu vd.

2016; Pérez del Pino vd. 2004; Saygin Hinczewsk1 ve Tepehan 2009).

Titanyum dioksit kullanim alanlarinin cesitliligi ve yerleri gibi konularda, antimikrobiyal
ozelligi de kullanilmaktadir. Ornegin gida ile temas ve paketleme yiizeylerinde potansiyel
bakterisit ve mantar 6ldiiriicii uygulamalari olan toksik olmayan bir antimikrobiyaldir. Buna ek
olarak nanopartikiil seklinde tiretilen TiO>’nin antimikrobiyal 6zelligi kullanilarak yapilan

farkli ¢alismalar mevcuttur (Ahmed vd. 2020; Desai ve Kowshik 2009).
1.4.4.3 Cinko oksit (ZnO)

Cinko elementinin oksijen ile reaksiyonu sonucu olusmaktadir. Boliim 1.4.1.3’de anlatildig1
gibi 6zellikle yapisinda bulundurdugu antibakteriyal etkinin belirlenmesi ile beraber seramik
ozelliklerini kompozit malzemelerde etkin bir sekilde kullanilmasi bir¢ok arastirmaci

tarafindan tercih edilmektedir (B vd. 2020; Jones vd. 2008; Siddiqi vd. 2011).
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1.5 NANOTEKNOLOJi VE NANOMALZEMELER

“Nanoteknolojinin etkilemeyecegi bir endiistri kolunu diisiinebilmek neredeyse

imkdnsiz. David Bishop, Bell Laboratuvarlari, Lucent Technologies (Bozkaya 2013).

Nanoteknoloji gerek teknolojik bakimdan gelisimi gerekse yeni spesifik ¢aligma alanlari
olusturmasi bakimindan etkili bir disiplindir. Yasadigimiz donemin eski caglar ile
bagdastiracak olursak yeni ‘sanayi devremi’ olarak nitelendirilebilir. Kelime bazinda nano
tanimi1, fiziksel olarak herhangi bir biiyiikligin 1 ile 100 nanometre Olciitlerindeki
davraniglarinin farkina varilip lizerinde ¢alisma bilimidir. Bu {izerinde ¢alisilan konular koklii

degisiklere ve yeniliklere onciiliikk etmektedir (Allholf 2009).

Nanoteknolojinin temelini nanomalzemeler olusturmaktadir. Nanoteknolojide boyutlar
kiiciildiikge yani nanoboyutlarda cesitli kuantum etkileri kendini gdstermeye basladiginda
meydana getirilen malzemenin 6zelliklerinde, ayn1 malzemenin biiyiik boyutlarinda gosterdigi
ozelliklerden farkli 6zellikler goriilmektedir. Bu derece ufak boyutlardaki malzemelerde
dayanim artisi, 1s1 iletmedeki ¢esitli 6zelliklerde artma, hafif yap1 ve esneklik gibi ¢ok sayida

ozellik gosterilebilmektedir.

Nanoboyutlarda metal, seramik, polimer ve kompozit olarak smiflandirilan malzemelerin,
nanomalzeme caligmalarinda etkin sekilde kullanilmasi yaygin olarak goriilmektedir.
Nanomalzemelerin 6zellik bakimindan temel farki, reaktiflik ve dayanim gibi malzeme tiirline
Ozgii Ozelliklerin artis veya azalisini etkileyen bagil yiizey alani ve kuantum etkisidir

(Leydecker 2008; Yilmaz 2014).

Siradan malzemeler, nano Olgege indirgendiginde, genellikle olaganiistii gii¢, kimyasal
reaktivite, elektrik iletkenligi, siiperparamanyetik davranig ve ayn1 malzemenin mikro veya
makro Olcekte bulunmayan diger 6zellikleri gibi yeni ve Ongoriillemeyen ozellikler sergiler

(Benelmekki 2015).

Nanoteknolojinin gelismesiyle ¢ok sayida nano yapili malzeme olusturulmustur. Nano-
pargacik genellikle nano-biyomalzemenin merkez yapisint olusturur. Molekiiler dizayn igin
uygun bir ylizey olarak kullanilabilir ve inorganik ya da polimerik malzemelerden olusabilir.

Ayrica nano-vezikiil seklinde bir membran veya bir tabaka ile gevrili de olabilir (Salata 2004).
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1.6 ANTIMIKROBIYAL MADDE TANIMI VE MADDENIN ETKINLIGINi
BELIRLEYEN FAKTORLER

Antimikrobiyal madde: Bakteriler, mayalar veya kiifler gibi mikroorganizmalari dldiiren ya da
gelismesini  baskilayan/azaltan maddeleri tanimlamak i¢in kullanilir. Dezenfektanlar,
antibiyotikler ve tabii antimikrobiyal katkilar gibi bir¢ok madde antimikrobiyal olarak
tanimlanir (Temiz 2000).

Giimiis Iyon, Bakir, Cinko ve Organik teknoloji temelli baslica dort ana tiir antimikrobiyal katk1
bulunmaktadir. Cizelge 1.7 de var olan antimikrobiyal katki tiirleri gosterilmektedir (Biocote

2010).

Cizelge 1.7 Antimikrobiyal katki tiirleri

Antimikrobiyal Katki Ozellikleri
Giimiis iyon Boyalar, polimerler, kaplamalar, tekstiller ve diger malzeme gruplari
Antimikrobiyal Katkilar gibi ¢ok genis kullanim yelpazesi i¢in uygundur.
Cinko Iyi bilinen antibakteriyel ve antifungal bir bilesimdir. Cinko pritiyon

Antimikrobiyal Katkilar | daha siddetli kiif ve mantar riski beklenen malzeme ve uygulamalarda
antibakteriyel koruma saglamak amaciyla kullanilabilir,

Bakar Hijyenik uygulamalar ve antimikrobiyal koruyucu amacryla gesitli
Antimikrobiyal Katkilar | boyalar, kaplamalar ve polimerler gibi substratlarda kullanilmaya gok
elverisli
Organik Fenolik biyositler, dértlii amonyum bileskeleri (QAC veya QUAT) ve
Antimikrobiyal Katkilar fungusitler (Tiabendazol) bu gruba dahildir.

Bircok madde antimikrobiyaldir ancak isleyis, uygulama ve dayanma durumlar1 evrensel
degildir. ‘Antimikrobiyal’ olan her seyin mikroplar {izerinde bir etkisi vardir ancak

antimikrobiyal terimi performans icin bir dlciit degildir (Biocote 2010).

Antimikrobiyal maddenin etkinlii cesitli parametrelerin miktar, artis ve 0Ozellik, gibi
faktorlerine baglidir. Bu parametrelerden birincisi antimikrobiyal madde ve uygulanisi, ikincisi,

ise mikroorganizmalara ait faktorler seklindedir.
Antimikrobiyal madde ve uygulanisa ait faktorler;

e Antimikrobiyal maddenin kimyasal 6zelligi
¢ Antimikrobiyal maddenin konsantrasyonu ve etkinligi i¢in uygulama sicaklig1

e Kullanilan ¢6zeltinin pH’s1
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e Ortamdaki organik ve inorganik kir ve kalintilar(Temiz 2000).
Mikroorganizmalara ait faktorler

e Mikroorganizmalarin karakterizasyonu
e Mikroorganizmalarin yasi
e Ortamdaki canli mikroorganizma sayisi

e Mikroorganizma ¢esidi (mutant olma gibi) (Temiz 2000).

1.7 MIKROBIYAL ETKINLIKLERIN BELIiRLENMESINDE KULLANILAN
AKTIVITE YONTEMLERI

Gelistirilen bir iirtiniin mikroorganizmalar lizerindeki inaktif edici etkisini test etmek amaciyla
uygulanilan yontemlere “antimikrobiyal test” olarak tanimlanir. Maddelerin antimikrobiyal
etkinliklerini belirlemek amaciyla antibakteriyel, antifungal ve antiviral aktivite aragtirmalari
yapilmaktadir. Hedeflenen amag¢ ise; bakteri, fungus ve viriislerin iiremelerini veya
gelismelerini durdurmak ayni zamanda inaktive etmek ve etkisiz hale getiren madde
konsantrasyonlarini belirlemektir. (Abbasoglu 1996). Bu yontemlerin se¢ciminde ve yontemler
arast kisas noktalarmin belirlenmesinde, boliim 1.10 da verilen bilgiler g6z Oniinde

bulundurularak dikkat edilmelidir.

1.7.1 Antibakteriyel Aktivite

Antiviral ve antifungal aktivite test yontemlerindeki gibi maddenin, lireyen mikroorganizmay1
etkileyip liremesinin engellendiginin belirlenmesi esasina dayanir (Abbasoglu 1996). Cesitli
maddelere ve yiizeylere antibakteriyel test yontemleri uygulanabilir. Farkli tipte gram pozitif
ve gram negatif bakterilerin ¢esitli test yontemleri ile analiz edilip lireme, gelisme veya nasil

bir yayilim gosterme gibi parametrelere bakilarak yapilmaktadir.
1.7.2 Antifungal Aktivite

Infeksiyonlarda etken olarak saptanan mantarlarin antifungal ilaglara duyarliliklarmi
belirlemek amaciyla ve maddelerin bu tarz mikroorganizmalarin iiremesini engellemek
amaciyla yapilan aktivite analiz yontemidir. Gilinlimiizde yapilan bu c¢alismalar ile standart
yontemlerin etkin bir sekilde bi¢imlendirilip daha fonksiyonel olmasi amaciyla Onemli

ilerlemeler kaydedilmektedir (Arikan 2007). Antifungal ve antibakteriyel aktivite yontemleri
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teknik acidan aynidir. Sadece kullanilan besiyerleri ve inkubasyon kosullan farklilik gosterir.
Glinlimiizde kullanimda olan; polien makrolitler, azoller, glukan sentetaz inhibitorleri, DNA ve

RNA sentez inhibitorleri sinifindan 10 kadar antifungal ajan vardir (Abbasoglu 1996).
1.7.3 Antiviral Aktivite

Yontemin temeli, viriisiin {iredigi ortamda tiremesi ile, maddeyle karsilastirilinca ayn1 ortamda
iremesinde olusan degisikligin belirlenmesine dayanir. Antiviral maddelerin aktivitesini
degerlendirmek i¢in 6zel ekip ve ekipman gibi gereksinimlere ihtiya¢ vardir. Viriisler yalnizca
canli hiicrelerde iireyebildiklerinden bu tarz ¢calismalar doku kiiltiirleri, embriyolu yumurta ve
deney hayvanlarinda ylriitiilmektedir. Antiviral maddenin aktivitesinin 6l¢iilmesi, viriisiin

hiicrelere verdigi zararin 6nlenmesinin dlgiilmesine dayanir (Abbasoglu 1996).

1.8 MIKROBIYAL ETKINLIKLERIN BELIRLENMESINDE KULLANILAN
MIKROORGANIZMALAR

Yapilan antimikrobiyal analiz yontemlerinde yontemin madde iizerinde test edilebilmesi i¢in
cesitli yapilardaki mikroorganizmalarin kullanilmasi gerekmektedir. Klinik laboratuvar
caligmalarinda, uygulanacak aktivite yontemlerine gore cesitli bakteri tiirleri gibi Candida

albican basta olmak iizere ¢esitli fungus tiirleri de kullanilmaktadir.
1.8.1 Gram Pozitif Bakteriler

1.8.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus familyasinin genel 6zellikleri olan sporsuz, katalaz iiretimi etkinligi bulunan,
fakiiltatif anaerob ve iizim salkimi seklinde hareketsiz olan gram pozitif yapili bakteri tiirtidiir.
Stafilokoklar basit besi yerlerinde kolaylikla iireyebildigi gibi ¢ok ¢esitli besi yerlerinde de
ireme ve gelisme gosterebilirler. Koloni ¢aplar1 inkiibasyon siiresince ortalama 6-8 mm
bandinda degisen, yiizey tabakasindan belli bir kisim iistte kabarik seklinde diiz ve ayni
zamanda seffaf yapidadirlar (Tiinger 2004). Direncli karakteristik yapisindan dolay1
stafilokoklarin genellikle kendiliginden gelistirdikleri mekanizmalarla antibiyotiklere direng

gosterdikleri belirlenmistir (Tohidpour vd. 2010; Wang vd. 2015; Yasmin vd. 2016).

Staphylococcus aureus suslarinin liremelerini optimum diizeyde saglayabilecekleri sicaklik

35°C’dir. Tanim1 genel bir bakisla ele alirsak bazi istisna suslarida dikkate alindiginda, iireme
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sicakliginin bu bakteri bazinda 7-48°C aralig1 seklinde olmaktadir. Gelisme gosterdikleri ideal
pH skalasi ise optimum diizey olan 7-7,5 olmasina ragmen 4,5-9,3 pH gibi genis bir skalaya
sahiptir (Bennet ve Monday 2003). Staphylococcus aureus, sporsuz bakteriler icerisinde en
dayanikli bakterilerdir. Patojen konumunda bir tiir olmasindan kaynakli, plazmay1 pihtilastirip
toksin iiretme, menenyjit, ciddi bir kan dolagim1 enfeksiyonu olan septisemi, deri enfeksiyonlari
veya organ enfeksiyonlar1 gibi etkileri olusturma potansiyeli bulunmaktadir (Altuner 2008;

Colak 2016).
1.8.1.2 Bacillus subtilis

Gram pozitif yapida olan bacillus subtilis genellikle toprakta bulunmaktadir. Gegici veya tam
zamanli oksijen solunum yapabilen bu bakterilerin ortalama iireme potansiyeli dereceleri 20-
30°C arasindadir. Zenginlestirilmis bir besiyerinde belirtilen sicaklik degerleri arasinda
kolaylikla iireme gosterebilirler. Vejetatif sekilleri dayaniksiz durumda iken dayaniklilik
acisindan iistiin korumali bir endospr olusturan bakterilerdir. Bacillus subtilis gesitli goz
enfeksiyonlarina sebep olabilen ayni zamanda da yiyeceklerin pisirildigi yiliksek sicaklilara

herhangi bir bozunuma ugramadan dayanabilen bir bakteri tiiriidiir (Altuner 2008).

1.8.1.3 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis gram pozitif bir bakteridir. S. epidermidis kolonileri yuvarlak,
kabarik, parlak, gri ve tam kenarli bir sekle sahiptir. S. epidermidis fakiiltatif bir anaerobdur
ancak aerobik kosullar altinda iyi1 yetisir. Optimal iireme araliklar1 30-37 °C’dir. Koloni ¢aplari
ortalama olarak 2,5 mm uzunlugundadir. S. epidermidis icin kiiltiir kosullar1 S. Aureus'a
benzerlik gosterir ancak S. epidermidisi %10 NacCl ile ortam i¢inde yavas bir sekilde biiyiime
gosterir. S. epidermidis esas olarak insan cildini kolonize eder. Bu tarz mikroorganizmalar
dis plaginda genellikle tespit edildigi gibi deri ve iist solunum yollar1 mukozasinda da yer
alir ve insan sagligina ciddi zararlari bulunan sistit, menenjit veya endokardit gibi

enfeksiyonlara yol acan giiclii bir patojenik bakteri tiiriidiir (Cheng vd. 2015).

1.8.1.4 Enterococcus faecalis

Enterokoklar genellikle toprak, su ve dogadaki bitkilerde bulunur. Ek olarak, insanlar ve
hayvanlarin normal gastrointestinal florasinin bir parcasidir. Enterococcus faecalis insanlarin
ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminden en sik izole edilen Enterococcus tiirleridir.
Enterokoklar hayvanlarin 6nemli bir patojeni olmamasma ragmen, E. faecalis insanlarda

hastane kaynakli enfeksiyonlarin en sik nedenlerinden biridir. Enterokok familyasinin iiyeleri
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olan ozellikle E. Faecalis ve E. Faecium fekal kontaminasyonun gostergeleri ve bakterilerin
antimikrobiyal direncinin izlenmesi icin kullamlir (Unal, Askar, ve Yildinm 2017).
Enterococcus faecalis gibi biitiin enterokoklarin ¢esitli antibakteriyellere karsi direng olusturma
mekanizmalari iki grupta degerlendirilebilir. Birincisi intrensek diren¢ (dogal) tarzinda ifade
edilir ve dzellikleri tamamen tiire dzgii bir sekildedir. Tkinci olarak kazanilmis direng seklinde
ifade edilen, genellikle bir DNA mutasyonu veya yeni DNA segmentinin transferi durumu ile
durumdur. Enterokok familyasinda yeni DNA segmenti transferinden en sorumlu olan
mekanizma konjugasyondur (Cicekler Tok 2006). Genel tip 6zellikleri bakimindan yuvarlak
sekilli, hareketsiz, zincir ya da ¢ift halde bulunan ve mikroaerofilik gram pozitif bakteri tiirtidiir.
Ortalama olarak 45 °C’de %6,5 NaCl“ de ve pH degeri olarak da 9 bandinda iireme
potansiyelleri vardir. Firsatci patojen olan bu tiir bakteriler idrar enfeksiyonlari, intraabdominal
enfeksiyonlar ve endokardit tarzi enfeksiyonlara neden olarak ciddi hasarlara yol

acabilmektedir (Birimoglu 2010; Yorgancioglu 2012).
1.8.2 Gram Negatif Bakteriler

1.8.2.1 Escherichia coli

Escherichia coli, Enterobacteriaceae familyasina ait gubuk seklinde gram-negatif bakteri olarak
siiflandirilir. Bakteri esas olarak insanlar da dahil olmak iizere sicak kanli hayvanlarin kalin
bagirsak sisteminde yasar ve genellikle digski ya da atik su atiklar1 ile cevreye aktarilir.
Escherichia coli optimum biiylime kosullar1 altinda 20 dakika icinde cogaltarak, hizla
biiyiiyebilir. Bu durumun avantajlari kullanilarak, E. Coli sayisiz enzim ve endiistriyel {irtinler
iireten, konak¢1 bakteri olarak da bir¢ok gen manipiilasyon sistemi gelistirilmesine olanak
saglayan bakteri tiiriidiir (Jang vd. 2017). Escherichia coli tipik ag¢idan 2.0-6.0 pm uzunlugunda
ve 1.1-1.5 um genisliginde (basilli) bakterilerdir. Escherichia coli fakiiltatif olarak anaerobiktir
ve 37-44 °C' de laktozdan asit ve gaz olusturmasi gibi bir¢cok karbonhidrati fermente edebilme

yetenegine sahip oldugu gézlemlenmektedir (Percival ve Williams 2014).
1.8.2.2 Klebsiella pneumoniae

Morfolojik agidan 1-2 pm uzunlugunda ve 0.5-0.8 genisligine sahip, hareket yetenegi
bulunmayan, sporsuz ve uglari yuvarlak yapida olan gram negatif bakteri tiiriidiir. Ureme
potansiyelleri 37°C' de ndétral pH seviyesinde maksimum verimde {ireme Ozelligi
gostermektedir. Yapilarinda somatik (O) ve kapsiil (K) antijenleri bulunan polisakkarid yapili
kapsiillere sahiptirler. Oksijenin varligina gore aerop ve fakiiltatif anaerop yapabilme 6zelligine

sahip patojen bir bakteridir. Bu tiir bakterilerin analizlerinde Endo agar ve Kanli agar gibi gram
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negatif bakteriler i¢in segici besiyerleri kullanilmaktadir. En etkin patojenik olgusu pnémoni
yapmasidir. Bulundugu floranin disina ¢ikip farkli dokulara gegtigi zaman, gesitli organ ve idrar

enfeksiyonlarina sebebiyet veren bakteri tiiriidiir.
1.8.2.3 Pseudomonas aeruginosa

Gram negatif bakterinden olan Pseudomonas aeruginosa, kapsilsiiz basil ya da kokobasil
seklinde olan hareket kabiliyetini sadece polar flagellasi ile yapabilen bakterilerdir. Bu tip
bakterilerin izolasyonlari, spesifik agidan secici bir besiyerine ihtiya¢ duymadan kolaylikla
yapabilmektedirler. Optimum {ireme sicakligit 37°C'de olan zorunlu aerop bakterilerdir
(Yorgancioglu 2012). Bu tip bakterilerin tireme ortamlar1 sulu ve nemli alanlarsa daha kolay

iireyebilirler.

P. aeruginosa pioverdin ve piyosiyanin tarzi pigmentler meydana getirir. Cok cesitli
besiyerlerinde tireyebilir ve ayn1 zamanda identifikasyonunu saglayan karakteristik durumlarin
azligindan kaynakli P. aeruginosa’nin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda identifikasyonu
goreceli olarak nispeten daha kolaydir Yapilan deneysel c¢alismalarda hastane
infeksiyonlarinda, Pseudomonas aeruginosa bakterisinin E. Coli’ nin ardindan etken olan ikinci

patojenik bakteri oldugu ortaya koyulmustur (Tuncer ve Akova 1997).
1.8.2.4 Salmonella typhimurium

Salmonella cinsinden kdken alan Salmonella typhimurium gibi suslar, sekil olarak g¢ubuksu,
fakiiltatif anaerobik, katalaz (+), oksidaz (-) olan gram negatif bakterilerdir. Boyutlar1 0,7-1,5
um x 2-5 pum Ol¢iitlerinde olan koloni olusturdugunda da ortalama olarak 2-4 mm c¢apinda
koloniler olusturan sporsuz bakterilerdir. Salmonella tiirlerinin lireyebilmesi i¢in 7-45°C gibi

genis bir skalaya sahiptir.

Diinya capinda salmonella’ dan kaynakli olugan insan enfeksiyonlarinin %80 gibi biiyiik bir
boliimiinii salmonella typhimurium’ un neden oldugu bilinmektedir (Josefsen vd. 2011;
Maloray vd. 2009). Salmonella tipimurium ile yapilan bir antibakteriyel arastirma galismasinda,
cesitli maddelere yiiksek direng gosteren yapisindan kaynakli karakteristik 6zelliginden dolay1
daha farkli bitkiler aracilig1 ile yeni antibiyotikler arayan farmakolojik ¢aligmalara tesvik eden

bir sonug ortaya koyulmustur (Pérez ve Anesini 1994).
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1.8.3 Fungus

1.8.3.1 Candida albicans

Candida albicans tomurcuklanma ile ¢ogalabilen maya tipi bir mantar tiiriidiir. izolasyon
acisindan sorunsuz bir tiirdiir. Cok biiylik bir ¢ogunlukla igerisinde antifungal yer almayan her
tiirlii besiyerinde iireme gergeklestirebilir. Kolay bir sekilde tireyebilecegi besiyerlerine, misir
unlu agar, patatesli nisastali dekstroz agar ve sabourad’s agar 6rnek verilebilir. Optimum
sicaklik olarak 37°C' de 1-4 inkiibasyon siirecinde standart tipte koloniler olusturur. Koloni
morfolojisi ise grimsi bir renk, nemli bir goriiniis ve yumusak bir yapidadir. Ayrica peynirimsi
bir kokusu mevcuttur. Candida albicans konakg¢iya zarar vermeden insanlarda komensal olarak
bir arada bulunur. Cilt, genital sistem ve gastrointestinal sistem gibi birgok viicut béliimiinde
kolonilestirir. Yine de firsat¢1 patojen, konagin veya mikrobiyotanin bagisiklik durumu
bozuldugunda, genis mukozal kolonizasyona ve lokal veya sistemik hastaliga yol
acabilmektedir (Costa-de-Oliveira ve Rodrigues 2020). Candida tiirlerinin sebep oldugu
enfeksiyonlara kandidiyaz veya monilyaz denilir. Immiin yetersizliginin bulundugu durumlarda
bu patojenik tiiriin insanlarda deri, mukoza ya da i¢ organlarda enfeksiyonlara yol agabildigi

bilinmektedir (Aydin 2004).

1.9 ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE YONTEMLERININ SECILMESI VE
UYGULANMASINDAKI BELIRLEYICI FAKTORLER

Giliniimilizde bir¢ok arastirmaci potansiyel antimikrobiyal ajanlar olarak bitki ve mikrobiyal
ekstraktlar, ucucu yaglar, saf ikincil metabolitler ve yeni sentezlenmis molekiillerin
arastirtlmasina odaklanmistir Son yillarda, biyomalzemelerin mikrobiyal etkinliginin
arastirilmasi ve gelistirilmesi konusunda artan bir ilgi vardir. Biyomalzemelerin mikrobiyal

etkinligi, siklikla degerlendirilen bir parametre durumuna evirilmistir.

Mikrobiyal etkinligin degerlendirilmesinde kullanilan ¢esitli antimikrobiyal etkinlik testleri
mevcuttur. Son yillarda, mikrobiyal direngle savasmak ve maddelerin antimikrobiyal
direngliligini saptamak i¢in arastirma ve gelistirilme yontemlerine ilgi artmaktadir. Bu nedenle,
antimikrobiyal aktivite tarama ve degerlendirme yontemlerine daha fazla dikkat edilmelidir. Bu
kapsamda, tiim antimikrobiyal duyarlilik test yontemleri gegmis zamanli ve halen yliriitiilen

caligmalarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir ve gelistirilmeye devam etmektedir. Bazi
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teknikler, CLSI ve EUCAST (Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi) tarafindan
standardizasyona tabi tutulmustur. Bununla birlikte, maddeleri test ederken, standartlagtirilmis
protokollerin baz1 modifikasyonlari siklikla talep edilir. Ayrica, test edilen mikroorganizmanin
bliylimesini  etkileyebilecek ¢oOziiciilerin ~ kullanimin1 ~ diislintirsek, standartlastirilmig
protokollere kiiclik metodolojik uyarlamalar yapmanin, dogru deneysel yaklagim saglamak ve
diger arastirmacilarin sonuglar1 karsilagtirmasina olanak saglamak i¢in iyi bir ¢0ziim

olabilecegini sdylenebilmektedir. (Balouiri, Sadiki, ve Ibnsouda 2016).

Yapilan arastirma veya gelistirme caligmalarinda istenilen sonu¢ 6zelinde, maddelerin ve
malzemelerin antimikrobiyal etkinliklerini belirlemek amaciyla ¢esitli in vitro yontemlere
basvurulmaktadir. Bu yontemlerle, test edilen maddenin antimikrobiyal aktiviteye sahip olup
olmadigi, eger bir aktiviteye sahip ise, Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) ve
mikroorganizma spektrumu belirlenir. Deneysel ¢aligmalarda en stabil ve beklenilen sonuca
ulagmak i¢in in vitro antimikrobiyal aktivite test yontemlerinden deneyin amacina en uygununu
segcmek, yapilan calisma kapsaminda en elzem durumlarin basinda yer alir. Yontemin
seciminde; maddenin/maddelerin sayisi, miktari, ¢oziiniirliigii ve baska bir acidan bakilacak
olunursa, kullanilacak mikroorganizmanin cinsi, 6zelligi ve yogunlugunun da géz Oniinde
bulundurulmasi gereken hususlardandir. Sonuglarin giivenilir ve tekrarlanabilir olmasina ek
olarak en az emek uygulanarak, en kisa silirede tamamlanabilen ve ekonomik agidan en

miitevazi olan yontem tercih edilmelidir (Abbasoglu 1996).

Antimikrobiyal test yontemlerinin secilmesinde etkili faktorler oldugu gibi, birbirleri ile
arsindaki avantaj ve farkliliklar dikkatlice incelenmelidir. Disk difiizyon, kuyu diflizyonu ve
sivi veya agar seyreltme gibi c¢esitli biyoanalizler iyi bilinmekte ve yaygin olarak
kullanilmaktadir, ancak akis sitoflorometrik ve biyoliiminesan yontemler diger yaygin

kullanilan metotlar gibi siklikla kullanilmamaktadir. (Balouiri vd. 2016).

Antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in bir¢ok onaylanmis kilavuz mevcuttur. En taninmis
standartlar, CLSI ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST) tarafindan
saglanmaktadir. Onerildigi gibi, bu kilavuzlar, ¢ogu klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda
gerceklestirilmesi pratik olan tek tip bir test prosediirii saglar iken bu tiir metodolojik
standartlarin gelistirilmesi, bu tiir testlerin klinik bakimdan uygunlugunu garanti altina almaz.
Bununla birlikte, sonug¢larin klinik boyutunu degerlendirmek i¢in biyoassay'in standart bir

yaklasimla gerceklestirilmesine olanak saglar (Balouiri vd. 2016).
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Giliniimiizde bir¢ok arastirmact potansiyel antimikrobiyal ajanlar olarak bitki ve mikrobiyal
ekstraktlar, ucucu yaglar, saf ikincil metabolitler ve yeni sentezlenmis molekiillerin
arastirilmasina odaklanmistir. Tiim bu ¢alismalara ek olarak, biyomalzemelerin de mikrobiyal
etkinligi siklikla literatiire kazandirilmig bilgiler arasina girmistir. Bununla birlikte, {iriin ve
malzemelerin mikrobiyal etkisi hakkindaki yaymlanmis makaleleri inceledigimizde,
standartlastiriimamais farkli yaklasimlar (sus hazirlama teknikleri, ekim boyutu, biiytime ortami)

nedeniyle sonuglar arasindaki karsilastirma genellikle zordur.

Ozellikle biyomalzemelerin mikrobiyal etkinliginin degerlendirilmesi konusu multidisipliner
caligmalar kapsaminda olmasindan dolayi, zaman zaman isabetli olmayan y&ntemler
secilmekte ya da sonuglarin analiz edilmesinde farkli yaklasimlar ortaya ¢ikmaktadir. Bir
biyomalzemenin antimikrobiyal etkisinin taranmasi ve / veya nicellestirilmesi i¢in mevcut

yontemlerin daha iyi anlagilmasinin 6nemi oldukea etken bir faktordiir.
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BOLUM 2

DENEYSEL CALISMALAR

2.1 MATERYAL

2.1.1 Biyomalzemeler

Biyomalzemeler statiisiinde deneysel ¢calismalarda Metalik ve metal alasim, polimerik, seramik
ve kompozit biyomalzemeler olmak iizere 4 farkli biyomalzeme tiirlinden c¢esitli
biyomalzemeler kullanilmistir. Calismada yer alan biyomalzeme gruplar1 ve bu gruplar

icerisindeki malzeme tiirleri:

e Metal - Metal Alasim Biyomalzemeler: Ti-6A-14V, Zn, FeMn, FeMnZn
e Polimer - Ko-Polimer Biyomalzemeler: PHB, PLA, PHB-PLA, PCL, PBHV, PMMA
e Kompozit Biyomalzemler: TiZnO

e Seramik Biyomalzemeler: TiO, ZnO ve HA seklindedir.

Deneysel caligsmalarda kullanilan Ti-6A-14V, Zn, FeMn, FeMnZn biyomalzemeleri, metal
alasimli ve kompozit ve seramik malzemeler Biilent Ecevit Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Metaliirji ve Malzeme Miihendisligi boliimii Dogent Doktor Baris AVAR, PHB polimeri
Biilent Ecevit Universitesi Kimya Béliimii Ogretim Uyesi Profesér Doktor Baki HAZER,
TiZnO kompozit biyomalzemeler Biilent Ecevit Universitesi Metaliirji ve Malzeme
Miihendisligi Arastirma Gorevlisi flker Emin DAG, HA’ler Biilent Ecevit Universitesi

Makine Boliimii iiyesi Arastirma Gorevlisi Hamidullah YASAR tarafindan temin edilmistir.

2.1.2 Mikrorganizmalar

Deneysel yontemlerin tamaminda, boliim 1.9’da yer alan tiim test mikroorganizmalari
caligtlmistir. Sirasi ile hem bakteri hem de bir maya tiirii olan fungus test mikroorganizmasi
olarak kullanilmistir. Bu amag, test edilen antimikrobiyal 6zelligin hem tiir i¢i hem de

mikroorganizma bazinda karsilastirilabilir olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Gram pozitif 6zellikli; RSKK 02.001 Staphylococcus aureus, RSKK 96086 Bacillus subtilis,
RSKK 08.021 Staphylococcus epidermidis ve laboratuvarimizda bulunan insan patojeni
Enterococcus faecalis kullanilirken gram negatif 6zellikli; ATCC 25922 Escherichia coli,
RSKK 703 Klebsiella pneumonae, RSKK 261 Pseudomonas aeruginosa, RSKK 1107
Salmonella typhirium ve fungus tiirli olan RSKK 35 Candida albicans. Belirtilen RSSK suslar1
T.C. Halk Sagligi Laboratuvari kapsaminda Referans Mikrobiyoloji Laboratuvari / Refik

Saydam Kiiltiir Koleksiyonundan ticari olarak temin edilmistir.
2.1.3 Mikroorganizmalarin Canlandirilmasinda Kullanilan Kimyasallar ve Sarflar

Antimikrobiyal aktivite test yontemlerinin tamaminda kullanilan test mikroorganizmalarinin

deneysel metodolojisi i¢in canlandirilma asamasinda;

Kullanilan kimyasallar: TSB (Condalab marka Tryptic Soy Broth): Bilesimi, peptone from
casein 17,0 g/L; Peptone from soymeal 3,0 g/L; D(+) Glucose 2,5 g/L; NaCl 5,0 g/L; K2HPO4
2,5 g/L seklindedir. TSA (Condalab marka Tryptic Soy Agar): Bilesimi, Peptone from casein
15,0 g/L; Peptone from soymeal 5,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Agar-agar 15,0 g/L seklindedir.

Kullanilan sarf malzemeler: Cam tiipler, bek alevi, selolojik pipet (10 ml’lik), elektronik pipet
(2-20 ve 100-1000 mikro litrelik), petri kaplar1 (6 ve 10 cm’lik), sapatiil, dragaski spatiilii,

thoma lam, lamel kullanilmaktadir.

2.2 METOD

2.2.1 Test Mikroorganizmalarinin Canlandirilmasi ve Yogunluk Optimizasyonu

Mikroorganizmalarin canlandirilmasinda ilk asama olarak mikroorganizmanin canlanip
iireyecegi ortam olan sivi besiyerinin hazirlanmasidir. Bu agama, dehidre besiyerinden (TSB),
30,0 g/L olacak sekilde 1000 ml damitik su i¢inde ¢ozdiiriilmesi amaci ile 1s1ya tabi tutularak
eritilip, amaca uygun kaplara (kapakli cam siselere) dagitilir. Ayni1 islem kat1 dehidre besiyeri
icin (TSA) 40,0 g/l olacak sekilde yapilir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.
Hazirlanmis besiyerleri berrak sarimsi renkte olup, 25 °C’de pH's1 7,340,2'dir. Hazirlanilan besi
yerinden otoklav sonrasinda oda sicakliginda sogutularak ve el yakmayacak seviyeye gelene
kadar beklenir. TSB, (40-50°C’) canlandirilacak mikroorganizma say1s1 kadar cam tiip i¢erisine
serolojik cam pipetler kullanarak steril sekilde 4,5 ml aktarilir ve kapaklar1 atesten gegirilerek

kapatilir. TSA ise standart boyutlardaki (10cm’lik) petri kaplarinin tabanini 2-3 ml kaplayacak
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sekilde dokme islemi gergeklestirilir. Islem sonrasinda petri kaplar1 kendi yoriingelerinde ufak
bir hareket ile besiyerini tabana homojen yaymak i¢in hareket ettirilir ve sonrasinda katilagmasi
icin kenara birakilir. ikinci asama olarak ise liyofilize ya da daha dnceden ¢alisilmis ve
santrifiijlenip +4°C’de saklanan mikroorganizma suslar aseptik kosullar altinda igerlerinde siv1
besiyeri olan tiiplere spatiil veya mikropipet kullanarak aktarilir. Aktarma isleminin ardindan
canlandirma siirecinin son asamasi olarak, tlipler kapaklari siki bir sekilde kapatilmadan sadece
gevsek birakilarak (mikroorganizmalarin oksijenli solunum yapmasindan kaynakli tiip igerisine
oksijen girisi saglamak i¢in) etiiv cihazina inkiibasyona birakilir. (Cizelge 2.1) 18-24 saat
sonunda canlandirilan test mikroorganizmalarinin tiredigi gozlemsel olarak yapilir. Ardindan
TSB igerisinde yer alan ve iireyen test mikroorganizmalarimizi stok ve bir sonraki deneysel
caligmada kullanmak amagli kat1 besiyerine ekim iglemi uygulanir. Bu ekim isleminde iiretilen
test mikroorganizmalarinin bulundugu tiiplere steril bir 6ze daldirilir ve bu 6zenin ucundaki
mikroorganizmalar TSA’l1 petri kaplar icerisine aseptik kosullar ¢ercevesinde teke diisiirme
yontemi ile ekim yapilir. Bu ekimin temel prensibi 6ze ile petriyi sirasi ile her ¢izgi ekimden
sonra 45 derece cevirerek ve her ¢evirme sirasinda bir 6nceki ekim alanindan bir ¢izgi ¢ekerek
daha seyrek ekim yapma islemine dayanir. Bu islemin sonrasinda petri kaplar1 +4°C’de
buzdolabinda bir sonraki deneysel ¢calismaya kadar muhafaza edilir. Cizelge 2.1°de ise deneysel
metotlar hakkinda, CLSI tarafindan 6nerilen sekilde, antimikrobiyal duyarlilik test yontemleri
icin kiiltiir ortami, mikrobiyal inokulum boyutu ve inkiibasyon kosullar1 gdsterilmektedir

(Balouiri vd. 2016).

Cizelge 2.1 CLSI tarafindan 6nerilen antimikrobiyal duyarlilik test yontemleri

Mikroorganizma Inokiiliim inkiibasyon inkiibasyon
Yogunlugu CFU/mL  Sicakhg °C Siiresi
Agar Disk Difiizyon Bakteri (1-2) x 10® 3542 16-18
Fungus (1-5) x 10° 3542 20-24
Mic Bakteri 1x10° 35+2 20
Fungus (0.5-2.5)x 10° 35 46-50
E Test Bakteri / Fungus (1-2) x 108 3542 16-18
Time-Kill Bakteri / Fungus 1x10° 35+2 0-3-6-18-24
Plak Sayma Bakteri / Fungus (1-5) x 10° 3542 16-24

Canlandirma isleminin ardindan inkiibasyon sonucunda mikroorganizmalarin kullanilacagi
deneye Ozgii bir yogunluk optimizasyonu yapilmasi gerekmektedir. Deneysel metotlarin

hepsinde test edilecek mikroorganizmalarin yogunlugunun (sayisinin) her bir biyomalzeme ve
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her bir yontem arasinda standart bir sekilde olmasi, ¢aligma sonuglarinin ne kadar stabil ve
diizenli oldugu ile dogrudan baglantilidir ve bu agisindan mikroorganizma optimizasyonu

oldukca 6nem arz etmektedir.

Test mikroorganizmalarimin  yogunluk optimizasyonu ya da bir diger degisle
mikroorganizmanin ml’deki sayisidir. Yapilacak olunan her bir antimikrobiyal aktivite deneyi
oncesinde mikroorganizma standart olarak siv1 besi yeri igerisinde ¢ogaltilir. Deney zamaninda
ise deneylerde kullanilacak mikroorganizma sayisi bilinilmelidir. Thoma laminin prensibi ise
mikroskop altinda 0,Imm® hacimde sayim yapilarak hesaplama yardimiyla numunenin bir

ml’sinde bulunan maya sayisin1 belirlemektir.

Sekil 2.1 Thoma Lami

Sayim i¢in Thoma lamu iizerinde bulunan bdlgelerinden yararlanilir. Sayim bdélgesinin toplam
alam1 1 mm?‘dir. Lamel yapistirildiginda sayim bolgesinin yiiksekligi de 0,1 mm’dir. Saymm
islemini kolaylagtirmak amaciyla her bir sayim bolgesi de kendi igerisinde karelere
boliinmiistiir. 16 biiylik kare ve her biiyiik karede 25 kiigiik kare olmak iizere toplamda 400 kare
bulunur. Bu kismim hacmi 0.1 mm? “tiir. Sayim islemine gegilmeden dnce 151k mikroskobu ve
ornegi thoma lamina yerlestirdikten sonra {istiine kapatilacak lamel hazirlanilir. Eger
kullanilacak ise mikroorganizmalarin daha net goriilebilmesi i¢in metilen mavisi de kullanima
hazirlanmalidir. Hazirlik asamasinda en son 18-24 saat araliginda inkiibe edip ¢ogalttigimiz

mikroorganizma tiipleri alinir.

Thoma lami ile sayim islemi:

1. Steril bir tiip igerisine 10ul ¢ogaltilan mikroorganizmadan alinir.
2. Ardindan eger kullanilacak ise metilen mavisinden de 10ul alinarak mikroorganizma ile
karigmalarin icin 3 defa pipetaj yapilir. Bu durumda o6lii hiicreler metilen mavisi ile

boyanir, canli hiicreler boyanmaz. Yalnizca boyanmamis hiicreler sayilarak canli sayimi
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gerceklestirilebilir. Bu islem bakteri veya funguslarin daha net goriilebilmesi ve
kiimelesmenin engellenmesi i¢inde yapilir.

3. Daha sonrasinda bu karisim igerisinden 10ul alinarak thoma lami tizerindeki kuyucuya
koyulur ve tizeri lamel ile kapatilir. Lamel dikkatlice ve 45°°lik bir a¢1 ile kapatilmalidir.
Burada sivinin lamel {izerine tasmayacak miktarda olmasina dikkat edilmelidir

4. Lamelin iizerine yavasca bastirilarak incelenecek Ornegin lamdaki sayim hacmine
homojen dagilim1 saglanir.

5. Preparat mikroskop tablasma yerlestirilerek saymma gegilir. Ilk olarak 10x veya 20x
objektifile genel goriis sahasi tespit edilir. Daha sonra 40x objektif ile kiiciik karelerdeki
hiicreler sayilir.

6. Genel olarak capraz 8 biiyiik karede sayimlar gercgeklestirilir ve ortalamasi alinir.
Bulunan deger 2 ile ¢arpilarak biitiin biiytlik karelerdeki maya sayisi bulunur. Daha sonra

formiil ile toplam maya sayisi/ml degeri hesaplanir.

Sayim vapilirken su hususlara dikkat edilir:

1. Saymma alman kiiciik karelerin {ist ve sag taraflarindaki kare ¢izgilerine teget olan veya
cizgiler ile temas eden hiicreler sayima alinir.
2. Kiiciik karelerin alt ve sol taraflarindaki kare ¢izgilerine teget olan veya cizgiler ile

temas eden hiicreler sayima alinmaz.
Bu saymm islemi ve dikkat edilmesi gereken noktalar 1s181inda sayim su formiilasyon ile yapilir:
Total hiicre sayis1 = 16 Biiyiik karedeki hiicre sayis1 x 10,000 x Diliisyon faktorii

- A: 16 karede sayilan mikroorganizma sayisi
- SF: Seyreltme Faktorii

- 10000 ise mm3’ iin mL’ye ¢evrilmesinde kullanilan sabit sayidir.

Bu formiilasyon ile beraber 1 ml’deki bakteri/fungus sayisini hesaplayarak ve deneysel metotta
istenilen miktar kadar bakteri/fungus ¢ogaltip (108 /107 / 10° vb.) literatiir 15131nda ayarlanip

standart sekilde eklenmesini saglamaktay1z.

Thoma lam1 kullanarak mikroorganizma yogunlugunun optimizasyon islemi her deneyde her
bakteri/fungus i¢in ayni say1ya sahip mikroorganizma 6rnegi alarak bir standart olugturmak esas
amagtir. Bu amag¢ dogrultusunda deneyler arasi stabilizenin saglanmis ve sonuglarin herhangi

bir mikroorganizma yogunlugu etkisinde kalmadan yorumlanabilmesi miimkiin olmustur.
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2.2.2 Sterilizasyon

Gergeklestirilen tiim antimikrobiyal aktivite ¢aligsmalarinda, yapilan deneysel yontemin hangisi
oldugu fark etmeksizin standart olarak uygulanmasi gereken sterilizasyon islemleri
bulunmaktadir. Bu 6nemli etkenin, her bir deney Oncesinde optimize islemleri sirasi ile

yapilmalidir.

Mikrobilojik ve sonuglarin hassas yorumlandigi ¢calismalar yapildiginda deneysel metotlarin en
basinda kullanilacak sarf malzemelerin (metal-cam) sterilizasyon islemi planlanip yapilmalidir.
En bilindik ve gilivenilirligi en yliksek olan sterilizasyon yontemi otoklav cihazi kullanilarak
yiksek basingta 121°C steril etmektir. Deneysel ¢alismalarda kullanilan sarf malzemelerin ve
test edilen biyomalzemelerin sterilizasyonu, test malzemelerinin yapist ve durumu geregi
sadece otoklav ile saglanamamaktadir. Cam ve metal malzemelerin disinda ¢alismamizda yer
alan diger (2.1.1 boliimiinde anlatilan) biyomalzemelerin sterilizasyonu, UV 1smnl1 laminer
kabinde her bir yilizeyini 15’er dakika UV 1s18a maruz birakilarak sterilizasyonu

saglanmaktadir.

2.2.3 Antibiyotik Diskler

Agarl petriler lizerinde yapilan antimikrobiyal aktivite analiz yontemlerinde bilhassa zon c¢ap1
gozlemlenen deneysel metotlarda, test mikroorganizmalarinin kontrollii kullanimi ve
etkinliklerinin kontrol edilmesi amac ile ¢esitli antibiyotikli ticari diskler kullanilmaktadir.
Deneysel caligmalarimizda kullanilmak {izere laboratuvarimizda yer alan Bioanalayse marka
tetrasiklin, streptomisin, penisilin ve ampisilin+sulbaktam olmak {izere 4 ¢esit antimikrobiyal

ajan mevcuttur.

e Tetrasiklin: Salmonella typhirium ve Staphylococcus epidermidis (Duran, Ceken, ve
Kula Atik 2021; Yener vd. 2012)

e Streptomisin: Bacillus subtilis, Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa (Duran,
Ceken, ve Kula Atik 2020; Sevim vd. 2006; Varish vd. 2017)

e Penisilin: Enterococcus faecalis ve Klebsiella pneumonae (Gok vd. 2020; Kahraman vd.
2017)

e Ampisilin+sulbaktam: Staphylococcus aureus (Duran vd. 2021)

e Uniderm Farmaceutici- Candinet: Cnadida albicans (filtre kagitlarina emdirilerek)

+4 C° muhafaza edilen antibiyotikli diskler agar disk difiizyon metodunda petri kaplarina

yerlestirilir. Test mikroorganizmalarinin antimikrobiyal Ozelliklerinin test ettigimiz
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biyomalzemelerin, herhangi bir antimikrobiyal etki vermesi durumunda, antibiyotikli disk
etrafinda olugmasi beklenen zon capi ile kiyaslanarak antimikrobiyal etkisinin degerlendirmesi

ve yorumlanmasi yapilir.
2.2.4 Antimikrobiyal Aktivite Yontemlerinde Pozitif ve Negatif Kontrol Secimleri

Deneysel caligmalarimizin tamaminda test edilen biyomalzemelerin yani sira deneyin optimize
edilmesi, sonuglarin yorumlanmasi esnasinda kolaylik ve en 6nemlisi her deney 6zgii deneysel
sonuglarda bosluk yaratmayacak bir pozitif veya bir de negatif kontrol grubuna deneye 6zgii

olarak ise bu iki kontrol grubuna birden yer verilmelidir.

Yatay bir skala diistinecek olursak, bu skalanin tam ortasinda deney sonucumuz yani test edilen
malzememizin verdigi sonu¢ bulunmaktadir. Bu skalanin sag ve sol taraflarinda bu sonucu daha
da saglamlastiracak ve sonucu etkileyecek baska unsurlardan uzak tutacak negatif ve pozitif
kontrol sonuglar1 yer almaktadir. Kontrol gruplari ne kadar dogru segilirse ve uygulanirsa deney

sonuglar1 dis etkilerden o kadar uzak tutularak yorumlanabilir.

Cizelge 2.2°de deneysel metodolojimizde yer alan tiim yontemlere 6zgii spesifik olarak secilen

pozitif ve negatif kontrol gruplar1 yer almaktadir.

Cizelge 2.2 Antimikrobiyal aktivite yontemlerindeki pozitif ve negatif kontrol gruplari

Yontemler Pozitif Kontrol Negatif Kontrol

Agar Disk Difiizyon | Antibiyotikli Diskler Bos Filtre Kagit Diskleri

E Test Antibiyotikli Diskler Bos Filtre Kagit Diskleri

MIC ve Time-Kill Besiyeri Igerisine Mikroorganizma Besiyeri Igerisine Sadece
+Biyomalzeme ¢oziiciisii Mikroorganizma

Plak Sayma Antibiyotikli Kiiltiir Besiyeri Icerisine Sadece
Mikroorganizma

2.2.5 Antimikrobiyal Aktivite Yontemleri

Bir ekstraktin, saf bir bilesigin ve bu tez ¢alismasinin ¢ikis noktasi olan biyomalzemelerin in
vitro antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmek veya taramak icin ¢esitli laboratuvar
yontemleri kullanilabilir. En bilinen ve temel yontemler disk difiizyon ve broth seyreltme
yontemleridir. Bir biyolojik ajanin antimikrobiyal etkisini derinlemesine incelemek igin,
zamana bagli veya konsantrasyona bagli bilgi saglayan time-kill testi, E test ve ATP
biyoliiminans yontemleri tercih edilen baglica yontemler arasindadir. Biyofilm
degerlendirmeleri i¢inde taramali elektron mikroskobisi (SEM) kullanilmaktadir (Balouiri vd.

2016).
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2.2.5.1 Agar Disk Difiizyon Yontemi

Agar disk diflizyon metodunda, metal-metal alasimlar, polimerler, kompozitler ve seramik
biyomalzemeler boliim 2.1.2°de yer alan test mikroorganizmalari ile teste tabi tutulmustur
(Tablo 2.2). Deney 6ncesinde bakteri suslari 37°C de 4,5 ml TSB besiyerinde 10®8 CFU/ml
konsantrasyona ulasincaya kadar 24 saat inkiibe edilmistir. Ayni sartlar altinda Candida
albicans ise 10° CFU/mL konsantrasyona kadar 24 saat inkiibe edilmistir. Mikroorganizma

yogunluk tayini boliim 2.2.1°de anlatildig gibi gerceklestirilmistir (Cizelge 2.1).

Agar disk diflizyon yonteminde yer alan biyomalzeme gruplarindan seramik biyomalzeme
grubundaki ii¢ tip malzeme toz formda olduklar1 i¢in HA’ler Biilent Ecevit Universitesi
Metaliirji ve Malzeme Miihendisligi boliimiinde 1cm ¢apli 6zel pres kaliplarinda yiiksek basing
temelli presleme cihazinda preslenerek 1 cm capinda diskler olarak deneysel ¢alismalara hazir
hale getirilmistir. Bu presleme islemi, yapilan literatiir taramasi ve bilinen teorik bilgiler 151g1nda
seramik malzemelerin herhangi bir ¢oziicii igerisinde tam olarak homojen ¢dzlinmemesinden

dolay1 ve toz formda teste tabi olamayacaklar1 i¢in ihtiya¢ duyulmustur.

Metal-Metal Alasimlar - Kompozitler - Seramikler

Oncelikle tiim malzemeler UV 151k altinda her bir yiizii 15’er dakika olacak sekilde 30 dakika
boyumca steril edilmistir. Sterilizasyondan sonra TSA’l1 agarlar iizerine, belirli standartlara
getirilmis mikroorganizma inokiiliimlerinden standart degere oranlayarak (10% CFU/m1=20ul)
belirlenen miktarlarin ekim islemlerin yapilmistir. Ekim isleminden 15 dakika ge¢meden
numuneler birbirlerinden ve petri kabi1 kenarlarindan 1,5 cm uzak olacak sekilde
yerlestirilmistir. Petri kaplarinin ortasina ise ekimi yapilmis mikroorganizma susuna uygun,

antibiyotikli disklerden konulmustur.

Ardindan asilanmis ve numuneleri yerlestirilmis petri kaplar1 uygun kosullar altinda 37 C de
bir gece etiive kaldirilarak inkiibasyona birakilmstir. inkiibasyon sonucunda antimikrobiyal
aktivite 6zellige sahip olan biyomalzemelerin etrafinda olusan zon caplar1 kumpas veya cetvel
yardimut ile dl¢iiliip gerekli sonuglar hem grup i¢i hem de biyomalzeme gruplari arasinda mm

cinsinden karsilastirilarak analiz gerceklestirilir.

Polimerler - Kopolimerler

Polimer ve kopolimerlerin agar disk diflizyon deneyinde diger biyomalzemelerden ayiran bir
boliim vardir. Bu bolim polimerler ve kopolimerlerin deney icin hazirlanmasi asamasidir.

Bahsedilen bu asamada ilk olarak tiim polimer ve kopolimerler 25 mikrogram hassas terazide
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tartilir. Ardindan tim polimer ve kopolimerler 1:1 oranina tabi olarak 250ul kloroform
icerisinde ¢Ozdiiriiliir. Coziinme islemi tamamlanana kadar tlip icerisinde pipetaj islemine
devam edilir. Cozdiiriilen numuneler daha dnceden filtre kagitlarindan hazirlanmig ve her bir
ylizeyi 15’er dakika steril edilmis disklere sirasi ile 5’er mikro litre konulur. Bu islem 4 defa
disklerin s1viy1 emmesini takiben devam ettirilir. Totalde her bir polimer ve kopolimer diski
20ul stvi emmistir. Hazirlanilan bu dikler tekrardan kontaminasyon durumuna karsin her bir
ylizii 15’er dakika olacak sekilde UV 1s1k altinda steril edilir. Diskler TSA’l1 petri kaplarina

diger numuneler gibi yerlestirilir ve geri kalan siire¢ ayn1 sekilde yiirtitiiliir.
2.2.5.2 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun Tespiti

Minimum  inhibisyon  konsantrasyonu test edilen mikroorganizma  karsisinda
maddenin/malzemenin hangi konsantrasyon grubunda test mikroorganizmasina kars iistiin bir
inhibe edici etkisinin oldugunun (iiremenin %70-80 engellenmesi) arastirilmasi esasina
dayanir. Bu konsantrasyonun hesaplanmasi asamasinda kullanilan madde/malzeme
konsantrasyon miktar1 degisiklige ugratilarak farkli konsantrasyonlarda test edilir. Bu siire¢
icerisinde test yontemi igerisindeki geri kalan tiim degiskenler sabit tutularak madde/malzeme
konsantrasyonunun tespiti gerceklestirilir. Bu tespitin gerceklestirilmesi temelinde iki yontem
kullanilmigtir. E test metodu ve Spektrofotometrik Ol¢iim metodu yer almaktadir. Bu
yontemlerin kantitatif yontem gruplarinda yer almasindan dolayr MIC i¢in etkin ve net bir

sonu¢ vermektedir.

2.2.5.2.1 E Test

Calismamizdaki E-test yontemi ile malzemenin ¢dziinebilme durumuna gore sadece polimerler-
kopolimerler ile calisma kisminda gergeklestirilmistir (Cizelge 2.2). Calisma Oncesinde
kullanilan tiim test mikroorganizma suslar1 10 CFU/mL olacak sekilde 24 saat inkiibasyon
sonucunda bolim 2.2.1°de anlatildigt {lizere mikroorganizma yogunluk tayini
gerceklestirilmistir (Cizelge 2.1). Test prosediiriinde her bir polimer i¢in sirasi ile 50 mg, 25
mg, 12,5 mg ve 6 mg olacak sekilde 4 miktar tartilir. Her bir tiipe 250 pl kloroform konularak
¢ozdiiriiliir. Ardindan ¢ozdiiriilen bu polimer sivilar1 daha 6nceden hazirlanmis ve UV 1s1nla 30
dakika steril edilmis 1cm’lik filtre kagitlarma 5 ul emdirilir. Bu islem 4 defa disklerin siviy1
emmesini takiben devam ettirilir. Totalde her bir polimer ve kopolimer diski 20l s1vi emmisi
saglamistir. Bu dikler tekrardan kontaminasyon durumuna karsin her bir ylizii 15’er dakika
olacak sekilde UV 151k altinda steril edilir. TSA’l1 agarlar {izerine, belirli standartlara getirilmis

mikroorganizma inokiiliimlerinden standart degere oranlayarak (10® CFU/ml=20ul) belirlenen

35



miktarlarin ekim islemleri yapilmistir. Diskler calismada yer alan mikroorganizmalardan

astlanmis oldugu TSA’l1 petri kaplarina yerlestirilir.

Petri kaplar1 37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra disklerin etraflarinda herhangi bir zon ¢ap1
olugsmus mu diye kontrol edilir. Cap olusmus ise kumpas veya cetvel yardimi ile 6l¢iim mm
cinsinden kaydedilir. Caligmamizdaki E Test yontemi yukarida anlatildigi formda
gerceklestirilmesi ile birlikte E Test metodunun dikkate deger bir farkliliginin ve isleme
mekanizmasinin oldugu g6z ardi edilmemelidir. Sekil 2.2°te yer alan gorselde standart bir E
Test metodu goriintiisii yer almaktadir. Petri kabinin orta kismina, {izerine test edilen maddenin
cesitli konsantrasyonlarmin emdirildigi bir cesit test seridi yerlestirilir. Bu test seridinin
deneysel arastirma kapsaminda uygun inkiibasyon sonrasinda test edilen madde
konsantrasyonlarindan hangisinin mikroorganizmanin tiremesini durdurucu etki verdigini yani
agarlt ortamda minimum inhibisyon konsantrasyonunun belirlenmesine olanak saglar.
Genellikle antibiyotik analiz ¢aligmalarinda yer alan bu metot bizim antimikrobiyal aktivite
caligmalarimizda test metoduna ve biyomalzeme tiiriine 6zgii degisikliklerle beraber yontemi
tek test seridinden ziyade filtre kagit disklerine test edilecek biyomalzemenin farkh
konsantrasyonlarinin ayn1 miktarda emdirilmesi ve bu disklerin agar ortamina birbirlerinden

uzak konumlarda yerlestirilmesi esasina dayanmaktadir.

Sekil 2.2 E Test Metodu

2.2.5.2.2 Seri Diliisyon Yontemi (Makro Diliisyon)
Calismamizda yer alan malzeme gruplarindan sadece polimer ve ko-polimer olan malzemeler,

c¢oziinebilirlik durumlarindan dolay1 spektrofotometrik yontemler icin elverisli konumdadirlar.

Spektrofotometrik olgiimlerin yapilmasinda ve karsilastirilmali analizlerde baslica temel
ilerleme yolu seri diliisyon metodudur. Seri diliisyon metodu maddenin/malzemenin analiz

edilecegi konsantrasyonlarin belirlenmesinden sonra 24. saat inkiibasyon sonucunda kontrol

36



gruplart ile hem gozlemsel olarak incelenmesi hem de spektrofotometre ile 6l¢iim alinarak

karsilastirilmasidir.

Calismada yer alan seri diliisyon metodu sadece malzeme durumunun ¢o6ziilme yetenegine gore
polimerler-kopolimerler ile gerceklestirilmistir (Cizelge 2.2). Calisma dncesinde kullanilacak
olunan tiim bakteri suslar1 5x10° CFU/mL olacak sekilde, Candida albicans ise 2x10° CFU/mL
konsantrasyona kadar inkiibasyona birakilir ve 24 saat inkiibasyon sonucunda bolim 2.2.1°de
anlatildig1 tizere mikroorganizma yogunluk tayini gerceklestirilmistir (Cizelge 2.1). Test
prosediiriinde her bir polimer i¢in sirast ile 50 mg, 25 mg, 12,5 mg ve 6 mg olacak sekilde 4
miktar tartilir. Her bir tiipe 250 pl kloroform konularak ¢ozdiiriiliir. Daha sonrasinda her bir test
mikroorganizmasi i¢in 4 tiip belirlenir. Tiipler igerisine 9,90 ml TSB konulur ve tizerlerine 100
ul bakteri/fungus eklenir. En son asamada ise tiiplere sirasi ile c¢ozdiiriilen polimer-
kopolimerlerden 25 pl tiiplere eklenir. But tlipler disinda her bir test mikroorganizmasi i¢in bir
negatif kontrol, pozitif kontrol ve kontaminasyon kontrolii ayarlanir. Negatif kontrol
numunesinde 9,90 ml TSB, 100 ul bakteri ve 25 ul kloroform yer alirken Pozitif kontrolde ise
9,90 ml TSB ve 100 pul bakteri yer almaktadir. Kontrol tiipiinde ise sadece 9,90 ml TSB yer alir.
Bu sekilde her tip kontrol elde edilmistir ve deney sonucunda net bir yorum yapilabilir hale
gelmistir. Bu islemlerin ardindan tiipler 37°C’de 24 saat inkiibasyondan birakilir. inkiibasyonun
ardindan tiipler ¢iplak goézle kontrol edilir ve hangi madde konsantrasyonunun iiremeyi
engelleyecek veya azaltacak durumda oldugu spektrofotometrede 625 nm dalga boyunda
Olctimleri kontrol grubuna gore yapilarak kantitatif olarak tespit edilir. G6zlemsel olarak tespit
edildiginde gozle rahat bir sekilde ayirimi yapilacak olan bulaniklik olarak ifade edilirken
kantitatif ¢aligma sonucunda kontrol ile kiyaslandiginda azami olarak %70 oraninda bir

azalmanin oldugu konsantrasyon segilir.
2.2.5.3 Zamana Bagh Oliim Deneyi (Time-Kill Yontemi)

Olim zamam (Time-Kill) yéntemi konsantrasyonlarin inkiibasyon siirecinde test
mikroorganizmalarinin ~ iiremelerini  nasil  etkiledigi ve hangi zaman araliginda
mikroorganizmalarin kontrol numunesine karsi yarisini (%50) inhibe edici etkinin gosterildigi

ve hangi konsantrasyonda oldugunun analizi yapar.

Deneysel caligma prosediirii boliim 2.2.5.2.2°deki seri diliisyon test yontemi ile bire bir aynidir.
Kullanilan malzemeler tiip sayilar1 ve miktarlari, polimer-kopolimer oranlari. Kisaca siire¢ ayni

islemektedir. Farklilik ise time-kill yontemin amaci olan kalitatif sonug elde etmektir.
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Bu tespit islemi i¢in spektrofotometre kullanilmistir. (Sekil 2.4) Spektrofotometre, tiiplerdeki
mikroorganizma yogunlugunun absorbans degerlerini saptamak amaci ile 3. 6. 18. ve 24. Saatte
her bir test mikroorganizmasi i¢in 4 er tiipten ve pozitif kontrolden 1 ml alarak steril
spektrofotometrik amagla kullanilan tam gecirgen 6zellige sahip kiivetlere konularak 625 nm
dalga boyutunda absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Bu degerleri Lambert-Beer kanununa gore,
bir hiicre siispansiyonundan gecen 1s18in yogunlugu (1) giristekine (10) gore azalir. Optik
yogunlugun bir Ol¢iisii olan ekstinksiyon (OD = Optik Density) hiicre siispansiyonundaki
biyomas (hiicre) konsantrasyonu (c) ile dogrudan orantilidir. Ortalama hiicre boyutlar1 sabit
kaldig: siirece optik yogunlugun alt sinirlarinda optik yogunluk degerleri ile hiicre yogunlugu

(hiicre say1s1/ml) arasinda lineer bir iligki vardir.

A = ecf Denklemine gore ekstinksiyon katsayisini hesaplamak icin absorbans ol¢timleri
yapilir. ‘e’ ekstinksiyon katsayisi, ‘c’ soliisyonun konsantrasyon miktari, ‘0’ ise yol
uzunlugudur. ‘€ degeri 1 ml hacimli kiivetlerden dolay1 kalinlig1 1 ecm’dir. ‘c’ ise; 1ml hacim

icerisinde bulunan hiicre miktaridir (ml/CFU).

Time-kill testi icin baslangigta 5x10° CFU / ml bakteriyle baslanmistir. Candida albicans igin
bu deger 2x10*’tiir. Bir gecelik besiyeri ortalama olarak 10° CFU / ml bakteri/fungus
icereceginden, 625 nm’de her bir zaman dilimi i¢in (3, 6,18 ve 24. saat) absorban degerleri
Olciiliir. Zamana baglh olarak mikroorganizma konsantrasyonlar1 ve ekstinksiyon katsayilari
hesaplanir. Hesaplama sonucunda kalitatif 6l¢iim yapilmis olunur. Ol¢iim sonucunda ise sayisal
degerler ile bir grafik olusturulur. Bu grafik, herhangi bir biyomalzemenin herhangi bir test
mikroorganizmasini 6ldiirmiis mii veya liremesini durdurmus mu, durdurduysa bu siire¢ hangi
saat araliginda baslamis sorularina cevap niteligi tagir. Bu sorulara cevap niteligi, kontrol
grubuna karsin mikroorganizma sayisinin yarisini inhibe etme yetisini absorbans degerleri ve
yukarida belirtilen Lambert-Beer kanununu esasinda belirlenmesidir. Belirlemenin yazimsal
aktarimi olarak da degerlerin bilimsel agidan bir diger ve daha yalin bir gésterime sahip olmasi
acisindan logl0 formasyonu ile tespit edilmesi tercih edilmektedir. Logl0 formasyonunda
kontrol grubu degerinden >0,30 ve daha altinda bir degere sahip olunmasi o polimerik
maddenin o saat dilimine ait olarak mikroorganizma sayisinin en az yarisin inhibe edici etki
gosterdiginin kaniti konumundadir. Ornegin: 24. Saat kontrol grubu 500.000.000 degerine
sahip oldugu bilindiginde, bu deger log10 formasyonunda 8,69 iken bu mikroorganizma sayinin
yarist yani 250.000.000 degerinin logl0 formasyonunda karsiligir 8,39°dur. Bu durum her
konsantrasyon ve deger i¢in ayn1 duruma sahiptir. Bu sebepten Log10 formasyonunda kontrol

grubu degerinden 0,30 ve daha altinda bir degere sahip olmasinin tespiti de yapilabilmektedir.
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Absorbans degerlerinin belirlenmesini takiben hiicre sayilar1 hesaplanir. Bu islemden sonra
basit yapili bir hesap makinesi yardimai ile yalin goriiniim ve basit analiz edebilme agisindan da

Log10 formasyonuna dondistiiriiliir.

Sekil 2.3 Spektrofotometre Cihazi

2.2.5.4 Plak Sayma Metodu

Plak sayma metodu Agar disk Difiizyon, MIC veya Mikroskop yontemlerinden bagimsiz olarak
yapilan fakat bu yontemler ile dogrudan temas halinde olan bir yontemdir. Malzeme gruplarinin
hangi madde/malzeme iizerinde tutunma ve yasama olasilifinin kantitatif olarak ol¢iilmesi

esasina dayanir.

Calismada yer alan plak sayma metodunda sadece malzeme durumuna goére metal-metal
alasimlar, polimerler ve kompozitler ile gerceklestirilmistir (Cizelge 2.2). Tiim numuneler i¢in
aynt siirecler uygulanmustir. Calisma dncesinde kullanilan tiim test mikroorganizma suslar1 10°
CFU/mL olacak sekilde 24 saat inkiibasyon sonucunda bdlim 2.2.1°de anlatildig1 iizere
mikroorganizma yogunluk tayini gerceklestirilmistir (Cizelge 2.1). Deneysel asamalarda test
edilen numuneler 30 dakika ile UV 1sm1 kullanilarak her bir yiizleri steril edilmistir. Steril
edilmis numuneler petriler icerisine yerlestirilir ve daha sonra 10® CFU/ml konsantrasyondaki
bakteri siispansiyonundan 100 pl alinarak numunelerin ylizeyini kaplayacak sekilde yayilmstir.
Numune ve mikroorganizma siispansiyonlarinin bulundugu petriler 24 saat 37°C de inkiibe
edilir. 24 saat inkiibasyonun ardindan, numune yiizeyleri 900 pl steril fosfat tamponu (PBS) ile
yikanir ve numunelerin ylizeyinden 100 pl ¢ozelti alinarak TSA plaklarina inokiile edilir Ekim
isleminden sonra petri kaplarindaki 6rnekler 37 °C’de tekrardan 24 saat inkiibe edilir ve

ortamda gelisen koloni sayis1 sayilarak, numunelerin antibakteriyel etkinlikleri degerlendirilir.
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Cizelge 2.3 Antimikrobiyal aktivite ¢aligmalar1 ve kullanilan malzemeler

Agar Disk Difiizyon E Test  Seri Diliisyon Time-Kill Plak Sayma

Metaller
Ti6Al4V + +
Fe + +
Zn + +
Fe-Mn-Zn + +
Polimerler
PHB + + + + +
PLA + + + + +
PHB-PLA +
PMMA + + + + +
PCL + + + + +
PHB-V + + + +
Seramikler
N/M - HA +
TiO, +
Zn0O +
Kompozitler
Ti-Zn-0 + +
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BOLUM 3

BULGULAR

3.1 Agar Disk Difiizyon Yontemi

Antimikrobiyal test yontemleri arasinda agar disk difiizyon deneyleri, antimikrobiyal ajanlar
olarak bitki ve mikrobiyal ekstraktlar, ucucu yaglar, saf ikincil metabolitler ve
biyomalzemelerin mikrobiyal etkinligini tespit etmek icin bakteri ve maya testleri i¢in Klinik
ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii tarafindan kabul gérmiis ve onaylanmis bir¢cok standarda
sahip bir deney metodudur. Agar disk diflizyon metodolojisi, kagit disklere emdirilen maddenin
veya direkt yiizeye yerlestirdigimiz biyomalzemenin, duyarhligi arastirilan mikroorganizmanin
inokiile edildigi besiyerine difiize olmasi temeline dayanmaktadir. Bu temel kapsaminda,
yontemin asil dlgmeyi hedefledigi amag¢ ise: hem agar ylizeyine yerlestirilen maddelerin
emdirildigi disklerde hem de yiizeye konulan malzemelerde, belirli bir inkiibasyon siireci
sonrasinda, lremeye baslayan test mikroorganizmasini inhibe edici etken maddenin
(antimikrobiyal madde) var olup olmama durumunu tespit etmek. Var ise bu madde agara
difiize olurken, disk cevresinde inhibe edici maddeden kaynakli mikroorganizma iiremesi

olmayan bdélgelerin hem nicel hem de nitel 6l¢iim yapilmasi esasina dayanir.

Agar disk difiizyon test metodu standartlar1 kapsaminda literatiire bakildiginda 6l¢iim amaci,
mikroorganizmalarin kullanilan biyomalzemeler ve antimikrobiyal maddeler iizerinde duyarli,
orta veya direngli olarak kategorize ederek kalitatif sonuglar saglamasidir (Reller vd. 2009).
Kullanilan biyomalzemelerin metot kapsaminda analizi, test mikroorganizmalarinin disklerin
veya biyomalzemelerin etken maddelerine karsi ne kadar duyarli ise diskin ya da
biyomalzemelerin etrafinda olusan inhibisyon zonu o kadar genis olmasi temeline dayanir. Bu
zon capinin tespitini takiben inhibisyon zonunun ¢apt mm seklinde dlgiilerek, standart zon
tablolarina gore degerlendirilmeleri yapilir ve mikroorganizmanin kullanilan biyomalzemelere
karst duyarlilik durumu belirlenir. Bir diger degisle, biyomalzemelerin hangi tip
mikroorganizmalara karsi bir antimikrobiyal etki verdiginin tespiti yapilmaktadir. Tespit
kapsaminda ayrica bakteri iiremesinin engellenmesi bakteri 6liimii anlamina gelmedigi i¢in bu

yontem bakterisidal ve bakteriyostatik etkileri ayirt edemez. Agar disk difiizyon metodunda
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cesitli test mikroorganizmalarina karsi o6zellikle dogal yoldan elde edilen antimikrobiyal
maddelerin yaygin olarak yer verildigi bilinmektedir. Bilhassa fungus tiirelerinde, Lo pez-
Oviedo ve arkadaslarinin posakonazoliin filamentli mantarlarin kullanildig1 (Lo vd. 2006),
Arikan ve arkadaslarinin diinya ¢apinda genis bir yelpazeye yayilmis olan Aspergillus cinsi
fungusunun yer aldig1 (Arikan, Yurdakul, ve Hascelik 2003) ve CLSI standartlarina uygun
olarak filamentli mantarlarin test mikroorganizmalarina karsi emdirilen disklerin igerisindeki
antimikrobiyal maddenin agara difiize olmasini takiben mikroorganizmalarin iiremesini ne
denli durdurdugunun analizi zon ¢apr Ol¢limlerine dayanan standart agar disk difiizyon
yontemleri yer almaktadir (Clinical and Laboratory Standards Institute 2012; CLSI 2004; Lo
vd. 2006).

Agar disk diflizyon yonteminde kullanilan sus siralamasi asagidaki gibidir (Sekil 3.1-5).
A) Enterococcus faecalis

B) Salmonella typhirium,

C) Staphylococcus epidermidis,

D) Pseudomonas aeruginosa,

E) Escherichia coli,

F) Klebsiella pneumonae,

G) Bacillus subtilis,

H) Staphylococcus aeurous,

1) Candida albicans

3.1.1 Polimerik ve Kompozit Polimerik Biyomalzemeler

Deneysel calismalarimizda yer alan polimer ve kompozit polimer olan biyomalzemelerin
antimikrobiyal aktiviteleri Boliim 2.1.2°de yer alan test mikroorganizmalarina karsi agar disk
difiizyon test metodunda incelenmistir. Sirasi ile sekil 3.1 ‘de ve sekil 3.2°de polimer ve
kompozit polimerlerin ilgili test mikroorganizmalarina kars1 agar disk difiizyon test sonuglari

yer almaktadir.
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Sekil 3.2 Ko-polimerik biyomalzemelerin agar disk diflizyon deneyi.

Polimer ve ko-polimer olan tiim biyomalzemelerin agar disk difiizyon deney sonuglarinda

metodun temel amaci goz oniline alindiginda A, B, C, D, E, F, G, H ve I gorsellerindeki test
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edilen mikroorganizmalara deneyde yer alan polimerik malzemelerin herhangi bir

mikroorganizmanin iiremesini engelleyecek etken bir madde barindirmadig: belirlenmistir.
3.1.2 Metal ve Metal Alasim Biyomalzemeler

Deneysel c¢alismalarimizda yer alan metal ve metal alasim bazli olan biyomalzemelerin
antimikrobiyal aktiviteleri Bolim 2.1.2°de yer alan mikroorganizmalara karsi agar disk
difiizyon test metodunda incelenmistir. Sekil 3.3 ‘de metal ve metal alasim olan
biyomalzemelerin test mikroorganizmalarina karsi agar disk diflizyon test sonuglari yer

almaktadir.

Sekil 3.3 Metal ve metal alasim olan biyomalzemelerin agar disk difiizyon deneyi.

Metal ve metal alasim olan biyomalzemelerin agar disk diflizyon deney sonuglarina gore
antimikrobiyal aktivite gosterecek ve mikroorganizmalarin tiremesini engelleyecek bir etken
madde varlig1 saptanmamistir. Bir diger dikkat ¢eken sonug ise Ti6Al4V metalinin yapisal
formundan ve malzeme yiksekliginden kaynakli ve antimikrobiyal bir 06zellik
gostermediginden dolayr mikroorganizmalar bu biyomalzeme etrafinda yogun bir {ireme
gostermistir. Bu sonugtan bagimsiz olarak tiim gorsellerde de goriildiigii lizere, metal ve metal
alasim yapidaki biyomalzemelerin kendi formlarindan kaynakli agar disk diflizyon test
metoduna tabi tutulduklarinda, oksijen ve sivi ile temas sonrasinda oksitlenme meydana
gelmektedir. Oksitlenme sonucunda antimikrobiyal 6zellik verebilecek bir yapida dahi olsalar

detayli incelemeler sonrasinda bu 6zelligin oksitlenme ile meydana gelen kimyasallagsma ve
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renkten kaynakli olarak tespit edilememis olmasi da muhtemel bir sonugtur. Gorsel icersinde
her deneyde kontrol numunesi amaci ile antimikrobiyal diskler yerlestirilmistir. Bu disklerin
aktiviteleri mikroorganizmalarin herhangi bir antimikrobiyal ajana karsi tepki verdigini

gostermektedir.
3.1.3 Seramik Biyomalzemeler

Deneysel c¢alismalarimizda yer alan metal ve metal alasim bazli olan biyomalzemelerin
antimikrobiyal aktiviteleri Bolim 2.1.2°de yer alan mikroorganizmalara karsi agar disk
difiizyon test metodunda incelenmistir. Sekil 3.4 ‘de metal ve metal alasim olan
biyomalzemelerin test mikroorganizmalarina karsi agar disk diflizyon test sonuglar1 yer

almaktadir.

Sekil 3.4 Seramik biyomalzemelerin agar disk diflizyon deneyi.

Seramik biyomalzemelerde ise iist iki bagliga gore durum biraz daha farkli. Bu fark ilk olarak
gbze carpan ZnO’in ¢alisilan 9 mikroorganizma arasindan sirasi ile Enterococcus faecalis’e
karst 14 mm, Staphylococcus aureus’a karsi ise 12 mm ve Staphylococcus epidermidis’e
karsida 10.5 mm o6l¢iimiinde zon ¢ap1 vermistir. Zon ¢aplarindan da anlasildig: iizere ZnO
antimikrobiyal 6zellik gostermekle birlikte geri kalan test mikroorganizmalarina karsi herhangi

bir antimikrobiyal varlik gosterememistir. ZnO disindaki seramik biyomalzemelerin
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antimikrobiyal aktivite gosterdigi bir deney tespit edilmemistir. Hidroksiapatit
biyomalzemesinin goézlemsel sonucu olarak, nano ya da mikro boyutta olmasinin
antimikrobiyal aktivite 0zelligi bazinda bir etkiye sahip olmadigi gosterilmistir. Seramik
biyomalzemelerin bir cm ¢apinda diskler haline preslenme sonucunda getirilmesi disinda testte
tabi tutulamayacagindan dolay1 bu etkinlik verilerinin, toz seramik biyomalzemelerin dig
kuvvet tarafindan etki ile katilagtirilarak deneylerde analiz edilmesi saglanmistir. Bu sonug
dogrultusunda  biyomalzemelerde  bir  antimikrobiyal aktivite  standardizasyonu
bulunmamasindan dolayr ZnO’in diger mikroorganizmalara, toz formdan kati forma
getirilmesinden kaynakli olarak mi yoksa art arda test edilmesinden kaynakli olarak mi
antimikrobiyal aktivite gdstermediginin sonucu net olarak tayin edilememektedir. Her deneyde
oldugu gibi mikroorganizma ve antimikrobiyal ajan kontrolii i¢in her bir petri kabinin ortasina
cesitli antibiyotik diskler yerlestirilmistir. Bu diskler mikroorganizmalarin bir antimikrobiyal

ajana kars1 tepki verebildigini gostermektedir.
3.1.4 Kompozit Biyomalzemeler

Deneysel ¢alismalarimizda yer alan metal matrisli kompozit yapida olan biyomalzemelerin ve
cinko metalinin ¢inko bazli bir kompozit artis malzemelerine sahip olmasindan dolay1r bu
malzeme grubu ile bir test edilmistir. Antimikrobiyal aktiviteleri Béliim 2.1.2°de yer alan
mikroorganizmalara kars1 agar disk diflizyon test metodunda incelenmistir. Sekil 3.5 ‘de metal
ve metal alasim olan biyomalzemelerin test mikroorganizmalarina kars1 agar disk diflizyon test
sonuglart yer almaktadir. Gorselde yer alan malzemeler 1: Cinko, 2: Cinko+Titayum, 3:
malzeme igeriginin %3 oraninda ¢inko igeriginin artmis hali, 4: malzeme igeriginin %6
oraninda ¢inko igeriginin artmis hali, S: malzeme igeriginin %9 oraninda ¢inko igeriginin artmis

hali seklindedir.
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Sekil 3.5 Kompozit yapili biyomalzemelerin ve ¢inko metalinin agar disk diflizyon deneyi.

Agar disk diflizyon sonucunda kompozit malzemelerin ve ¢inko metalinin deneysel amag goz
onlinde bulundurularak, verdikleri antimikrobiyal aktivite oranlar1 yani zon ¢aplar1 ¢izelge

3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1 Kompozit malzemelerin ve ¢inko metalinin verdikleri zon ¢aplari

Agar Disk Difiizyon Metodu

2
o

Ere

v
>

K.P.

B.S.

S.T.

Test Mikroorganizmalari

2
>

1 I

E.Coli

o
(9]
=
o
=
(6]
N
Q
N
(6]
w
o

Zon gapl (mm)
5 4 3 2 1

1: Cinko, 2: Cinko+Titayum, 3: malzeme igeriginin %3 oraninda ¢inko igeriginin artmis hali,
4: malzeme igeriginin %6 oraninda ¢inko igeriginin artmis hali, 5: malzeme igeriginin %9

oraninda ¢inko igeriginin artmis formu

Calismamizda kompozit malzemelerin ve ¢inko metalinin Candida albicans’a karsi bir
antimikrobiyal 6zellik gostermedigi goriilmektedir. Bunun yansira deneysel siire¢ sonunda
goze carpan ilk detay belirli bir korelasyon dogrultusunda katkilanan materyaller
antimikrobiyal aktivite gostermesidir. Sadece 1 ve 2 numarali numunelerin E.coli susunda
herhangi bir zon ¢ap1 vermedigi tespit edilmistir. Bunun yani sira biitiin katkilama islemine
sahip numunelerin biitiin test mikroorganizmalarina karsin yiiksek antimikrobiyal aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Petri kaplarmin fotograflari cekildiginde malzemelerin metal
kompozit tiiriine sahip olmasindan dolayi alt kisimlarinda 24 saat inkiibasyon siiresi sonucunda
buharlanma gbzlenmektedir. Malzeme durumlar1 goz 6niine alinarak 6l¢iimler yapilmistir. Agar
disk difiizyon test metodu sonucunda hem ¢inko metali hem de metal matrisli kompozit

malzemeler birlikte bir malzeme grubu olarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirmenin
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1s181nda en yiiksek oranda antimikrobiyallik verdigi test mikroorganizmalar1 S.E. > E.F. > S.A.
> B.S. > KP.=E.C. >S.T. > P.A. seklindedir.

Agar disk difiizyon test yonteminde antimikrobiyal etkinlik analizinin yapilmasi hem ucuz
maliyet hem de uygulanis kolaylig1 ve az gereksinime sahip olmasi agisindan etkin sonuglarin
alindig1 bir yontem olarak kayitlara gegmistir. Biyomalzeme kapsaminda polimer, metal,
seramik ve kompozit yapili malzemelerin uygun kosul ve sartlar altinda deneye uyarlanabilirlik
acisindan fazla zorluk ¢ekilmemistir. Bu kapsam baglaminda malzemelerin deneye uygunluk
ve yapilabilirlik agisindan bulgular ile dogru bir oranti gelismistir. Bu dogru oranti,
malzemelerin kullanim sekli, yapisi, antimikrobiyal madde barindirmasi ve yonteme yatkinligi
ile uygun korelasyon gelisimine katki saglamistir. Cok ¢esitli biyomalzemelerin ayni ortam ve
deney kosullarinda belirli bir stabilizasyon saglanarak etkin sonuglar alinmasinin, biyomalzeme
aktivite ¢alismalarinda, belirli bir standartdizasyon kapsaminda etkili bir analiz yontemine dahil

olabilecegi gosterilmistir.

3.2 Minimum inhibisyon Konsantrasyonunun Belirlenmesi i¢cin Analiz Yontemleri

3.2.1 E Test

Agar ortamina yayilan antimikrobiyal maddenin miktarini 6l¢gmek miimkiin olmadigindan, agar
disk difiizyon yontemi minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) belirlemek i¢in uygun
degildir. Bununla birlikte, kat1 besiyerinde difiizyon yoluyla MIK degerlerinin saptanmasi
amacina olanak saglayan yontemler de bulunmaktadir. E-test bu prensibe dayanan bir

yontemdir.

MIK bir mikroorganizmanin {iremesini Onleyen en diisiik ila¢ konsantrasyonu olarak
tanimlanirken, bu tanim dogrultusunda deneyde agara difiize eden ¢esitli polimer ve ko-polimer
konsantrasyonlarina sahip disklerin, test mikroorganizmalarinda hangi derecede bir inhibe etki

yaratacaginin dl¢liimii hedeflenmektedir.

Balouiri ve ark.(Balouiri vd. 2016) ve Demirpek’in (Demirpek 2010) yaptig1 ¢alismalar ve
literatiirde yer alan bilgiler 1s18inda, bir uctan diger uca antimikrobiyal ajanin artan
konsantrasyon gradyaniyla emprenye edilmis bir serit, nceden test edilen mikroorganizma ile
asilanmis agar yiizeyinde biriktirilir ve zon ¢ap1 verdigi noktatespit edilmesine dayanir. Yapilan

caligmalarda ¢esitli ilaglarin antifungal ve antimikrobiyal aktivite 6zelliklerinin birbiri ile
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kiyaslanmasina olanak saglayan ve ayni olanagi gesitli yontemler ile dogru bir korelasyon
yaparak yerine getirmeyi hedefleyen bir yontemdir (Berghaus vd. 2015; Gupta vd. 2015; White
vd. 1996). Bu prosediirii esas kabul ederek, temel amag¢ kapsaminda farkli konsantrasyonlarda
etken maddenin nasil bir antimikrobiyal 6zellik verecegi ve hangi konsantrasyondan baglayip
devam edecegini tespit etmek amaci ile gerceklesmistir. Antimikrobiyal etkiye sahip olup
olmadigini arastirdigimiz polimerik biyomalzemeler, bir serit seklinden ziyade farkl
konsantrasyonlarin oldugu diskler seklinde biyomalzeme standartlarina uygun hale getirme

istegi analizin temelini olugturmaktadir.
3.2.1.1 Polimer ve Kompozit Polimerik Biyomalzemeler

Deneysel calismalarimizda yer alan polimer ve kompozit polimer olan biyomalzemelerin
Boliim 2.1.2°de yer alan test mikroorganizmalarina antimikrobiyal aktivite a¢isindan, etkin olup
olmadiklar1 E-Test metodunda arastirilmistir. E-Test metodunun anlamli sonuglarin elde

edildigi mikroorganizma deney sonuglar1 sekil 3.6’da yer almaktadir.

A (PMMA) B (C-PLA) C(R-PLA)

Sekil 3.6 Polimerler ve ko-polimer biyomalzemelerin E Test deneyi Staphylococcus
epidermidis 1: 50mg/ml - 2: 25 mg/ml - 3: 12,5 mg/ml - 4: 6 mg/ml K: Kontrol
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Tiim deneysel siirecin sonunda verilerin tamami incelendigi zaman, etken madde analizinin
yapildig1 biyomalzemelerin, agar disk difiizyon deneyinde yer alan konsantrasyon miktarinin
hem iistiinde hem de altinda konsantrasyonlar kullanilmistir. Bu sonu¢ dogrultusundan test
mikroorganizmalarinin tamaminda E-test metodu uygulanmistir. Sadece Staphylococcus
epidermidis mikroorganizmasina karst PMMA, R-PLA, PHB ve PHB-V polimerlerinin
50mg/ml konsantrasyonlarinin az miktar da olsa E test metodu kapsaminda etki verdigi
gozlemlenmistir. Etki gdsteren polimerlerin kumpas ve cetvel ile 6l¢iim sonuglarinda PMMA
icin 12 mm zon ¢ap1 Sl¢iimii yapilmisken sirasi ile R-PLA, PHB ve PHB-V i¢in 11 mm olarak
Olclilmiistiir. ~ Staphylococcus  epidermidis mikroorganizmas1 disinda herhangi bir
konsantrasyona ve bakteriye ait net sekilde antimikrobiyal 6zellik olarak yorumlanabilecek bir

zon ¢apt ve 10 mm yani disk boyutunun iistiinde bir 6l¢lim goézlemlenmemistir.

Zon ¢apinin goriilmemesi agar disk diflizyonu sonuglart bilindigi i¢in ve kisa siirede sonug
alinmasi sayesinde bu test, diger testlerle birlikte analiz yapilacagi zaman, korelasyonun ¢ok
iyi bir parcast olacagini gozler oniine sermistir. Agar kapsamli bir deney olmasinin avantaji ile
uygulanabilirlik ve analiz kolayligi metodun hem tercih edilmesinde hem de etkin sonuglar
istenmesinde etkili bir rol oynamaktadir. Bu sonug ile ilgili olarak metoda kars1 bakis agimizi
degistirecek olursak, biyomalzeme uygunlugunun test metoduna entegre edilmesi oldukga gii¢
bir durumdur. Deneyin bu zorlugunun belirleyici faktorii olarak, tez kapsaminda caligilan tiim
biyomalzeme gruplarindan sadece polimerik biyomalzemelerin bu teste yatkin olmasi, testin
analiz kolayligindan ziyade analiz edilecek malzeme tiiriinde segici davranmasi goriilmektedir.
Coziinme durumunun sorun olmadigr biyomalzeme tiirlerinde, hangi konsantrasyondan
baglayarak antimikrobiyal aktivite gosterdiginin belirlenecegini test etmek i¢in en uygun analiz
yontemlerinden biri oldugu ortaya koyulustur. Bu deney siireci sonundan gozle goriilen en not
sonug: Analiz edilecek biyomalzeme uygunlugu kisitli olsa da E-test yontemi, ger¢eklesme
stirecinde ve analiz yolunda, gayet etkin bir rol oynamakla birlikte, deneyler arasi korelasyon

acisindan da yardimet bir rol oynayacagidir.
3.2.2 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Makro dillisyon yontemi olarak da bilinen seri diliisyon yontemi, literatiire bakildiginda aerobik
bakterileri, mayalar1 ve funguslari, en diisiik madde konsantrasyonlarinin gézlemsel olarak
herhangi bir mekanik analize girilmeden sadece nicel bir tanimlama yapilarak analiz edilmesi
prensibine dayanir. Bu prensip CLSI tarafindan deneyin standartlastirilmasina dayanmaktadir
(Clinical and Laboratory Standards Institute 2002, 2008, 2012). Bu standartlasa kapsaminda

etken maddenin mikroorganizma iizerinde %80 ve iizeri bir oranda inhibisyon etkisi 24.saat
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sonunda varsa bu sonu¢ MiK deneyleri kapsaminda kabul edilir ve antimikrobiyal ajan veya
biyomalzeme antimikrobiyal 6zellik gostermektedir ifadesi dogru bir sekilde kullanilabilir.
MIK degerinin belirlenmesi seri diliisyon sonrasi, 24 saat inkiibasyon sonrasi s1v1 besiyerinden
spektrofotometrik yontemle absorbans Ol¢iimii ya da agarli besiyerine ekim ve 24 saat
inkiibasyon sonrasi koloni saymm yapilarak tespit edilir. Bu calismada MIK degeri

spektrofotometrik 6l¢lim metodu kullanilarak elde edilmistir.
3.2.2.1 Polimer ve Kompozit Polimerik Biyomalzemeler

Deneysel calismalarimizda yer alan polimer ve kompozit polimer olan biyomalzemelerin
antimikrobiyal aktiviteleri bolim 2.1.2°de yer alan test mikroorganizmalarina karsi seri
dilisyon test metodunda incelenmistir. Polimer ve kompozit polimerlerin ilgili test

mikroorganizmalarina karsi 24 saat inkiibasyonun ardindan deneyin sonuglar1 yer almaktadir.

Bizim analiz yontemimiz test metodu geregince canli hiicre sayisini baz alarak yapiliyorken bu
sayinin absorbans degeri ile pekistirilmesi yani absorbans degeri kullanilarak tiiplerdeki hiicre
say1st sonucunu tespit etmek amacina dayanmaktadir. Absorbans degerlerinin boliim 2.2.5.4°te
anlatildig1 gibi; Ekstinksiyon katsayisinin CFU x ml! x cm' ‘€’ 0,08x5.10® Kontrol
numunesinin 24.saatde ki hiicre sayisinin ve Absorpsiyon degerini (Cizelge 3.4) 625nm de
almmast ve formiilasyonda kullanilmasi esasina dayanarak yaklasik olarak test
mikroorganizmasinin %70’ini inhibe eden madde konsantrasyonu belirlenmistir. Deneysel

stire¢ sonundaki anlamli sonuglara ait test tliplerinin gorselleri ve tim mikroorganizmalara ait

elde edilen absorbans ve hiicre sayilar1 asagida yer almaktadir.

Sirast ile cizelge 3.2 ve 3.3 de yer alan gorseler ve bilgileri 15181nda seri diliisyon metodunda
anlamli  sonuglar yani test metodu amaci dogrultusunda maddenin/malzemenin

mikroorganizmay1 belirli etkin oranda inhibe edici etki gosterdigi sonuclar yer almaktadir.

Cizelge 3.2 Spektrofotometrik sonuglar, Staphylococcus epidermidis HS: Hiicre sayis1 CFU/ml
X10°, Inkiibasyon siiresi: 24 sa, Absorbans: 625 nm

Polimer/ Hiicre Sayisi  PMMA  C-PLA  R-PLA PCL PHB PHB-V Konsantrasyon

457 170 292 455 470 355 50 mg/ml
421 435 477 422 443 481 25 mg/ml

‘ 493 517 483 560 510 490 12,5 mg/ml
|

Hicre Sayisi

507 535 571 520 541 546 6 mg/ml
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Cizelge 3.3 Spektrofotometrik sonuglar, Staphylococcus aureus HS: Hiicre sayist CFU/ml
X109, Inkiibasyon siiresi: 24 sa, Absorbans: 625 nm

Polimer/ Hiicre Sayiss  PMMA  C-PLA  R-PLA PCL PHB PHB-V Konsantrasyon

406 148 338 466 374 297 50 mg/ml
473 488 532 400 439 503 25 mg/ml

525 530 486 547 528 472 12,5 mg/ml

Hicre Sayisi

510 558 671 515 626 490 6 mg/ml

C-PLA polimerinin 50mg/ml konsantrasyonda 24.saat inkiibasyon sonucunda alinan absorbans
degeri, hesaplanan hiicre sayis1 degeri, bize kontrol numunesinin yarisindan fazlasini inhibe
ettigini gostermektedir. Bu deger minimum inhibisyon konsantrasyonu olarak deger

gormektedir.

Tablolar da yer alan absorbans degerleri 15181nda ¢izelge 3.9°daki tablo temeli ve A = &cf
formiilasyonu kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda 24. Saatteki 1 ml igerisinde
bulunan konsantrasyonlar1 yani hiicre sayilar1 hesaplanarak tabloda yer verilmistir. Bu
hesaplama sonucunda kontrol numunesi ile kiyaslama sonucunda, tablolarda kirmizi renk ile
belirtilen konsantrasyon miktarlari o mikroorganizma ig¢in MIK degerini gostermektedir.
Kisaca kontrol numunesinde bulunan hiicre sayisinin en az yarisini inhibe edici madde

konsantrasyonunu yani MIK olarak ifade edilir.

Ornegin basta C-PLA polimerik biyomalzemesinin 6zellikle 50 mg/ml oraninda olan en yogun
madde konsantrasyonun hem diger madde konsantrasyonlarmma karst hem de kontrol
numunesine kiyasla %80-90 bandinda olmasa da %70-75 bandinda gozle goriilebilecek
bulaniklik farki oldugu absorbans degeri ve 1ml’deki hiicre sayisi hesabi yapilarak tespit
edilmistir. C-PLA ile ¢ok yakin sonuglar goésteren R-PLA ise belli bir oranin (test
mikroorganizmasinin en az yarisint inhibe etme oraninin) altinda kaldigi i¢in dahil
edilmemistir. Ozellikle belirtilen polimerik biyomalzemede madde konsantrasyonu artikga, net
bir antimikrobiyal 6zellik goriilmese de mikroorganizmanin liremesini yer yer yavaslattigi
kanaatine varilmistir. Diger polimerik biyomalzemelerin ise bu deney siirecinde kullanilan
20mg/ml konsantrasyondan ziyade sirast ile 50 - 25 - 12,5 - 6 mg/ml konsantrasyonlara karsi
24 saat siire boyunca olmadan da inkiibasyon siirecinde mikroorganizmalarin liremesi lizerinde

kisa stireli bir etki gosterip ardindan ortadan kaybolma gibi bir etkinin varliginin olmasi
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durumunda tespit etmek i¢in seri diliisyon metodu time-kill metodu i¢in bir zemin

olusturmustur.

3.3 Zamana Bagh Oliim Testi (Time-Kill Metodu)

Pfaller ve arkadaslarinin (Pfaller, Sheehan, ve Rex 2004) yaptig1 ¢calisma hazirligi kapsaminda
temel olarak time-kill testi, bakterisidal veya fungisidal etkinin belirlenmesi hedefinde olan
antimikrobiyal ajan ve mikrobiyal sus arasindaki dinamik etkilesim hakkinda bilgi elde etmek
amaci dogrultusunda analizlerin yapildig1 yontemdir. Caligma kapsamindaki hedef zamana
veya konsantrasyona bagli bir antimikrobiyal etki ortaya ¢ikarma potansiyelidir. Ozellikle
bakteriler i¢in bu test iy1 standardize edilmistir ve CLSI'nin M26-A belgesinde tanimlanmistir
(Clinical and Laboratory Standards 1998). Clancy ve ekibinin (Clancy vd. 2006) yapmis oldugu
caligmada ise bakteriler ve 6zellikle calismamizda da bulunan Candida albicans tiiriiniin de test
mikroorganizmasi olarak kullanildig: time-kill metodu ¢alismalar1 yer almaktadir. Bu ¢alisma
kapsaminda analiz farkli zaman dilimlerindeki tiipler icerisinde canli kalan mikroorganizma
hiicre sayilarina gore yapilmaktadir. Bizim analiz yontemimiz ise yine canli hiicre sayisini baz
alarak yapiliyorken arti olarak bu saymnin absorbans degeri ile pekistirilmesi sonucuna

dayanmaktadir.

Cizelge 3.4 Time-Kill analiz yontemi i¢in pozitif kontrol ekstinksiyon katsayisi sonucu

Siire/ Saat Hiicre Sayisi Absorbsiyon-625  Ekstinksiyon Katsayisi
ML / CFU ‘C’ (0))] CFUXML'X CM"' ‘E’
3 | 5.10° 0,85 0.85x5.107
6 | 1.10° 0,75 0.75x10°
18 | 1.10° 0,1 0,1x10°
24 | 5.108 0,08 0,08x5.10°

3.3.1 Polimerik ve Kompozit Polimerik Biyomalzemeler

Deneysel calismalarimizda yer alan polimer ve kompozit polimer olan biyomalzemelerin
antimikrobiyal aktiviteleri Boliim 2.1.2°de yer alan test mikroorganizmalarina karsi time-kill
metodunda incelenmistir. Polimer ve kompozit polimerler ilgili test mikroorganizmalarina karsi

deney sonuglar1 yer almaktadir.

Cizelge 3.5’te, Staphylococcus epidermidis ile 6-50 mg/ml degisen konsantrasyonlarda
polimerler ile inkiibasyonu yapilan polimerlerin 625 nm dalga boyunda yapilan

spektrofotometrik absorbans degerleri i¢in hesaplanan hiicre sayilar1 verilmistir.
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Cizelge 3.5 Oliim Zaman1 Analizi i¢in Spektrofotometrik sonuglar, Staphylococcus epidermidis
HS: Hiicre sayis1t CFU/ml X10?

Polimer/Ko-polimerler

PMMA C-PLA R-PLA PCL PHB PHB-V  Konsantrasyon
3. Saat
424 398 483 457 431 405 50 mg/ml
417 437 488 492 398 435 25 mg/ml
486 507 403 514 469 492 12,5 mg/ml
479 466 520 509 501 478 6 mg/ml
6. Saat
887 821 917 918 949 323 50 mg/ml
931 899 964 958 337 847 25 mg/ml
& 959 926 970 1.084 980 893 12,5 mg/ml
= 976 084 1.125 1.050 1.108 926 6 mg/ml
wn
w 18. Saat
= 87.800 93.400 89.440 75.100 99.000 81.000 50 mg/ml
- 83.000 94.700  104.300 89.000 76.400 104.000 25 mg/ml
105.500 131.500 122.000 88.300 92.000 100.700 12,5 mg/ml
116.000 107.000 119.500 112.800 117.600 98.200 6 mg/ml
24. Saat
457.500 170.000 292.500. 455.000. 470.000 355.000 50 mg/ml
421.250 435.000 477.500 422.500 443.200 481.250 25 mg/ml
493,750 517.500 483.750  560.000 510.000 490.000 12,5 mg/ml
507.500 535.000 571.250  520.000 541.250 546.875 6 mg/ml

Boliim 2.2.5.4’te de belirtildigi iizere kontrol grubuna karsin mikroorganizma sayisinin yarisini
inhibe etme yetisini logl0 formasyonu ile tespit edilmektedir. Log10 formasyonunda kontrol
grubu degerinden 0,30 ve daha altinda bir degere sahip olunmasi o polimerik maddenin o saat
dilimine ait olarak mikroorganizma sayisinin en az yarisini inhibe edici etki gosterdiginin kaniti
konumundadir. Ornegin: 24. Saat kontrol grubu 500.000.000 degerine sahiptir. Bu deger log10
formasyonunda 8,69 iken bu mikroorganizma sayinin yarisi yani 250.000.000 degerinin log10

formasyonunda karsilig1 8,39dur. Bu durum her konsantrasyon i¢in ayni duruma sahiptir.

Deneysel ¢alismalar sonucunda Staphylococcus epidermidis bakterisine karsi kontrol grubuna
kiyasla bakterilerin yarisini inhibe etme etkisi 4 polimerde cesitli saat ve konsantrasyonlarda
tespit edilmistir. Cizelge 3.5 onciiliigiinde diger cizelge ve grafiklerde farkli acilardan da

belirtildigi tizere:

e C-PLA-R-PLA polimerinin Staphylococcus epidermidis bakterisine karst 50mg/ml
konsantrasyonunda 6liim zamani 24.saat itibari ile tespit edilmistir. (Figiir 3.1)
e PHB-V ko-polimerinin Staphylococcus epidermidis bakterisine karst 50mg/ml

konsantrasyonunda 6liim zamani 6.saat itibari ile tespit edilmistir. (Figtir 3.1)
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e PHB polimerinin = Staphylococcus epidermidis bakterisine karst 25mg/ml

konsantrasyonunda 6liim zamani 6.saat itibari ile tespit edilmistir. (Figiir 3.2)

Staphylococcus epidermidis
S0mg/ml

cre Sayilari
S
Ty

7 ==
= 6,5 f,,ﬂ.ﬂ“
s 6 =
= — :
C 55 9=
B 5
,3 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Analiz Siireler1
—a—CPLA —e—PHB-V Kontrol

Sekil 3.7 Staphylococcus epidermidis bakterisine kars1 C-PLA, PHB-V ve Kontrol grubunun
hiicre sayilarinin yer aldig1 50mg/ml konsantrasyona ait logaritmik deger grafigi

Cizelge 3.6 Sekil 3.7°de log10 degerlerinin ¢izelge iizerinde gosterimi

Stire Kontrol C-PLA PHB-V
3.Saat 5,69 5,60 5,60
6.Saat 6 5,91 5,50
18.Saat 8 7,97 7,90
24 Saat 8,69 8,23 8,55
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Sekil 3.8 Staphylococcus epidermidis bakterisine kars1 PHB ve Kontrol grubunun hiicre
sayilarinin yer aldig1 25mg/ml konsatrasyona ait logaritmik deger grafigi

Cizelge 3.7 Sekil 3.8’de ki log10 degerlerinin ¢izelge lizerinde gdsterimi

Stire Kontrol PHB
3.Saat 5,69 5,60
6.Saat 6 5,52
18.Saat 8 7,88
24 Saat 8,69 8,64

Staphylococcus epidermidis bakteri susuna karsin diger test ornekleri ile es zamanl yapilan
time-kill analiz yontemi sonucunda cizelge 3.4’te yer alan pozitif kontrol bazli Sl¢iim
kontroliine dayanarak kontrol grubunda yer alan hiicre sayilarinin, yukarida belirtilen zaman
araliklarinda en az yarisinin inhibe edildigi hem ¢izelgelerde hem de grafiklerde

belirtilmektedir.

Cizelge 3.8’te, Pseudomonas aeruginos ile 6-50 mg/ml degisen konsantrasyonlarda polimerler
ile inkiibasyonu yapilan polimerlerin 625 nm dalga boyunda yapilan spektrofotometrik

absorbans degerleri i¢in hesaplanan hiicre sayilar1 verilmistir.
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Cizelge 3.8 Oliim Zamani Analizi icin Spektrofotometrik sonuglar, Pseudomonas aeruginosa
HS: Hiicre sayis1t CFU/ml X10?

Polimer/Ko-polimerler

PMMA  C-PLA R-PLA PCL PHB PHB-V  Konsantrasyon

3. Saat

432 480 463 470 487 476 50 mg/ml

466 471 489 462 479 485 25 mg/ml

459 502 508 487 512 526 12,5 mg/ml

510 500 539 491 507 534 6 mg/ml
6.Saat

807 898 321 966 948 880 50 mg/ml

887 932 904 979 982 920 25 mg/ml

957 947 917 283 987 973 12,5 mg/ml

961 964 972 1.022 1.198 995 6 mg/ml
18.Saat

Hicre Sayisi

26.000 29.000  78.800.  96.500 92.800 108.000 50 mg/ml
103.300  81.500 93.200 98.600 126.600  116.000 25 mg/ml
95.500 91.700 89.200 86.500 101.500  129.000 12,5 mg/ml
116.900 124.400 109.700 133.400 147.300  118.200 6 mg/ml
24.Saat
362.500 475.000 410.000 455.000 405.000  495.000 50 mg/ml
470.000 515.500 505.000 470.000 510.000 522.500 25 mg/ml
481.250 596.250 480.200 490.000 502.500  525.000 12,5 mg/ml
550.000 585.000 561.250 572.500 585.000  620.000 6 mg/ml

Cizelge 3.9 ve 3.10’da Pseudomonas aeruginosa bakterisine karsi etki gosteren polimerik
biyomalzemelerin hiicre say1 degerleri Log10 formasyonunda gosterilmistir. Bununla beraber
asagida yer alan sonuclar elde edilmistir. Calismalar sonucunda Pseudomonas aeruginosa
bakterisine kars1 kontrol grubuna kiyasla bakterilerin yarisini inhibe etme etkisi 4 polimerde
cesitli saat ve konsantrasyonlarda tespit edilmistir. Cizelge 3.8 Onciiliiglinde diger ¢izelge ve

grafiklerde farkli agilardan da belirtildigi tizere:

e PMMA ve C-PLA polimerinin Pseudomonas aeruginosa bakterisine karst 50mg/ml
konsantrasyonunda 6liim zamani 18.saat itibari ile tespit edilmistir. (Figiir 3.3)

e PCL polimerinin Pseudomonas aeruginosa bakterisine karst 12,5mg/ml
konsantrasyonunda 6liim zamani 6.saat itibari ile tespit edilmistir. (Figiir 3.4)

e R-PLA polimerinin Pseudomonas aeruginosa bakterisine karst 50mg/ml

konsantrasyonunda 6liim zamani 6.saat itibari ile tespit edilmistir. (Figtir 3.3)
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Sekil 3.9 Pseudomonas aeruginosa bakterisine karsi PMMA, C-PLA, R-PLA ve Kontrol

grubunun hiicre sayilarinin yer aldigi 50mg/ml konsatrasyona ait logaritmik deger
grafigi

Cizelge 3.9 Sekil 3.9°da log10 degerlerinin ¢izelge iizerinde gosterimi

Stire Kontrol PMMA C-PLA R-PLA
3.Saat 5,69 5,63 5,68 5,66
6.Saat 6 5,90 5,95 5,50
18.Saat 8 7,41 7,46 7,89
24 Saat 8,69 8,55 8,67 8,61
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Sekil 3.10 Pseudomonas aeruginosa bakterisine kars1 PCL ve Kontrol grubunun hiicre
sayilariin yer aldig1 50mg/ml konsatrasyona ait logaritmik deger grafigi

Cizelge 3.10 Sekil 3.10°da log10 degerlerinin ¢izelge {izerinde gdsterimi

Stire Kontrol PCL
3.Saat 5,69 5,68
6.Saat 6 5,45
18.Saat 8 7,93
24 Saat 8,69 8,69

Pseudomonas aeruginosa bakteri susuna karsin diger test drnekleri ile es zamanli yapilan time-
kill analiz yontemi sonucunda c¢izelge 3.4’te yer alan pozitif kontroliine dayanarak belirtilen

zamanlarda en az yarisinin inhibe edildigi hem ¢izelgelerde hem de grafiklerde belirtilmektedir.
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Cizelge 3.11 Olim Zamam Analizi i¢in Spektrofotometrik sonuglar, Staphylococcus aureus
HS: Hiicre sayis1t CFU/ml X10?

PMMA C-PLA R-PLA PCL PHB PHB-V  Konsantrasyon
3. Saat
390 356 403 461 411 348 50 mg/ml
410 319 378 508 379 365 25 mg/ml
445 442 396 503 452 484 12,5 mg/ml
470 483 452 539 440 433 6 mg/ml
6.Saat
820 608 717 808 748 593 50 mg/ml
855 839 709 860 822 757 25 mg/ml
5| 917 791 871 812 991 763 12,5 mg/ml
> 968 834 1.115 954 1.034 946 6 mg/ml
< 18.Saat
‘g 77.800 63.400 69.800 72.800 59.700 31.800 50 mg/ml
I | 81.000 94.700 84.100 122.100 88.500 92.400 25 mg/ml
95.000 99.210 104.200 98.550 82.600 105.100 12,5 mg/ml
106.000 117.460 139.400 101.300 97.100 87.690 6 mg/ml
24.Saat
406.000 148.750 338.000 466.000 374.600 297.500 50 mg/ml
473.000 488.125 532.500 400.000 439.100 503.800 25 mg/ml
525.000 530.625 486.980 547.500 528.700 472.000 12,5 mg/ml
510.000 558.125 671.030 515.650 626.500 490.200 6 mg/ml

Deneysel calismalar sonucunda Staphylococcus aureus bakterisine karst kontrol grubuna
kiyasla bakterilerin yarisini inhibe etme etkisi 2 polimerde cesitli saat ve konsantrasyonlarda
tespit edilmistir. Cizelge 3.11 Onciiligliinde diger ¢izelge ve grafiklerde farkli agilardan da

belirtildigi lizere:

e C-PLA polimerinin  Staphylococcus aureus  bakterisine karst  50mg/ml
konsantrasyonunda 6liim zamani 24.saat itibari ile tespit edilmistir. (Figiir 3.5)
e PHB-V  polimerinin  Staphylococcus  aureus  bakterisine karst  50mg/ml

konsantrasyonunda 6liim zamani 18.saat itibari ile tespit edilmistir. (Figiir 3.5)
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Sekil 3.11 Staphylococcus aureus bakterisine kars1 C-PLA, PHB-V ve Kontrol grubunun
hiicre sayilarinin yer aldigi 50mg/ml konsantrasyona ait logaritmik deger grafigi

Cizelge 3.12 Sekil 3.11°de logl0 ki degerlerin ¢izelge iizerinde gdsterimi

Stire Kontrol C-PLA PHB-V
3.Saat 5,69 5,55 5,54
6.Saat 6 5,78 5,77
18.Saat 8 7,80 7,50
24 Saat 8,69 8,17 8,47

Staphylococcus aureus bakteri susuna karsin diger test drnekleri ile es zamanh yapilan time-
kill analiz yontemi sonucunda cizelge 3.4’te yer alan pozitif kontrol bazli 6l¢iim kontroliine
dayanarak kontrol grubunda yer alan hiicre sayilarinin, yukarida belirtilen zaman araliklarinda

en az yarisinin inhibe edildigi hem ¢izelgelerde hem de grafiklerde belirtilmektedir.

Deney sonucunda kullanilan polimerik biyomalzemelerin farkli konsantrasyonlarda test
edilmesi antimikrobiyal 6zellik bakimindan etkin bir analiz sonucu agiga ¢ikarmistir. Time-Kill
deney metodunun sonucunda elimize kalan en net analiz avantaji diger metotlarda edinilemeyen

veya olmayan durum, konsantrasyon farkinin hem kalitatif hem de kantitatif agidan ele alinmas1
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durumudur. Bu durum biyomalzemeler 6zelinde gozlemsel olarak antimikrobiyal 6zelligi
analiz edip bir karara vardigimiz sonucun hangi oranda dogru ve kac kat iyilestirilebilir

oldugunu saptamamizdaki detay bakimindan ince islenen bir metottur.

Degerler sonucunda ko-polimer ve polimerlerde Enterococcus faecalis, Salmonella typhirium,
E.Coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis Bacllus subtiilis ve Candida
albicans mikroorganizmalarma karsi, kontrol grubuna kiyasla herhangi bir saat ve
konsantrasyon degerinde, bakteri sayisinda net bir azalma (yarisim1 inhibe etme) etkisi

bulunmamaktadir.

3.4 Plak Sayma Deneyi

Uretilen biyomalzemelerin iizerinde test mikroorganizmalarmin canliliklarini, plak igerisinde
olusturduklar1 koloni sayilarinin sayilmasi esasina dayanmaktadir. Koloni sayilarinin test edilen
malzeme iizerinde net bir 6zellik ayirimi yapilmasina olanak saglamaktadir. Deneylerimizde
kullanilan biyomalzemelerin bu kapsam dahilinde, biyomalzemelerin antimikrobiyal
ozelliklerinin var yok denilmesinden ziyade var ise hangi oranda veya kag¢ koloni {izerinde

dogrudan etkisi var seklinde analiz edebilme hedefi dogrultusunda uygulanmaktadir.

Sotoudehbagha ve arkadaslarinin (Sotoudehbagha vd. 2018) yapmis oldugu calisma
kapsaminda bakilacak olunursa, iiretilen metal matrisli kompozit biyomalzemelerin
antimikrobiyal 0Ozelliklerinin plak sayma metodu ile malzeme oranlarinin arttirilarak
eklenmesinin {izerine, petri kaplarindaki siras1 ile azalan koloni sayilarinin gézlenmesi ilkesine
dayanmaktadir. Sun ve ekibinin (Sun vd. 2021) ele aldig1 c¢alismasinda demir mangan
alasiminin yine antimikrobiyal aktivite gosterip gostermedigini ¢esitli silireler kapsaminda (6
saat veya 24 saat gibi) plak sayma metodu ile koloni sayisinin zamana bagli dogrusal
korelasyonu temel alinarak analiz yapilmaktadir. Plak sayma metodunun tiretilen karakteristik
biyomalzemelerde antibakteriyel 06zellik degerlendirilmesinin yer aldigi cesitli tezlerde
mevcuttur. Bu ¢aligmalarda da yukaridaki makalelerde de yer aldig1 gibi biyomalzemenin hangi
oranda katkilanarak antibakteriyel 6zelligin koloni sayisindaki degisim yiizdesi ile belirlenmesi

esasina dayanmaktadir (Batibay 2021; Kilig 2021).
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3.4.1 Polimer ve Kompozit Polimer Biyomalzemeler

Deneysel caligmalarimizda yer alan polimer ve kompozit polimer olan biyomalzemelerin
antimikrobiyal aktiviteleri Boliim 2.1.2°de yer alan test mikroorganizmalarina karsi plak sayma
metodunda incelenmistir. Deney sonuglarinda anlamli olan bulgular sirasi ile sekil 3.7 - 3.9°da
polimer ve kompozit polimerlerin ilgili test mikroorganizmalarina karsi deneyin sonug
gorselleri yer almaktadir. Gorsellerde sirasi ile yer alan polimerik malzemeler PCL - PMMA -

PHB - C PLA - R PLA ve Kontrol seklindedir.

Sekil 3.13 Polimer biyomalzemelerin plak sayma metodu deneyi: Salmonella tyhpriium.
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Sekil 3.14 Polimer biyomalzemelerin plak sayma metodu deneyi: Staphylococcus epidermidis.

Polimerik biyomalzemelerin plak sayma sonucunda net bir antimikrobiyal ayirim gozlenmedigi
icin tablo yerine sozlii olarak ifade edilecek olunursa, sekil 3.50, 3.52 ve 3.53 numarali
sekillerdeki mikroorganizmalara kars1t PCL polimerinin petri kabinda, kesin bir antimikrobiyal
ozellik gostermemesine ragmen kontrol numunelerinden sayica daha az koloni iiremesi
gozlemlenmistir (Bu gozlem kolonilerin daha az oldugu yoniinde olup sayim asamasinin
yapilamamasindan kaynakli ifadeler nicel olarak yapilmaktadir). Yine PCL polimerinin petri
kabinda ve ek olarak PHB polimerinin petri kabinda sekil 3.49, 3.51 ve 3.56’ta kontrol

numunelerine kiyasla sayica daha az koloni tiredigi tespit edilmistir.

Kontrol numunelerine kars1 da olsa bir miktar az lireme gosteren bu polimerler disinda geri
kalan polimerler ve mikroorganizma testlerinde herhangi bir antimikrobiyal etki olarak
yorumlanabilecek bir bulguya rastlanmamaistir. Yapilan bu analiz sonucunda diger metotlarda
da belirtildigi lizere polimerin antimikrobiyal etkilerinin hi¢ olmadig1 kanisina varilmadigi i¢in,
icerik miktar1 ve yogunlugu ile ilgili degisiklerin bu 6zellik gosterimini etkileyebilecegi bir kez

daha ortaya konulmustur.

Cizelge 3.13 Plak Sayma metodu, Polimerik malzemelerin koloni sayilari.

Enterococcus faecalis PCL 215
PHB >468

PMMA, C- PLA, R-PLA, Kontrol >750

Salmonella tyhpriium PCL >481
PMMA, C- PLA, R-PLA, PHB, Kontrol >750

Staphylococcus epidermidis PCL >520
PHB 162

PMMA, C- PLA, R-PLA, Kontrol >750
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3.4.2 Metal ve Metal Alasim Biyomalzemeler

Deneysel caligsmalarimizda yer alan metal ve metal alasim 6zellikli olan biyomalzemelerin
antimikrobiyal aktiviteleri Boliim 2.1.2°de yer alan test mikroorganizmalarina karsi plak sayma
metodunda incelenmistir. Deney sonuglarinda anlamli olan bulgular agagida sirasi ile sekil 3.10
- 3.12°de ilgili test mikroorganizmalarina karst deneyin sonug gorselleri yer almaktadir.

Gorsellerde sirasi ile Kontrol - Ti6Al4V - Fe - FeMnZnO yer almaktadir.

Sekil 3.15 Metal ve metal alasim biyomalzemelerin plak sayma metodu deneyi
Enterococcus faecalis.

Sekil 3.16 Metal ve metal alasim biyomalzemelerin plak sayma metodu deneyi
Salmonella typhirium.

Sekil 3.17 Metal ve metal alasim biyomalzemelerin plak sayma metodu deneyi
Escherichia coli.

Metal ve metal alasim olan biyomalzemelerin plak sayma metodu sonuclarinda ilk dikkat edilen

nokta, yeni iretilen FeMnZnO biyomalzemesinin tiim mikroorganizmalara karsi kontrol
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numunesi basta olmak tizere hem Ti6Al4V hem de Fe malzemesine karst antimikrobiyal 6zellik
acisindan gozle goriiliir bir derecede farklilik yaratmistir. Ayrica bir diger etkin sonug ise sekil
3.61°de yer alan gorsellerde de goriildiigii iizere hem FeMnZnO hem de saf Fe malzemesi net
bir antimikrobiyal ozellik gostererek herhangi bir mikroorganizma (E.coli) kolonisinin
iiremesine olanak saglamamislardir. Bu etkin bulgular sayesinde, FeMnZnO biyomalzemesinin
ozellikle Enterococcus faecalis > Escherichia coli > Staphylococcus aureus seklinde bu
mikroorganizmalara kars1 Saf demirin ise Escherichia coli’ye kars1 biyomalzeme igeriginden

kaynakli iistiin bir antimikrobiyal aktivite 6zelligi gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 3.14 Plak Sayma metodu, Metal ve Metal alagim malzemelerin koloni sayilari.

Enterococcus faecalis Fe-Mn 243
Kontrol - Ti6Al4V- Fe >750
Salmonella tyhpriium Fe-Mn >277
Kontrol - Ti6Al4V- Fe >750
Escherichia coli Fe - Fe-Mn 0
Kontrol - Ti6Al4V >750

3.4.3 Kompozit Biyomalzemeler

Deneysel calismalarimizda yer metal matrisli kompozit biyomalzemeler ve ¢inko metalinin
antimikrobiyal aktiviteleri B6liim 2.1.2°de yer alan test mikroorganizmalarina karsi plak sayma
metodunda incelenmistir. Deney sonuglarinda anlamli olan bulgular sirasi ile sekil 3.13 - 3.16

arasi ilgili test mikroorganizmalarina kars1 deneyin sonug gorselleri yer almaktadir.

Gorselde sirast ile yer alan malzemeler 4: Cinko metali, 8: Cinko+Titayum, 12: malzeme
iceriginin %3 oraninda ¢inko i¢eriginin artmis hali, 16: malzeme iceriginin %6 oraninda ¢inko
iceriginin artmis hali, 20: malzeme igeriginin %9 oraninda c¢inko iceriginin artmis hali

seklindedir.

Sekil 3.18 Kompozit ve ¢inko metali biyomalzemelerinin plak sayma metodu deneyi
Salmonella typhirium.
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Sekil 3.19 Kompozit ve c¢inko metali biyomalzemelerinin plak sayma metodu deneyi
Staphylococcus epidermidis.

Sekil 3.20 Kompozit ve ¢inko metali biyomalzemelerinin plak sayma metodu deneyi
Pseudomonas aeruginosa.

Sekil 3.21 Kompozit ve c¢inko metali biyomalzemelerinin plak sayma metodu deneyi
Escherichia coli.

Plak sayma metodu sonucunda kompozit malzemelerin ve ¢inko metalinin deneysel amag goz

onilinde bulundurularak, verdikleri antimikrobiyal aktivite oranlar1 yani petrilerde iireyebilen
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koloni sayilari ¢izelge 3.10°da verilmistir. Tablodaki koloni sayilar1 CFU/ul seklinde

belirlenmistir.

Cizelge 3.15 Plak sayma metodu sonucunda kompozit malzemelerin ve ¢inko metalinin petri
kabindaki koloni sayilari.

Ornek No / 4 8 12 16 20
Suslar
E.F. >310 0 0 0 0
S.T. 88 7 0 0 0
S.E. 104 1 0 0 0
P.A. >589 11 0 0 0
E.C. >117 2 0 0 0
K.P. 35 18 0 0 0
B.S. 56 3 0 0 0
S.A. 2 0 0 0 0

Kompozit biyomalzemeler ve ¢inko metalinin plak sayma deneyleri sonucunda, ilk dikkat
ceken noktanin malzeme gruplarinda katkilama oranlarinin artmasi ile (12, 16, 20) biitiin test
mikroorganizmalariin petri kaplarinda herhangi bir bakteri kolonisi tespit edilmemistir. Sirasi
ile calisilan tiim suslarda birbirlerini takiben (4, 8) tespit edilen bakteri koloni sayilarinda
dikkate deger bir diisiis saptanmistir. Bu sonuglar 1s181nda katkilama orani 12’den biiyiik olan
tiim katki etkilerinde net bir antimikrobiyal aktivite gézlenmistir. Deney gorsellerinde tiim test
mikroorganizmalarmin o6zellikle 4 numarali numunelerde bazi yogun iireme bdlgeleri
olusturdugu ve bu bdlgelerin inokiilim ve mikroorganizma kaynakli olup herhangi bir
kontaminasyonun s6z konusu olmadig1 kisaca tist liste gelmis koloni kiimleri oldugu detayl
mikroskobik analiz onucunda saptanmistir. Bu metal matrisli kompozit malzeme grubunun
cesitli katkilama yapilan malzemelerin antimikrobiyal aktivite oranlarinda, katki orani
artmasini takiben dogrusal bir korelasyon gozlemlenmistir. Calisilan malzeme grubunun, siire¢
icerisindeki antimikrobiyal aktivite gdsteriminin zamana karsi stabilizesinin netlesmesi,
caligmanin ¢esitli mikroorganizmalar kapsaminda ilerletilebilmesi ve yeni malzeme gruplarinin

calisilabilmesi acisindan bu dogrusal korelasyon c¢ok biiyiik bir 6nem arz etmektedir.
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BOLUM 4

TARTISMA

4.1 Sterilizasyon

Otoklav ile her deney Oncesi ayni protokol uygulanarak oncesinde otoklav igerisine 1 litreye
kadar saf su eklenir. Steril edilecek malzemeler daha stabil durmasi ve uygunlugu icin derin
tabanli beherler icerisine konularak, beherin agzi tam kapatilmayacak sekilde (otoklav
prensibine uygun olarak beher icerisine buhar basinci etki etmesi amaciyla) aliiminyum folyo
ile ortiilerek kazanlar igerisine malzemeler yerlestirilir. Ardindan son asama olarak secilerek

121C° 15 dakika sterilizasyon islemi gergeklestirilir.

Deney oncesi yapilan otoklav islemleri ayni siire¢ takip edilerek her bir deneyin sonrasinda
deneyin sonuglar1 not edildikten sonra kullanilan cam ve metal malzemeler i¢in tekrarlanir.
Deney sonucunda tiipler igerisindeki kalan besi yeri ve mikroorganizmalar ayr1 bos ve derin bir
behere doldurulup bu kez sterilizasyon numunesi s1vi oldugu i¢in otoklavda 121C° segilerek 20

dakika sterilizasyon islemi gerceklestirilir.

Diger bir yandan deney sonucunda steril edilecek numuneler agarli bir petri kab1 oldugunda ise
yine ayni sekilde derin tabanli bir beher igerisine petri kaplari st iiste konularak (Sterilizasyon
sonrasinda beherden sivi tasmamasi i¢in tami tamina doldurulmamalidir. 121C° 15 dakika

sterilizasyon islemi yapilir.

UV 151k ile sterilizasyon iglemlerinin cam ve metal olmayan malzemelerin sterilizasyonunda
kullanilmaktadir. Calismada kullanilan polimer ve seramik biyomalzemelerin otoklavdaki
yiiksek basinca maruz birakmadan, sterilize etmek amaciyla deney dncesi her iki yiizeyi de
laminer kabin icerisinde UV 1s1k altinda sterilizasyon islemi yapilir. Otoklavda gerceklestirilen
malzeme sterilizasyonunun aynisi deney icerisindeki metal biyomalzemeler i¢in UV 151k altinda
da sterilize edilerek ayni deneyler tekrar edilmistir. Bu tekrarlar sonucunda hem otoklav hem
de UV 1smin sterilizasyon agisindan deney kontaminasyon olumsuz ydnce etkileyecek bir

ayirim olup olmadigi incelenmistir.

Deneysel calismamizin, siiregleri baslamadan 6nceki hazirlik evrelerinde her deney igin belirli

bir standarttin hem malzeme hem de kullanilan test mikroorganizmalar1 arasinda saglanmasi
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deney siirecine ve sonucuna dogrudan etki etmektedir. Bu etki oranini en saglikli diizeyde

tutabilmek i¢in bahsedilen optimizasyon c¢alismalar1 gerceklestirilmistir.

4.2 Antimikrobiyal Aktivite Yontemi Temelli Analiz

Antimikrobiyal aktivite analiz yontemlerini tez kapsaminda, yontemlerin kendi igerisindeki,
analiz acisindan sagladiklari olumlu yanlar ve etkilendikleri olumsuz yanlarin ele alinmasi,
diger yontemler ile aralarindaki dogrusal ya da dogrusal olmayan korelasyonlarin incelenmesi
ve antimikrobiyal aktivite yontemlerine tabi tutulan biyomalzemelerin kendi igerisindeki

arastirma sonuglari tizerine degerlendirme yapilmaistir.
4.2.1 Agar Disk Difiizyon Metodu

Agar disk diflizyon yonteminde test edilen malzemenin yapisal formu ve fiziksel durumunun
analize etkisinin en az oldugu test yontemi olmaktadir. Ornegin: Calisilan biyomalzemelerde
toz form ya da kat1 formda olan malzemelerin olmasi, toz formda bulunan malzemelerin
¢Oziinlirlik durumunun olup olmamasi var ise ¢ozdiiriiliip steril disklere emdirilmesi yok ise
presleme islemi yapilarak kati disk haline getirilmesi, kat1 formda ise bu kati maddenin yiizey
ozellikleri ve kalinlig1 gibi unsurlarin en esnek sartlarda test edildigi yontem agar disk difiizyon
yontemi olarak tespit edilmistir. Ayrica seramik malzemelerin toz formda olmasi ve ¢ozliniirliik
durumlarinin net olmamasindan kaynakli tez kapsaminda yapilan metotlardan sadece agar disk

difiizyon metodu analiz edilmelerine elverisli olmustur.

Analiz sonucunda degerlendirme yapilirken yontemin olumlu yan1 olan farkli tip malzemeler
ile calistlmasinin getirdigi olumsuz yanlarda mevcuttur. Ornegin: Calisilan kat1 malzemelerin
yiizeylerinin kati agar lizerine mikroorganizma ekimi gerceklestikten sonra agar yiizeyine
yerlestirildiginde ylizeyde kayma islemi gerceklesiyor ve bu hassasiyet saglanmazsa
inkiibasyon sonucunda zon ¢api i¢in saglikli bir veri elde edilememektedir. Bu hassasiyet deney
sirasinda ve inkiibasyon siiresinde siirekli olarak saglanmalidir. Bu hassasiyetin yapilamayacag1
durumlarda malzeme boyutuna elverisli olarak, agar disk difiizyon deneyine paralel olan agar
kuyu difiizyon metodu uygulanabilir. Bir diger olumsuz etki ise kullanilan malzemelerin metal
esasli olmasimna bagli olarak oksijen ve sivi ile temas sonucunda oksitlenme
gbzlemlenebilmektedir. Bu durum etkin zon ¢ap1 dl¢limleri i¢in elverisli bir durum degildir. Bu
tip malzemelerin ylizeylerinin ¢ok temiz ve istenilen durumda iken deneye baslamak ve deney
stiresini minimumda tutarak (18-24 saat) malzemenin deforme olmasindan sonuglarin elde

edilmesi arastirmacilar1 en saglikli sonuglara yonlendirebilmektedir.
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Agar disk difiizyon metodu malzeme tiiriine gore verdigi sonuglar bakimindan plak sayma
yontemi ile dogrusal bir korelasyon gostermistir. Ornegin: Kompozit malzemeler ve malzeme
tiriinden kaynakli net dl¢imlerin alinamadigi metal malzemelerin etkinlerinin plak sayma
metodu ile takip ¢alismasi yapildiginda agar disk diflizyonun yontem igindeki malzeme
kaynakli olumsuzluguna ragmen plak sayma caligmalari i¢in Oncii bir c¢alisma grubu
olusturdugu net verilerle gézlemlenmistir. Bu yontemlerin malzeme tiirii de imkan verdiginde
es zamanl olarak c¢alisilmasi sonucglarin netligi ve saglamligi agisindan iist diizey bir oran

vermektedir.

Sonug olarak Agar disk diflizyon yontemi geleneksel, bilinirligi yiiksek, maliyet agisindan ucuz
ve malzeme yelpazesi genis olmasina karsin yontem ve malzeme ici barindirdigi olumsuzluklar
yontemin malzeme tiirline goére net bir etkinlikte verim verebilecegini tam olarak on

gormemektedir.
4.2.2 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu Belirleme Yéntemleri

Minimum Inhibisyon konsantrasyonun belirlenmesinin farkli iki temelli yonteme sahip
olmasinin derin bir analiz kaynagi ve sonuglarin etkin sekilde karsilikli yorumlanabilmesi

imkanin1 saglamaktadir.
4.2.2.1 E Test Yontemi

E test metodunda bilinen E test ¢alismalarindan farkli olarak tek bir test seridine etkin bir madde
emdirilerek yapilan gézlemsel sonuglardan ziyade, maddelerin farkli konsantrasyonlarinin (50-
25-12.5-6) filtre disklerine emdirilmesi sonucunda zon c¢apmin hangi disk etrafinda da
goriilecegi esasina dayanmaktadir. Tez kapsaminda yer alan polimer ve ko polimer malzemeleri
coziiniirlik avantajindan kaynakli olarak bu yontemde yer almaktadirlar. E test metodu
¢oziiniirlik durumu aktif olan malzemelerin sonu¢ alacagi bir yontem grubu olmasindan
kaynakli time kill- ve seri diliisyon yontemi disinda kalan yontemler ile yakin bir malzeme
yelpazesi bulunmamaktadir. Tiim agar disk temelli yontemlerin ortak sorunu etken maddenin
disk igerisinden agara niifuz etmesi ve mikroorganizmay1 inhibe etmesi esasli oldugu i¢in bu
yontemlerde disk icerisine emdirilen konsantrasyonlarin 6zenle segilmesi ve konsantrasyon
farklariin sabit tutulmas1 madde ve yontem acasindan en saglikli sonuclarin alinmasina yarar

saglamaktadir.

E test yontemi malzeme ve deneysel amag bakimindan seri diliisyon ve time-kill yontemleri ile

benzerlik gosterse de maddenin diskten agara yayilimmin etkinligi sivi besiyeri igerisinde
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gerceklestirilen yontemlerden sonug¢ analizi olarak daha az etkin oldugu net sekilde tespit
edilmistir. Yontemlerin amaci dogrultusunda etkin bir MIC tayini E test metodunda diger
dogrusal korelasyon gosterdigi yontemlerden daha az efektif oldugu igin yOntemin
dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir. Ornegin: E test metodunda MIC olarak
gozlemlenmeyen mikroorganizma ve konsantrasyon diger MIC belirleme metodunda tespit

edilmistir.

Sonug olarak yontem i¢inde malzemenin farkli konsantrasyonlarinin yer aldigr durumda MIC
olarak nitelendirilen bir sonu¢ vermesi yontemin aktif sekilde sonu¢ verdigi fakat deneysel
sonuglarin hassasiyeti ve derinligi ile ilgili korelasyon kurdugu diger MIC ¢alismalarinin bir 6n
caligmasi niteliginde oldugu tespit edilmistir. Bu yontemlerin malzeme tiirii de imkan
verdiginde es zamanli olarak calisilmasi sonuglarin netligi ve saglamlig1 acisindan iist diizey

bir oran vermektedir.
4.2.2.2 Seri Diliisyon sonras1 Spektrofotometrik Analiz

Bir diger MIC belirleme yontemi olan seri diliisyon yontemi E test ile bir korelasyon halinde
oldugu tespit edilmistir. Bu korelasyonun deney sonuglarini saglamlastiran ve analizi kantitatif
olarak bir list seviyeye ¢ikaracak yontem olmasi metodun en belirgin avantajlar1 arasinda yer
almaktadir. Seri diliisyon metodunun 24 saat inkiibasyon ardindan spektrofotometre
kullanilarak absorbans degerleri alinip bu degerleri tiip igerisindeki o ana ait olan hiicre
sayilarinin tespiti konusunda etkin calismasi bu deney metodunun hassasiyeti ve bu tip
malzeme gruplarinda e test onciil ¢calismasinin yapilmasini takiben mutlaka analiz yontemi
olarak degerlendirilmesi gerektigi tez ¢alismamiz kapsaminda tespit edilmistir. Ornegin e test
yonteminde elde edilen sonucun seri diliisyon yonteminde test edilmesi ve E test metodunda
yer almayan ya da maddenin o yontem bazinda etkinliginin gdzlemsel olarak belirlenememesi
sonucunda hatali karar verme durumun 6niine gecilmesi i¢in net bir destekleyici faktor olarak

gorev yapmaktadir.

MIC hesaplanmasinin yontem bazinda 24. saat inkiibasyon sonucu bakilmasi bu siire¢
icerisinde etkinligi cok yiiksek ve siirekli seviyede olmayan maddelerin 24. saat sonucunda
mikroorganizmalarin iiremesini 6nleyemedigi fakat inkiibasyon siirecinin farkli dilimlerinde
bunun gerceklesebilecegi tespite acik bir konudur. Bu durum goz oniine alinarak nasil E test
metodu seri diliisyon yontemine oncii bir ¢aligma olarak destek veriyorsa, seri diliisyon yontemi
de time-kill metoduna dnciiliikk eden ve hangi mikroorganizmanin ve maddenin bir {ist derinlikte

arastirilmasi konusuna 151k tutmaktadir.
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4.2.3 Zamana Bagh Oliim Testi (Time-Kill Yontemi)

Zamana bagl 6liim testinde bir iist baglikta belirtildigi iizere E test, seri dilisyon ve time-kill
calismalar1 ayni paralellikte farkli derinliklerde hesaplama yapilan analiz yontemleridir. Time
kill metodu kendi igerisinde analiz edilen madde ve analizi yapan kurum neticesinde zamansal
olarak farklilik gosterebilir fakat her bir zaman diliminde absorbans degerlerinin belirlenmesi
esasina dayanmaktadir. Bu tez kapsaminda her bir zaman diliminden (3,6,18,24) sonra
spektrofotometre kullanilarak absorbans degerleri ile hiicre sayilari1 belirlenerek sonuglar
yorumlanabilmistir. Time-kill yonteminin iistiin avantajlarindan biri de yontem igerisinde
sonuca gidebilecek iki farkli kantitatif yol bulunmasidir. Bu tez kapsaminda oldugu gibi
absorbans degerleri kullanilmasinin yani sira her bir zaman diliminden sonra agarli petrilere
ekim yapilarak inkiibasyon sonucunda kolonilerin sayilarak matematiksel veri eldesi saglanir.
Bu avantaj, yontemin malzeme konusunda E test ve seri diliisyon oldugu gibi ¢oziintirliik
durumu ile ilgilenirken, yontemin calisilacagi laboratuvar imkanina gore de elverisli olmasidir

diger yontemlerden pozitif olarak ayirilmasini saglamaktadir.

Bu tez galismasi, tercih edilebilirlik ve net sonuglarin alinmasi agisindan malzeme durumu goz
oniinde bulundurarak maliyet durumu analiz olanaklar1 yontemin yapilacagi ortam ve
yontemlerin sikga tekrarlarinin yapilmasi gibi konularin degerlendirilmesi agisindan bir
basamak ¢alismasi 6zelliginde imkanlara gore sirasi ile ya da tek basina E test, seri diliisyon ve
time-kill yontemlerinin yapilmasini sonuglarin derinligi saglamhigi ve yinelenebilirligi

acisindan degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir.

Yontemin negatif olarak sayilabilece§i bir durum ise tlip igerisinde spektrofotometre ile
Ol¢timde maddenin tiremesini engelledigi durumlarin disinda mikroorganizmalarin inkiibasyon
sonucunda kendiliginden 61diigii durumlarda absorbans degerine bu durumun etkisi géz ardi
edilmemelidir. Bu durumu da desteklemek ve soru isaretlerinin giderilmesi i¢in her bir zaman
diliminde spektrofotometre ile Ol¢lim alinirken es zamanli olarak kati agara her
konsantrasyondan ekim yapilarak, olii canli hiicre farkin1 net sekilde yontemi degistirmeden,

gidis yolunu farklilastirarak sonuca net sekilde varilabilmektedir.

Sonug olarak MIC sonras1 MIC konsantrasyonun veya diger konsantrasyonlarin hangi zaman
diliminde etkinlik olanaklarinin incelenmesi agisindan tek basina etkin olabilecegi gibi dogrusal

korelasyon sagladigi yontemler ile de es zamanli sonuglar verdigi tespit edilmistir.
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4.2.4 Plak Sayma Metodu

Plak sayma metodu ¢6ziiniirlik durumundan ziyade yontem olarak diger analiz yontemlerine
elverigli olmayan 6rnegin: agar disk diflizyon metodunda malzeme tiirii bazinda net 6l¢iim
alinamayan metal esaslt malzemeler veya Genel acidan kati bir malzemenin ya da ¢dziinme
yetenegi olmayan bir maddenin, ¢oziinme yetenegi olsa da diizgiin bir yilizeye sahip olan
malzemenin analizini kolayca ve etkin bir sekilde hiicre sayis1 temeline inerek net bir ayirim

yapma durumu bulunmaktadir.

Analizin net bir antimikrobiyal aktivite analizi bazinda agar disk difiizyon yontemi ile dogrusal
bir korelasyon ve es tabanli bir ¢aligma sunmaktadir. Agar disk difiizyon yonteminin hassasiyet
olarak yetersiz kaldig1 durumlarda plak sayma bu eksiligi dolduracak etkinlikte bir yontem
oldugunu, metal esaslit malzemeler veya agar disk diflizyon metodunda herhangi bir zon ¢ap
vermeyen fakat koloni sayisi olarak farklarini net sekilde gdzlemledigimiz polimerik
biyomalzemenin etkinliginin analiz edilmesine olanak saglayan net bir analiz yontemidir. Plak
sayma metodu diger agarli yontemlere nazaran kendi icerisinde arastirmaciya en c¢ok bilgiyi
veren yontem oldugu malzemelerin hem mikroorganizmalar arasindaki etki degisiminin hem
de bir mikroorganizma igerisindeki malzemelerin etki degisimini net sekilde koloni bazli

gostermesi esasina dayanir.

Sonug olarak; tez kapsaminda yapilan anttimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinin malzeme tiiriine
ozgii olarak secimlerin yapilabilecegi bir karsilastirma yapilmistir. Ozellikle E test seri
diliisyon ve time-kill deney korelasyonu ile agar disk difiizyon ve plak sayma metotlarinin
birbirlerini tamamlama durumlar1 net sekilde tespit edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda hangi
malzeme tiiriine sahip olundugunda bu tiire ve bu malzeme tiirii i¢cin hangi antimikrobiyal

aktivite testin sec¢ilmesi gerektigi gibi hususlara cevap niteligi tasidig: diistiniilmektedir.

Her tiirden malzemenin ve sonug¢ kapsami bakimindan farkli analiz yontemlerinin se¢ilmesi ve
uygulanilabilir her tir malzeme ile test edilmesi, calismanin malzeme ve istenilen
antimikrobiyal test arasindaki dogru eslesmenin saglanmasi agisindan biiylik Oonem arz
etmektedir. Ilerleyen caligmalarda malzeme tiirlerinin ve tiir gesitliginin artmasi ve analiz
yontemlerinin farklilastirilmasi ile ¢aligmalarin yapilmasi i¢in Oncii ve elzem bir calisma

konumundadir.
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