BASKENT UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
PROTETIK DiS TEDAVISi ANABILIM DALI

A
€3

TIYOL ICERIKLi PLAZMA POLIMERIZASYON TEKNIGI ILE YUZEY
KOSULLARI DEGISTIRILMiS TITANYUM iMPLANT
MATERYALININ YUZEY OZELLIKLERININ VE BAKTERIYEL
TUTULUMA ETKISININ INCELENMESI

DOKTORA TEZi

Dt. Soykan KOKLU

Ankara 2009







BASKENT UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
PROTETIK DiS TEDAVISi ANABILiM DALI

<T>

TiYOL ICERIKLI PLAZMA POLIMERIZASYON TEKNIGi iLE YOZEY
KOSULLARI DEGISTIRILMIS TITANYUM iMPLANT
MATERYALININ YOZEY OZELLIKLERININ VE BAKTERIYEL
TUTULUMA ETKIiSIiNIN INCELENMESI

DOKTORA TEZi
Dt. Soykan KOKLU
Danisman: Dog. Dr. Pervin IMIRZALIOGLU

Ankara 2009



T.C
BASKENT UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Protetik Dis Tedavisi Dalinda Doktora Programi gergevesinde yiiriitiilmiig olan bu ¢aligma,
asagidaki jiiri tarafindan Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 18/09/2009

“Tiyol Igerikli Plazma Polimerizasyon Teknigi ile Yiizey Kosullar1 De g1$t1r11m1$ Titanyum
implant Materyalinin Yiizey Ozelliklerinin ve Bakteriyel Tutuluma Etkisinin Incelenmesi”

TEZ DANISMANI: DOC.DR.PERVIN IMIRZALIOGLU

TEZ JURISI UYELERI

Prof.Dr. Biilent DAYANGAC

Prof.Dr. Semih BERKSUN

Dog¢.Dr. Selim ERKUT

‘Dog.Dr.Miige DEMIRBILEK p/(//

ONAY:Bu tez Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulunca belirlenen yukaridaki jiiri
tiyeleri tarafindan uygun gériilmiig ve Yonetim Kurulu'nun 25 /09 / 2005 tarih,
San €005 |83 sayili karariyla kabul edilmistir.
s

N e

/Prof.Dr.Rengin Erdal
Saglik Bilimleri Enstitiisti Muidiirti

iii



TESEKKUR

Bu calismanin olusumundan sonuglanmasina kadar her asamasinda, ilgi,
destek ve bilgisini esirgemeyen, tez danismanim ve degerli hocam Dog. Dr.

Pervin imirzalioglu’ na,

Doktora egitimimde biyiik emekleri olan Baskent Universitesi Dis Hekimligi

Fakultesi Protetik Dis Tedavisi Anabilim Dali 6gretim tyelerine,

Doktora tezimin mikrobiyoloji bélumiindeki calismalari sirasindaki yardimlari igin
Yrd. Dog. Dr. Mige Demirbilek’e,

Doktora tez konumun belirlenmesinde ve calismalarim esnasinda biiyiik

katkilari olan Yrd. Dog. Dr. Dilek Cokeliler'e,

Doktora egitimim boyunca kendisinden ¢ok sey 6grendigim, bilgi ve

deneyimleriyle bana i1sik tutan degerli hocam Dog. Dr. Tugrul Altay’ a,

Birlikte caligmaktan ve vakit gecgirmekten zevk duydugum sevgili asistan

arkadaglarima,

Her zaman yanimda olan sevgili anne ve babama tesekkiirlerimi sunarim.



OZET

Bu in vitro ¢aligmada tiyol igerikli monomer ile plazma polimerizasyon
yonteminin, implant materyali olarak siklikla kullanilan titanyum Gzerine
uygulanabilirligi ve yilizey o6zelliklerinin degistiriimesiyle bakteri tutulmasina
etkisinin incelemesi amaclanmistir.

Caligmamizda tip 4 titanyum metali kullanilmistir. 4mm c¢apinda, 1mm
kalinliginda olmak tizere 20 adet titanyum disk hazirlanmig, biitiin 6rneklere esit
kosullarda polisaj iglemleri uygulanmistir. Orneklerden 10 tanesine ayni
sartlarda olmak {zere plazma polimerizasyon yontemi ile yiizey kaplamasi
uygulanmig, kalan 10 6rnek kontrol grubu olarak kullaniimistir. Yizey
purtzlilikleri atomik kuvvet mikroskobu kullanilarak élgtilmustar. Olusan film
tabakasinin kalinhgi elipsometre kullanilarak belirlenmistir. Temas agisi
6lctmleri icin damlacik profil fotograflar cekilmistir. OCA temas acisi programi
ve bilgisayar kullanilarak fotograflarin incelemesi yapilmigtir. Farkli titanyum
ylzeylerindeki bakteriyel kolonizasyonun incelemesi icin érnekler mutans grubu
streptokok igceren 5 ml siispansiyon igerisinde inkiibe edilmistir. Mikrokoloniler
2.5% gluteraldehit ile ylzeye fikse edilip, floresan mikroskopta incelenmek
Uzere 1% akridin turuncusu boyasi ile 1 saat boyanmistir.  Mikroskop
incelemesinde, her oérnedin rastgele secilen 5 bélgesinde, 40x buyitmede
mikrokoloniler saylimistir.

Plazma polimerizasyon uygulanan érneklerde, cilali titanyum yiizeyinden
daha dusuk ylizey purtizlilik degeri gérilmistir. Olusan ince film tabakasinin
ortalama kalinhgr 49.4 nm olarak olgtlmistir. Temas agisi olgiimlerine
dayanarak cilali titanyum ylizeyine gére daha hidrofilik bir ylizey meydana
geldigi tespit edilmistir. Ylzey kaplamasi uygulanan &6rneklerde bakteri
tutulumundaki azalma istatistiksel olarak anlaml bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Titanyum, ylizey kaplama, yiizey topografisi, serbest yiizey
enerjisi, bakteriyel tutulum



ABSTRACT

The aim of this in vitro study was to evaluate the applicability of the
plasma polymerization technique with monomer containing thiol functional
group on frequently used titanium implant biomaterial surfaces and the effect of
the surface modification on microorganism adhesion.

The study was performed using grade 4 commercial type (cp-Ti) pure
titanium. Twenty discs of 4mm diameter and 1 mm height were prepared and
each samples’ surface was metallographically polished with a diamond paste.
Ten of these samples were modified with the plasma polymerization technique
under equal conditions. The remaining 10 samples of unmodified polished
titanium were used as the control group. Surface roughness was determined by
using atomic force microscopy. Thickness of the plasma polymerized film was
measured by an ellipsometer. Contact angle measurements were performed
with the sessile drop method using the OCA 20 contact angle system. Thereby,
a video camera equipped with an image analyser visualizes the shape of the
drop and the contact angle. The corresponding picture is saved in the computer
and the contact angle is determined by software. In order to evaluate the
bacterial colonization on different titanium surfaces, titanium discs were
incubated in 5 ml of a suspension containing streptococcus mutans. Bacterial
microcolonies were fixed in 2.5% glutaraldehyde followed by an additional
fixation step in 1% Acridine Orange at room temperature for 1 hour.
Quantitative analysis was performed using a fluorescence microscope. Samples
were examined at 40-fold magnification and the number of microcolonies was
determined on five randomly selected representative fields on each disc.

The study determined that plasma polymerized sample surfaces were
smoother than the uncoated sample surfaces. Also, improvements in the
hydrophilic character on modified titanium were determined by the contact angle
measurements. After modification with the plasma polymerization technique,
thickness of the plasma polymerized film was measured as 49.4 nm. The
reduction of microorganism adhesion was significant on coated surfaces.

Keywords: Titanium, surface coating, surface topography, surface free energy,
bacterial adhesion
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1. GIRIS

Erken donem implant basarisizliklarinda cerrahi travma, bakteriyel
kontaminasyon, mevcut kemigin kalitesi, yas, diabet, menapoz dénemi ve
hormon eksiklikleri sorumlu goésterilirken, ge¢ dénem basarisizliklardan daha
¢ok implant bélgesindeki mikrobiyolojik olusumlar ve konak cevabi arasindaki
denge bozuklugu sorumlu tutulmustur. (1)

Implantin oral kaviteye agilan kisimlar ( transgingival kisim ), floradaki
bakterilerle etkilesime giren ve plak formasyonuna énciililk eden yiizeyler haline
gelebilmektedir. implant gevresinde mikrobiyal plak akiimiilasyonu konusuna
deginen bilimsel ¢aligmalarda, biyofilm yapisinin bu bélgelerde de olustugu ve
kalicihgr halinde implant bagarisizliklarina sebep oldugu belirtilmistir. (2)

Implant yiizeyleri ile 6ncelikle Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguis, Streptococcus oralis gibi erken dénem mikroorganizmalar arasindaki
baglanti  olusmaktadir. Bu  mikroorganizmalar da, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphromonas gingivalis, Provetalla intermedia gibi
periimplantitise yol agabilecek periodontal patojenlerin bélgeye tutulumu igin
gerekli kosullari saglamaktadir. (3)

Oral bakterilerin kati ylizeye tutunma mekanizmasi tam olarak
anlagilamamigtir. Yapilan galismalarda tutunma, elektrostatik etkilesimler, van
der Waals kuvvetleri ve asit-baz etkilesimleri gibi spesifik olmayan etkilesimler
ve reseptor-ligand baglantisi gibi spesifik etkilesimler ile agiklanmistir.
Bakterilerin baglandigi ylzeylerin serbest enerjisi, puriizliligi ve kimyasal
kompozisyonunun bakteri tutulumunu, dolayisiyla enfeksiyon gelisimini
etkiledigi bildirilmistir. (4)

Dental implantlarda bakteri tutulumunu azaltmak amaciyla titanyum
ylzeyine uygulanan gesitli kaplama teknikleri bulunmaktadir. (1,5,23)

Plazma polimerizasyon teknigi, plazmadaki organik bilesigin polimerize
oldugu ve bir madde tzerine ¢oktigu kaplama yoéntemidir. Plazma, maddenin
kati, sivi ve gaz hallerinden oldukga fakli 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle
maddenin dordinci hali olarak tanimlanir. Plazma polimerizasyon yénteminin
en 6nemli avantaji uniform ve ince kaplamalar elde edilebilmesidir. Uygun
plazma yiizey iglemiyle; optik yansima, adezyon, sirtiinme katsayisi, yiizey
enerjisi, gegirgenlik, yizey iletkenligi gibi yeni 6zellikler elde edilebilir. (6)

Dental impantlarda plazma polimerizasyon teknigi ile yiizey kosullarini
degistiren ve bakteri tutulumunu inceleyen ¢alisma bulunmamaktadir.



Calismamizda tiyol igerikli monomer ile plazma polimerizasyon
yénteminin, implant materyali olarak siklikla kullanilan tip 4 saf titanyum tizerine
uygulanabilirligi ve ylzey o6zelliklerinin degistiriimesiyle biyofilm ve bakteri
tutulmasina etkisinin incelemesi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Dental implantlarin Tarihgesi ve Geligimi

Implantlar; kaybedilen dislerin rehabilitasyonunda, kraniyofasiyel iskeletin
rekonstrilksiyonunda, ortodontik tedavide ankraj olarak ve distraksiyon
osteogenezi ile yeni kemik olusumuna yardimci olarak kullaniimaktadir. (6)

Dental implantlara ait ilk bulgu milattan sonra 600 yillari civarinda
yagsamis olan Mayalara ait bir mezar kazisindan elde edilmigtir. Misir ve
ortadoguda da implantlarla ilgili calismalar yapilmistir.(7)

Kemigin implantla kaynagmasi ilk kez 1940 yilinda Bothe ve arkadaslari
tarafindan bildiriimistir. Osseointegrasyon ilk kez Branemark tarafindan
‘yasayan kemik ile yiik tagiyan implant yiizeyi arasindaki fonksiyonel ve yapisal
birlesme’ olarak tanimlanmistir. (7)

2.2. implant Biyomateryalleri

Implantlarin yapiminda birgok biyolojik uyumlu materyal kullanilabilir.
Daha ¢ok metal ve metal alagimlari Gizerine yogunlagiimistir. Ancak seramik ve
karbon, polimer ve kompozitlerle ilgili calismalar da yapilmaktadir. (14)

2.2.1. Titanyum

Dental implantlarin Gretiminde genellikle ticari saf titanyum ( Ti ) ve
Ti6AI4V alagimi kullanilir. Oksijen igerikleri farklilik gésteren dért tip saf
titanyum bulunur. (8)

En fazla oksijen igereni %0,4 ile saf Ti tip 4 tur. Titanyum tipleri arasinda
iceriklerinde bulunan nitrojen, karbon, hidrojen ve demir oranlar agisindan
belirgin farklar gozlenmez. Minér elementlerin oranlarindaki ufak degisiklikler
alagimlarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini belirgin bigimde degistirebilir. (9)



N & H Fe 0 Al Vv Ti
CpTi Tpl 0,03 0,1 0,013 | 002 (0,18 - - Denge
CpTy, Tip2 0,03 0,1 0015 [ 0,03 [ 0,23 - - Denge
CpTi Tpl 0,05 0,1 Q.13 0,03 | 035 - - Denge
CpTy, Tpd 0,03 0.1 0,15 005 | 040 - - Denge
Ti6 AW 0,05 0,08 | 0012 | 025 (0,13 | 55-6,5| 3,545 | Denge

Tablo 2.1: Titanyum ve titanyum alagimlarinin kimyasal kompozisyonu

Titanyum atom numarasi 22 olan ve periyodik cetvelde 4.grupta yer alan
bir metaldir. ilk olarak 1789'da W. Gregor tarafindan tamimlanmistir. Yer
kabugunun %0,6’sini olusturan titanyum en yaygin bulunan onuncu elementtir.
Brinell sertligi 100 kg/mm2 ve yogunlugu 4.507 g/cm3 tir. Yiksek dayaniklilg
ve dustk 6zgul agirligi ile ugak ve uzay endistrisinde, optik alanda ve saat
yapiminda kullanihr. (10)

Oda sicakhiginda hegzagonal a evresi olarak isimlendirilen kristal bir
yaplya sahiptir. 882.5-C’da bu evre bagka bir kristal yapiya dénisir ve
merkezde toplanmis kibik yapi B evresi olusur. Alfa ve beta evreleri artan ve
azalan isi1 degerleri ile yer degistirebilir. Farkli metaller veya elementler
eklenerek yiiksek 1s1 evresi oda sicakliginda sabitlestirilebilir. icerdigi elementler
titanyumun mekanik 6zellikleri Gizerinde 6nemli rol oynar. Ayrica oksijen, azot ve
hidrojen de iyonik kristal yapiyi etkiler. (11)

Erime noktasi yaklagik 1700 -C’ dir. Yiuksek erime isisi ve kimyasal
tepkimesi, titanyum ve titanyum alagimlarin dékimint ancak 6zel sartlarin
yerine getiriimesi ile mimkin kilar. Titanyumun doékalebilirligini kisitlayan bir
problem de, silika bagli ve fosfat bagli revetmanlarin icerisindeki elementler ile
kimyasal reaksiyona girerek doékim ytizeyinde oldukga sert ve kirilgan bir
tabaka meydana getirmesidir. (12)

Titanyum; iglenebilirligi, kimyasal reaktivitesi, diistk termal iletkenligi,
ylksek sicakliklardaki yiksek dayaniklihgi ve dusik elastik modili gibi icsel
ozellikleri nedeni ile zayif olarak kabul edilir. Titanyum reaktif bir metaldir.
Havada, suda veya herhangi bir elektrolit ortamda yiuizeyinde 1 msn iginde
olusan 1nm kalinigindaki stabil oksit tabakasi, titanyumun korozyona karsi
direncli olmasini saglar. (13)

Uygun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri sayesinde dis hekimliginde sabit
kron ve kopri, hareketli ve tam protez iskelet alt yapisi, kemik ici implant ve
implant st yapi parcalaninin dékiimiinde kullaniimaktadir. (85) Biyouyumlu ve
biyoinert olmasi, kemige yakin elastisitesi ve hafifligi, antibakteriyel olmasi,



korozyona kars yiiksek direncinin olmasi nedeniyle en uygun implant materyali
olarak bildirilmigtir. Ortopedide sabitlestirici ve kalp-damar cerrahisinde kalp
kapakgiklari olarak sikga kullanilir. Titanyumun oksit tabakasina proteoglikan ve
glikozaminoglikan gibi doku driinleri yapisir. Bunlarin iizerlerine de kollojen
demetler tutunarak osseointegrasyon adimi baslatiimis olur. Ancak titanyumun
dis hekimliginde kullaniminin tamamen basarili olarak degerlendirilmesi icin
halen agilmasi gereken bazi engeller mevcuttur. (11)

2.2.2 Seramik ve karbon

Bu grup aliminyum oksit seramikler, karbon ve karbon-silikon bilesimi ve
zirkonyumu igerir. Hidroksiapatit kati bir materyaldir ve implant yiizeyini
kaplamada ¢ok yaygin olarak kullaniimaktadir. Yiizeyi kaplayan materyaller
implantlara gelen yikleri karsilamak icin kullanildiklarindan bu materyaller
asinmaya direncli olmalidirlar. (14)

2.2.3 Polimer ve kompozitler

Polimetiimetakrilat, silikon ve polietilen bu gruba girer. Giniimizde
yaygin olarak kullaniimamaktadirlar ancak teknolojik gelismeler bu materyalin
gelecekte kullanimini artirabilir. (14)

2.3. implant uygulamalarinda meydana gelen komplikasyonlar
Cerrahi komplikasyonlar
A-Intraoperatif komplikasyonlar
1- Hemoraji
2- Sinir zedelenmesi
3- Maksillar ya da nasal siniis perforasyonlari
4- Cene kemigi kirlimasi

5- Uygunsuz implant yerlestirme tekniginin olasi sonuglari



B- Postoperatif komplikasyonlar

1) Erken komplikasyonlar

» Kapatma vidalarinin gevsek kalmalar, diismeleri
* Hemoraji

« Hematom

» Odem

* Erken enfeksiyon

* Yara kenari dehisensi ve mukozal perforasyon
* Cerrahi amfizem

» Implant mobilitesi

2) Ge¢ komplikasyonlar

* Periimplantitis

* Yumusak doku patolojileri

* Sert doku patolojileri

Protetik komplikasyonlar

» Implantlarin uygunsuz yerlesimi ve eksen yénii
* Protetik postun kaybi ve kingi

* Okluzal vidalarin kaybi ve kirigi

* Estetik komplikasyonlar

* Fonksiyonel komplikasyonlar

» implant kaybi

» implant alt yapinin kirilmasi



Erken donem implant basarisizliklarinda cerrahi travma, bakteriyel
kontaminasyon, mevcut kemigin kalitesi, yas, diabet, menapoz dénemi ve
hormon eksiklikleri sorumlu gésterilirken, ge¢ dénem basarisizliklardan daha
cok implant bolgesindeki mikrobiyolojik olusumlar ve konak cevabi arasindaki
denge bozuklugu sorumlu tutulmustur. (1)

Agiz hijyeni agisindan kullanilan biyomateryallerin tizerindeki biyofilm
tabakasinin dagihm orani 6nemli bir unsurdur. (15) Mikrobiyal enfeksiyonlarin
yaklagik %65'inin biyofilmler araciligiyla bulastigi bildirilmistir. (16)

2.4. Biyofilm

Biyofilm, mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, herhangi bir yiizeye,
ara ylizeye veya birbirlerine yapigmalarini saglayan ve bilyime oranlari ile gen
transkripsiyonuna bagl olarak farkli fenotip gosterebilen ve olusturan
mikroorganizmanin iginde gémdilii olarak bulundugu ekstraseliiler polimerik
maddeden olugsmus matriks ( EPS ) seklinde tanimlanmaktadir. (16)

2.5. Bakterilerin yiizeylere yapisma mekanizmasi ve biyofilm
olusumu

Bakterilerin biyofilm olugturmalar igin 6ncelikle bir yiizeye tutunmalari
gerekmektedir. Bu tutunma temelde U¢ asamada gergeklesir; hazirlayici film
olusumu, ylizeye taginim, ylizeye baglanma ve polisakkarit tiretimi. (20)

Bakteriler bir yuizey tzerine direkt olarak tutunmazlar. Oncelikli olarak
malzeme ylzeyinde “hazirlayici film” olarak nitelendirilen organik tabaka olusur.
Tutunmay! saglayan organik maddelerin basinda fibronektin, kolojen, albumin
gibi proteinler yer almaktadir. Bu maddeler yiizeye sivi veya hava yoluyla
ulagirlar ve malzeme yiizeyine serbest bakterilerin tutunmasini kolaylastiririar.
(20)

Mikroorganizmalar, yapisacaklari doku veya malzemeye sivi veya hava
icerisinde pasif olarak taginirlar. Bunun disinda bakteriyel flajel bakteri
hareketini, pili ise bakteri hiicreleri arasindaki genetik aligverisi yani ayni
zamanda haberlesmeyi saglar. Bu hiicre uzantilan ile veya bazi amipsi
hareketlerle mikroorganizmalar bdlgeye aktif olarak ulasabilir. Yizeye gelen
mikroorganizmalar negatif yuklidir ve yapisma yitizeyindeki yukli bélgeler ile
olan elektrostatik etkilegimler ya da hidrojen baglar ve hidrofobik etkilesimler ile
yuzeye tutunma gergeklesebilir. Bunun yani sira, yiizey ile ayni yilkke sahip
mikroorganizmalar van der Waals gekici kuvvetleri sayesinde yiizeye yakin bir



pozisyon alir (yizeyden yaklagik 10 nm uzaklikta) . Yizeye yaklastikga bu
¢ekici kuvvetler artar ve bdylece mikroorganizmalar yiizeyden yaklasik 2-3 nm
uzaklikta konumlanirlar. Bu tutunmalar geri déntistimltdir. Baglar ne spesifik,
ne de kuvvetlidir. Bakteri ile ylizey arasinda bu asamada bir miktar bosluk
bulunmaktadir ve gesitli etkilerle bu baglar tekrar bozulabilmektedir. (17)

Bakteriler yuzeye 1 nm veya daha yakin oldugunda yiizey tutunma
proteinleri, hazirlayici  film tabakasindaki fibronektin, protein  gibi
makromolekiiller ile etkilegime girerler. Bu sekilde baglanti, geri déntisiimsiiz bir
sekle girmektedir. Baglantilar siki kimyasal baglantilardir (iyonik, hidrojen ve
kovalent baglanma) ve spesifiktirler. (17)

Bakterilerin  Grettigi polisakkaritler de yiizeye baglanarak hiicre
kiimelesmesine ve mikrokolonilerin olugsmasina yardimei olurlar. Sicaklik, besi
ortami, katyon dengesi gibi cevresel kosullar uygunsa bakteri iremesi
gergeklesir. Ayrica organik maddeler, 6l hicreler (nétrofil, fagositik, epitel
hicreler vb.) ve minerallerin de katiimiyla biyofilm yapisi olugur. Biyofiim
olusumunda birgcok gen, hicreler arasi sinyallesme ve polisakkaritlerin
uretiminde rol almaktadir. (17)

Kumelesme ve koloni olusumundan sonra, biyokiitlenin dis yiizeyinden
ayrilmalar géralur. Bu aynimalar koloninin yasi ve cesitli fiziksel kuvvetler
nedeniyle gergeklesir. Ayrilan biyofilm parcalar tekrardan bagka yiizeylerde
biyofilm olusturabilme kabiliyetindedirler. (17)

2.6. Agiz ici yiizeylerde biyofilm olusumunu etkileyen faktorler
2.6.1. Yiizey piiriizliiliigu, yizey enerjisi ve yiizeyin kimyasal yapisi

Bir kati veya sivi igerisindeki her molekiil, kendisini gevreleyen diger
molekiller tarafindan tim yoénlerde esit olarak cekilerek dinamik bir denge
icerisinde kalir, Ancak maddenin dis yiizeyinde bu denge bozulur, yiizeydeki
molekiillerin, alt tabakalardaki ¢ok sayida molekdil tarafindan asagi ¢cekilmesi ile
en Ustteki molekil tabakasinda igsel bir kuvvet olusur. Bunun yani sira yiizeyi
olusturan molekiller, i¢ yapidan farkh olarak kendilerine 6zgii bir dizilim
gosterirler. Yilzeyde buharlasma veya benzeri sebeplerle meydana gelen
molekil kayiplari yada elektron eksiklikleri, molekiiller veya atomlar arasindaki
mesafenin artmasina, dolayisiyla daha gigli g¢ekim kuvvetlerinin ortaya
¢ikmasina yol acar. Butin bu etkilesimler, materyalin ylizeyinde bir enerj
artigina neden olur ki buna yiizey enerjisi adi verilir. Sivilarda ise bu enerji,
yuzey gerilimi olarak isimlendirilir. (18)



Dis yiizeyinde biyofilm olusumunun ilk agsamalarinda, bakterinin minenin
pit ve fisslrlerine yapistigi gézlenmis, yilizey vyapisinin 6nemli oldugu
dustntlmustir. Biyofilm olusumunda digin ylizey enerjisinin de 6nemli oldugu
bildirimektedir. Buna bagh olarak puriizlii yizeylerin ylizey enerjisinin fazla
olmasi nedeniyle biyofiim olusumuna daha yatkin oldugu belirtiimektedir. Ayni
zamanda hidrofobik maddelerin biyofilm olusumunu hizlandirdidi, agiz icindeki
bakterilerin bir gogunun hidrofobik ylizey o6zelliklerine sahip olmasinin da
biyofilm olusumunu artirdig bildirilmektedir. (19,20)

Quirynen ve arkadaglarinin 1993 yilindaki calismasinda mikrobiyal
kolonizasyonu etkileyen puritzlilik esik dederi Ra= 0.2 um olarak tespit
edilmigtir. Bu degerin altindaki degerler arasinda bakteriyel kolonizasyon
acisindan énemli farklihklar bulunmamistir. (21)

Uyen ve arkadaslan dusik serbest yiizey enerjisine sahip bakterilerin,
dusuk serbest yiizey enerjisine sahip katilara; yiiksek serbest yiizey enerjisine
sahip bakterilerin, yliksek serbest yilizey enerjisine sahip katilara daha fazla
baglandigini ortaya koymuslardir. (22)

Ancak son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda yiizey purtzlulugi ve yiizey
enerjisi digindaki faktorlerin de bakteriyel tutulumda etkili olabilecegi
gosterilmistir. (5,23)

Hannig ve arkadaslarinin calismasinda, agiz igi ytizeylerde bakterilerin
baglangic baglantisinin yizeyin fiziko-kimyasal 6zelliklerine bagli oldugu
belirtiimigtir. (24)

2.6.2. Tukiiriik

Dental biyofilm olusumunun kontroliinde tukuiragin biyiik 6nemi oldugu
belirtimektedir. Tukiriikle kapl yiizeyin ne oranda degistigi ve bu degisimin
ylzeye biriken mikroorganizmalari ne oranda etkiledigi 6nem kazanmaktadir.
Tukdruk proteinlerinin bakterinin cinsine gére yapismayi kolaylastirabilecegi ya
da engelleyebilecegi bildirilmistir. (25)

2.6.3. Materyallerin antibakteriyel 6zellikleri

Amalgam, altin ve bilesikleri gibi materyallerin salgiladig iyonlarin ve
cam iyonomer simanlarin salgiladigi florid yapisan bakterinin tGremesini ve
canlihgini engelleme 6zelligi vardir. (23)



2.7. Biyofilm Analiz Yontemleri

Bakteri sayisi veya biyofilm yapisi; 1sik mikroskobu, taramali elektron
mikroskobu, konfokal mikroskop veya floresan mikroskobu ile direkt olarak
incelenebilir. (26)

2.7.1. Isik mikroskobu ile inceleme

Bu yontem bakteriyel gézlem ve sayim icin temel bir metoddur. Isik
mikroskobu kullanmak igin yizeyin tst katmani saydam olmalidir. Bunun igin
ornek olabildigince ince olmalidir. Genelde bakteriler “kristal viyole” veya “karbol
fuksin” gibi boyalar yardimi ile gézlemlenir. Biyofiimde bulunan hiicreler,
yogunluklarina bagl olarak gok etkin bir sekilde incelenemezler. (27)

2.7.2. Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Taramali elekiron mikroskobu yéntemi ile ¢ok detayli gdzlem
yapilabilmekte, fakat biyitme derecesinden dolayl sadece gok kiigiik alanlar
incelenebilmektedir. Pahali ve zahmetli olan bu teknik ayni zamanda ¢ok zaman
almaktadir. Biyofilm incelemelerinde, hiicreler ve hiicre digi matris detayli olarak
incelenebilmektedir. (27)

2.7.3. Floresan mikroskobu

Dokular, hiicre veya bakteriler floresan boyalarla boyanip ve UV isinlari
altinda mikroskopta incelendiginde, 1sik sagan parlak cisimcikler halinde
goralurler. Bu amagla kullanilan boyalar; auramin O, acridin orange R, berberin
sulfat, primulin, thioflavin S, trypaflavin, thiazo-sarisi G, corifosfin O, fluorescein,
rheonine A, rhodamine B ve morindir. (27)

Akridin boyasi nukleoit boyasidir. Bakteri hiicresi igerisindeki
nikleoitlere yapisarak floresan mikroskobunda gériiniir hale getirir. Bu terim ile
3 gesit boya anlatilir: 1) Akridin turuncusu, 2) Proflavine, 3) Acriflavine
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2.7.4. Konfokal mikroskopi

Hacreler, floresan esasina dayanan bir analiz teknigi olan konfokal lazer
taramali mikroskopi ile bulunduklar ylizeylerden ayrilmadan
incelenebilmektedir. Bu yéntem ile biyofilmin ¢ boyutlu yapisinin incelenmesi
mimkindir. Konfokal mikroskopide amag ii¢ boyutlu incelemedir. (26)

Direkt analiz yontemlerine alternatif olarak bakteri sayisi veya biyofilm
yapisi gesitli indirekt yontemler ile de incelenebilir. (26) Bu yéntemler de su
sekilde siralanabili;, CFU ( koloni olugturabilen birim ), radyoaktif isaretleme,
CTC (5-siyano-2,3-ditolil tetrazolyum kloriir ) ile isaretleme, spektrofotometre,
hiicre sayaci ile tayin, biyokimyasal isaretleyiciler.

Tipta yodun olarak uygulanan yabanci cisimlerin uzun siire
kullanilabilirligini saglamak icin, bakterinin biyofiim olusturmasini énleme veya
olusmus biyofilmi yok etme seklindeki potansiyel tedavi ydontemleri tizerinde
yogunlukla ¢aligiimasi gereken bir konudur. (16)

Bu konu ile ugrasan c¢alisma gruplarinin gelistirdikleri stratejiler asagidaki
sekilde siralanabilir :

2.8. Biyofilm olusumunu engelleme yéntemleri

2.8.1. Baglangicta olusan yapismanin engellenmesi: Biyofilmin ilk
tutulumdan hemen sonra olugsmasi bilinen bir gergektir. Yapilan calismalarda,
gumus iyon kaplanmasi, antibiyotik emdiriimesi ve heparin gibi tutulumu
engelleyen maddelerin kullaniimasinin yabanci cisimler ile mikroorganizma
arasindaki ilk yapigmayi geciktirdigi ve bu sekilde biyofiim olusumunu
engellendigi gosterilmistir. (16)

2.8.2. Biyofilm olusumunu azaltmak: Biyofilm yapisindaki karbonhidrat
iceriginde bulunan siyalik asidin, biyofilme karsi gelistirilecek tedavi
stratejilerinde 6nemli bir hedef molekiil olabilecegini dugtiniimektedir. (16)

2.8.3. EPS’ye karsi gelistirilecek stratejiler: EPS, biyofilmin antibiyotik
direnci olugturmada rol oynayan bir molekili olmasi nedeniyle &nemli bir
hedetftir. (16)
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2.9 Streptococcus Mutans

1924 yilinda Clarke, pek c¢ok insan ¢lriuk lezyonunda, baskin olan bir
streptokok tlrinu izole etmis ve bu turin, kokal morfolojiden kokobasiller
morfolojiye dogru gegis yapan yapisal 6zelligi nedeniyle Streptococcus mutans
(S. Mutans ) adini vermigtir. Ayni arastirici, yapay cirik lezyonlarinda
S.mutans’ in dig ylizeyine oldukga siki yapistigini gézlemlemistir. Clarke’in bu
calismalan diger arastiricilar tarafindan bir siire destek gérmemis ancak 1960’li
yillarda bu mikroorganizmanin ciiriikten tekrar izole edilmesi ile plaktaki varligi
dogrulanmustir. (28) Bu streptokok grubu karakteristik olarak, hareketsiz, katalaz
negatif, kisa ve orta uzunlukta zincirler olugturan gram pozitif koklar seklinde
tanimlanmustir Mitis Salivarius Agar (MSA) (izerinde konveks koloniler olusturur.
Bu koloniler opaktir, ylizeyleri buzlu cami andirir. Ancak kilttir ortamina bagh
olarak koloni morfolojileri ¢ok degiskendir. S. mutans pH 5 de metabolik agidan
aktive olur. Bu pH pek cok bakterinin yagsayamayacagd kadar asidik bir pH'dir.
(29)

2.10. Yiizey Modifikasyonu Olusturma Yoéntemleri
2.10.1 Mekanik Yiizey Modifikasyon islemleri

Bagka bir katt materyal ile yilizeye fiziksel kuvvetler uygulanarak
materyalin islenmesi, sekillendiriimesi ve madde kaybinin saglanmasidir.
Mekanik yilizey modifikasyon islemlerinde yiizey materyalinde kesici veya
asindirici bir uygulama ile madde kaybi saglanabilir, ylizey materyali tanecikler
le kumlanarak deforme edilebilir veya bu sekilde kismi madde kaybi
saglanabilir. (30)

a) Tornalama iglemi

Tornalama iglemi titanyumdan medikal aletlerin yapilmasinda kullanilan
bir uygulamadir. Tornalanan yiizeyler; calisan kesici ucun hizina, uyguladigdi
baskiya ve kullanilan kayganlastirici solisyonun 6zelliklerine baghdir. (30)

Tornalama isleminden kaynaklanan bazi yiizey 6zellikleri meydana gelir.
Yizey topografisi tornalama islemi yéni boyunca yénlenme gésteren oluklar
icermektedir. Yizey tabakasi plastik olarak deforme edilerek asindiriimistir.
Titanyum ylzeyinde yiizey temizleme c¢oziicileri ya da tornalama iglemi
sirasinda kullanilan kayganlasgtirici sollsyonlardan arta kalan organik ve
inorganik (Si, Ca, S, Cl, Fe, vb.) kirleticiler bulunabilir. (30)
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b) Zimparalama ve Parlatma islemleri

Zimparalama ve parlatma islemleri materyal yiizeyinde asindirici
tanecikler ile madde kaldirimasi esasina dayanan, prensipte birbirine benzer
islemlerdir. Zimparalama igleminde iri asindirici tanecikler igeren plakalar
kullanilarak daha hizli madde kaybi ve daha purizii topografiler elde
edilmektedir. EGer, zimparalama iglemi tek yénde uygulanirsa bu iglem belli bir
yone sahip topografilerin elde edilmesinde kullanilabilir. Parlatma isleminde,
gittikge incelen asindirici tanecikler igceren yaglayici soliisyonlar kullanilarak
oldukga diizgiin yiizeyler elde edilebilir. Kullanilan asindiricilar genellikle SiC,
Al,O3 ve elmas igeriklidir. En ince boyutta asindirici tanecikler kullanildiginda
ayna parlakhginda ylzeyler elde edilebilebilir. Zimparalama ve parlatma
islemlerinden kaynaklanan bazi yiizey &zellikleri meydana gelir. Uygulanan
mekanik hareket, materyal ylizeyinde plastik deformasyon ve stres olusumuna
neden olur. Ayrica, titanyumun daha saf tipleri gibi yumusak materyallerde
parlatma tanecikleri ylizeye saplanabilir. Mekanik islem sirasindaki i1s1 olusumu
ve kayganlastirici sollisyonlar nedeniyle materyal yilizeyinin kimyasal
kompozisyonu ve oksit tabakasinin yapisi degisebilir. Eger, parlatma iglemi
ylzeyin temizlenmesinden o©nceki son basamak ise bu faktorlerin yiizey
uzerindeki etkisi g6z 6ninde bulundurulmalidir. Fakat, bu islemler genellikle
kimyasal, elektro-kimyasal veya diger metodlardan o©nceki ara basamagi
olusturdugundan, bu durumlarda yiizeyin kimyasal 6zelliklerini son yiizey islemi
belirler. (30)

c¢) Kumlama iglemi

Kumlama iglemi, materyal ylizeyine kum olarak tabir edilen ve mikron
boyutlarinda olan malzemelerin piskirtilmesi olarak tanimlanmaktadir. Hava
sayesinde yiksek bir hiza ve dolayisiyla momentuma sahip olan bu kum
tanecikleri ylizeye carptiklarinda mikron boyutunda izler birakirlar. (30)

2.10.2 Kimyasal Yiizey Modifikasyon iglemleri
a) Coziicii ile Temizleme

Genellikle, tretim sonucu olusan yaglarin ve yagh yuzey kirleticilerinin
temizlenmesi icin kullanilan organik ¢ézictler (alifatik hidrokarbonlar, alkoller,
ketonlar), yuzey akitif deterjanlar (trikloretilien) ve alkali temizleme
soltsyonlandir. Yiuzey oksit tabakasinin altindaki malzeme
hedeflenmemektedir. (30)
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Yiksek 1s1 veya ultrasonik banyo kullanilarak da temizleme isleminin
etkinligi  arttinlabilir.  Birgok temizleme ¢oziclusii yizey kirlenmelerini
temizlemekle kalmaz, yilizeyde artiklarini birakarak yiizeyin kimyasal
kompozisyonunun degismesinde sebep olurlar. Birgok organik reaksiyonda
katalitik aktivite gosteren TiO,, bu organik c¢ozicller ile reaksiyona
girebilmektedir. (30)

b) Islak Kimyasal Daglama islemi

Bu islemde, yiizey oksit tabakasi ile birlikte altindaki malzemenin de
¢o6zundurilmesi hedeflenmektedir. (30)

c) Asitle Daglama islemi

Yuzeylerin daglama veya pikling ile islenmesinde asit soliisyonunun
konsantrasyonu, isisi, iglem siresi etkilidir. “Pikling” terimi temiz ve tek diizey
yuzeylerin elde ediimesi amaciyla oksit tabakasi seviyesinde daglama
yapiimasini tanimlamaktadir. (30)

Asitle daglama iglemlerinden kaynaklanan bazi yiizey 6zellikleri
olusmaktadir. Daglamanin etkinligi bir 6nceki ylzey islemine ve kaybedilen
madde miktarina baghdir. “Yumusak” islemler bir 6nceki topografinin ana
ozelliklerini korur. (30)

Asitle daglama iglemi 6ncesinde kumlanmis yiizeyler, genellikle daha
duzensiz ve purizli bir gérinim goéstermektedir. Asitle daglama islemi ile
yapilan arastirmalar incelendiginde cesitli asit soliisyonu karigimlarinin titanyum
ylzeylerin daglanmasinda kullanildigi gézlemlenmektedir.

Saf titanyum ytizeylerin asitle daglanmasinda %10’luk HF asit soliisyonu,
HCI/H2SO4 asit soltuisyonlari kullaniimigtir. (31,32)

d) Alkali ile Daglama iglemi

Alkali ile daglama islemleri titanyum yizeylerin modifikasyonunda
uygulanmaktadir. Gil ve ark. ayna parlakligindaki 2. tip saf titanyum plakalar
NaOH ile 600°C'de 1 saat beklettikleri calismada olusan alkali titanat hidrojelin
biyouyumlulugu arttirdigini bildirmislerdir. (33)

14



e) Oksitleyici Bir Aside Daldirma

Titanyumun pasivasyonu igin Onerilen standart prosedir oda
sicakligindaki %20-40 'hk HNO; ile 30 dakika daglama iglemidir. Bu islem
sonrasinda yuzey yikanarak nétralize edilmeli ve kurutulmalidir. Pasivasyon
islemi ylizey islemlerinde genellikle son basamagi olugturmaktadir. (30)

f) Isil islem

Yuzeyler, 400-600°C’de hava ortaminda isitilarak veya kaynayan
deiyonize suda birka¢ saat bekletilerek pasive edilebilir . Bu islem, yiizey oksit
tabakasinin kompozisyonunda degisimlere sebep olabilmektedir. (33)

) Elektro-Kimyasal islemler

Bir elektrolit igine yerlestiriien ve elektrik akimi uygulanan yiizeyde
(elektrot) farkli kimyasal reaksiyonlarin meydana getirildigi islemlerdir. En ¢ok
elektrolitik parlatma iglemi ve anodik oksitlenme islemi kullaniimaktadir. Her iki
durumda da, iglem gérecek numune elektro-kimyasal bir devrede anot gérevi
gbérmektedir. Bu iglemlerde rol alan faktérler elektrolitin kompozisyonu, elektrot
potansiyeli, 1s1 ve akimdir. (30)

2.10.3 Fiziksel-Kimyasal islemler

Yuzey enerjisini degistirmek, ylzey pasifizasyonu, ylizey kompozisyonu
uzerindeki degisiklikler fiziko-kimyasal metodlar arasinda sayilabilir.

a) Yiik Bosalimi ile Plazma Polimerizasyon Yéntemi

Bu teknikte temel olarak vakumlu bir basing odasinda radyofrekans
jeneratérii araciigr ile belirli bir gazin plazma haline getiriimesi saglanr.
Plazma, maddenin kati, sivi ve gaz hallerinden oldukga farkl 6zelliklere sahip
dérdinct hali olarak tanimlanir. Genel olarak plazma, yiitksek sicaklikta kuvvetli
elektrik veya manyetik alanlarin etkisiyle olusur. Ancak giiclii bir elektriksel
bosalim da plazma olusturabilir. Plazma ortaminda enerji kazanan serbest
elektronlar, ortamdaki diger atomlara ve molekiillere ¢arparak enerjilerini
transfer ederler. Bunlarin da birbirleriyle reaksiyona girmeleri sonucu ortamda
cok degisik tiir ve sayida yeni molekiiller, atomlar, radikaller, iyonlar, vb. olusur.
Plazma ortamina konan bir materyal yiizeyinde kopmalar (etching) veya birikme
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(deposition) olusur. Plazma parametrelerinin degistiriimesi ile bu iki islemden
birini etkin kilmak mimkundir. Plazma ile kaplama yapmanin iki temel avantaji,
kaplamanin uniform ve ince olmasidir. (34,35)

Plazma polimerizasyonu organik ve organometalik kimyasal
malzemelerden ¢ok ince polimer tabakalarinin (10A-1pum) (Uretilebildigi tek
tekniktir. (30) Plazma ortaminda polimerlestiriimis tabakalar bosluksuz ve
capraz bagldirlar. Bu sebeple ¢dziinmez, termal dengeli, kararli ve mekanik
dayanimi yiiksek yapilardir. (36) Uygun plazma yiizey islemiyle, optik yansima,
adezyon, surtinme katsayisi, yizey enerjisi (1slaklik ve su iticiligi), gegirgenlik,
ylizey iletkenligi ve siradan polimerlerin biyouyumlulugu gibi yeni 6zellikler elde
edilebilir. Kullanilan monomer ve plazma polimerizasyon parametreleri bosalim
guch (W), sure (dk), calisma basinci (mbar) degistirilerek istenen sonuglar elde
edilebilir. (35,37)

Bu 6nemli ézellikleri sayesinde plazma polimerizasyonu son birkag yildir
secici gecirgen membran, koruyucu kaplamalar, biyomedikal malzemeler,
elektronik, optik araglar ve adezyon tetikleyiciler gibi uygulamalarda cokca
kullaniimistir. (36,37)

Plazma halindeki gazlar atomlarina ve iyonize molekillere ayrisarak
gelismis bir enerji kaynagi haline gelirler. Plazmanin énemli bir 6zelligi, diisiik
enerji seviyelerine inen elektriklenmis molekdllerin gézle gorilebilen bir akim
yaratmasidir. (38)

Plazma iyon ve elektronlarinin basin¢g odasinda sikismasi sonucunda,
oda icinde bulunan nesneler Uzerine bir puskirme saglayarak, inorganik
nesneler Uzerindeki organik ylzey kirliligini temizleyerek, yizeyi steril hale
getirip, enerjisini arttirarak dokulara yapisma kabiliyetini giiclendirmektedir. (39)

Vargas ve ark. 1992 yilinda, saf titanyum ve TiAl6V4 alasimlarinin
ylzeyel tabakalarindan salinan titanyum, aliiminyum ve vanadyum korozyon
aranlerinin miktarini élgmuslerdir. Yilk bosalimi iglemi uygulanan implantlarda,
salinan korozyon urtinleri agisindan istatistiksel olarak anlamli derecede diisiis
ve daha pasif bir ylizey oksidi gézlenmistir. (40)

b) iyon Asilama islemi

Yiizeyin oldukca yiiksek enerjiye sahip iyonlar ile bombardiman edilmesi
islemidir. lyonlar yiiksek enerjileri nedeniyle materyal yiizeyine penetre olarak
belli derinliklere (0,1-1 pm) asilanmaktadirlar. (30)
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c) Fiziksel Buhar Biriktirme (PVD)

Fiziksel buhar biriktirme, kati haldeki bir malzemenin buharlagtirilarak
veya sigratilarak baska bir kiitle tzerinde ince bir film olarak biriktiriimesi
islemidir. PVD yo6nteminde rol oynayan elemanlar hedef materyalden elde
edilen taneciklerin enerjisini, yogunlugunu ve kompozisyonunu, maddenin
isisini, reaktif gazin 6zelliklerini, asal ya da reaktif gazlarin kismi basincini,
kismi buhar basincini igine almaktadir. (30)

PVD yontemleri buhar olugturma sekline gére; buharlagtirma ve sigratma
olmak tzere 2 ana gruba ayrilmaktadir. (41)

Buharlastirma yonteminde malzeme termal bir i1si kaynad! ile buhar
haline getiriimektedir. Yéntem buharlagtirmanin yapildigi sekle gére gruplara
aynlmaktadir. Diren¢ buharlastirma, enduktif buharlastirma, elektron
bombardimani ile buharlagtirma, katodik ark ile buharlagtirma gibi uygulama
yontemleri bulunmaktadir. (41)

Sacilma yonteminde pozitif iyonlarla kati malzemeyi bombardimana
tutarak malzeme yiizeyinden atomlan sigratma islemidir. Damlaciklarin olusma
olasiligi oldukga azdir. (41)

2.11.Yiizey Analiz Teknikleri

Tam bir ylzey karakterizasyonu icin ihtiyag duyulan tim bilginin elde
edilmesi, bircok teknigin birlikte kullaniimasini gerektirmektedir.

2.11.1. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR)

Infrared  Absorpsiyon  Spektroskopisi, diusik enerjili  kiziltesi
(IR)bolgedeki 1ginlarin  kullanildi§i  absorbsiyon  spektroskopisidir.  Farkli
molekller farkl molekdl ici titresim enerji diizeyi gosterir. Dolayisi ile IR isinini
absorblamalari degisir. Elde edilen veri bir bilgisayar araciligi ile ters Fourier
donigimi alinarak frekans olgegindeki bilgilere doénistiralir. Bu sekilde
gergeklestirilen IR uygulamasi Fourier Transform Infrared Spektoskopisi (FTIR)
adini alir. (42)
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2.11.2. X-Isinlar Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

Atom ya da molekdllerin x-1sin1 bombardimani sirasinda, atomdan ya da
molekilden firlatilan elektronun kinetik enerjisinin  6igiiimesi, elektron
spektroskopisinin temelidir. Firlatilan bu elektronlar, atomlarin i¢ kabuklarindan
birinden ¢iktigi igin, bu olay sirasinda olusan iyon, uyariimis bir iyondur. X-
isinlar ile gergeklestirilmis bu tir elektron spektroskopisi turiine X-Isinlari
Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) veya Kimyasal Analiz igin Elektron
Spektroskopisi (ESCA) denmektedir. (43)

XPS genellikle kati o6rneklerin ytizey analizlerinde kullanilir. Birgok
maddenin i¢ kisimlari ile yizeyinin kimyasal yapisi farkli olabilir. Yiizey
ozellikleri ile maddenin i¢ kisimlarinin yapisi ayni olan maddeler icin, maddenin
nitel analizi gergeklestirilebilir. Yiizey ile ic kesimleri yapisi farkhh oldugu
durumda ise yiizey hizlandinlmis argon iyonlar ile bombardiman edilerek
asindinlir ve daha sonra i¢ kesimleri agiga c¢ikartilarak analizi yapilir. (43)

2.11.3. Profilometre

Profilometre cihazi, yizey puruzluliagint degerlendirmek amaciyla
kullanilir. Cihazda, elmas tarayici bir ug 6rnek ytizeyinde gezinirken, elde edilen
ylzey purazlGluga bulgulari dijital olarak hesaplanir ve kaydedilir. (44)

2.11.4. Atomik kuvvet mikroskoplari ( AKM )

Alt tabakaya minimal kuvvet ileten bir temas profilometre metodudur.
Distorsiyonu énlemek icin keskin nanometre boyutlu bir ug kullanilarak yiizey
taranir, ince ozelliklerin daha iyi tespiti saglanabilir. Bu yoéntemde ézel
Glgciimlerin yapilmasi ve purizluluk degerlerinin elde ediimesi ile saglanan
veriler kullanilarak topografik bilgi 3 boyutlu olarak gérintiilenebilir. (43)

Implant arastirmalarinda genellikle yilksekligi tanimlayan parametreler
kullanilmaktadir. Ra en g¢ok kullanilan yiizey puriizlilik parametresidir. Ra,
ortalama ytlizey purizluligll veya incelenen kismin ytizeyine uyan bir diizleme
olan tim noktalarin ortalama sapmasidir. (45)
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2.11.5. Taramali Elektron Mikroskoplari (SEM)

Yizey topografisi; morfolojisi ve ayrica bu yiizeylere ekilen hiicrelerin
morfolojilerini nicel olarak degerlendiren bir diger yéntemdir. Elektronlarin
nesneden ge¢medigi bir elektron mikroskobu cesididir. Bu mikroskopta yiiksek
gerilimle hizlandinlan elektronlar ince demetler halinde toplanarak nesne
ylzeyine carpmaktadir. Nesne (zerindeki bir noktanin ayirdi§i primer ve
sekonder kirilmis elektronlar detektor yardimiyla toplanmaktadir. Degisik
noktalardan gelen bu sapmalar katot tiptinun ekrani (zerinde gérintiyii
olusturmaktadir. (46)

2.11.6. Temas Acisi Olgiimii

Temas agisi, bir kati malzeme yatay ekseni ile bu malzemenin temas halinde
oldugu sivi veya buhar ara yuziniin st kismi arasinda kalan agidir. Temas
acisl i¢ acl ve dis agi olarak olgilebilmektedir.

Contact angle
S e

Sekil 2.1: Temas acisi gosterimi

Malzeme ylizeyi ile Gizerine damlatilan saf su damlasi arasindaki temas
acisi yhzeyin hidrofilik/hidrofobik 6zelligi hakkinda bilgi verir. Bir sivinin kati
ylzey uzerinde yayillmasina ve yiizeyi belli oranda kaplamasina islatma, kati
ylzeyin herhangi bir sivi tarafindan belli oranda kaplanmasina islanma, bu
olayin gergeklesme derecesine ise islatabilirlik veya islanabilirlik denir. Su
temasina yatkinigi olan ve su ile yaptigi temas agisi 90°'den kiiciik olan
materyallere hidrofilik, su temasina yatkinhigi olmayan ve su ile yapti§i temas
acisi 90°'den blytk olan materyallere ise hidrofobik materyal denir. (18)

Temas agis|, ylizey tizerine su damlatma iglemi gergeklestirildikten sonra
meydana gelen aginin profil fotografi gekilip, bu fotografin bilgisayar analizi
yapilarak olgulir. Temas agisi 6lgiimi igin gerekli profil fotografinda temas
ekseni ve agilarin hesaplanacagi kesimlerin net olmasi 6nemlidir. (18)
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2.11.7.Elipsometre

Bu yéntemle film parametreleri, film kalinligi, bilesimi, optik 6zellikleri ve
ylzey yapisi incelenebilmektedir. Bir elektromagnetik dalganin ara yiizeyden
yansimasi durumunda kutuplanma halindeki degisiminin élgimani yapar. (47)

Dental implantlarin ylzey 6zelliklerinin gelistirimesi amaciyla yapilmis
farklh  kaplama tekniklerini igeren cgesitli calismalar bulunmaktadir.
(32,39,40,56,58) Bu calismalar genellikle osseointegrasyonun ve mekanik
ozelliklerin incelenmesine yonelik olup, literatirde yilizey kaplamalarinin
bakteriyel tutuluma etkisini inceleyen yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Proje kapsaminda yiizeye hidrofilik karakter kazandiracak —OH ve -SH
grup igceren bir monomerin plazma ile polimerlestirimesine karar verilmistir.
Tiyol igerikli 11-merkaptoundekanoik asit (Sigma-Aldrich, Almanya ) monomer
olarak segilmistir. Tiyoller, alkollerin -SH fonksiyonel grubunu igeren tiirevleridir
ve ayni zamanda merkaptan olarak da bilinmektedir. (54)

Bu caligmada tiyol igerikli monomer ile plazma polimerizasyon
yonteminin, implant materyali olarak siklikla kullanilan tip 4 saf titanyum tizerine
uygulanabilirligi ve ylizey o6zelliklerinin degistiriimesiyle bakteri tutulumuna
etkisinin incelemesi amagclanmistir.
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3. GEREGC VE YONTEM

Bu calismada, ayni ebatlarda ve bakteri tutulumu icin esik deger olan
Ra= 0.2 ym yiizey purizlilik dederinin altinda 20 adet titanyum disk hazirlandi.
Orneklerden 10 tanesine ayni sartlarda olmak {izere plazma polimerizasyon
yontemi ile ylizey kaplamasi uygulanip, kalan 10 6rnek kontrol grubu olarak
kullanildi.  Orneklerin  timii  esit yogunlukta bakteri siispansiyonunda
bekletildikten sonra yiizeylere tutunmus bakterilerin sayimi floresan mikroskopta
yapildi ve 2 grup arasindaki farklar istatistiksel olarak belirlendi.

3.1. Yiizeylerin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda, Bilkent Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi
( UNAM ) laboratuvarinda, 4mm capinda ve 1 mm kalinhginda toplam 20 adet
Tip 4 saf titanyumdan ( Thommen Medical, Switzerland ) disk seklinde 6rnekler
kesilerek hazirlandi.

Sekil 3.1: Kesme cihazi ( Accutom-50, Struers Ltd, Lanarkshire, ingiltere )

Ornekler zimparalama ve parlatma islemleri sirasinda kolay tutabilmek
ve her drnege standart uygulama yapabilmek amaciyla akrilik rezinden elde
edilen silindir kaliplarin icerisine gémuldi.
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Sekil 3.2: Orneklerin akrilik silindir kalip icerisine gémilmesi ( Cito Press-10
Struers Ltd, Lanarkshire, ingiltere )

3.1.1. ZiImparalama ve Parlatma islemleri

Toplam 20 adet 6rnegin zimparalama ve parlatma islemleri, parlatma cihazi
(LaboPol-5, Struers Ltd, Lanarkshire, Ingiltere ) Ureticisinin titanyum metali igin
onerileri dogrultusunda Bilkent Unam laboratuvarinda gergeklestirildi.

Kaba zimparalama iglemi, silisyum karbit agindirici kagit ( 320 grid ) ile
yapilmig, ince zimparalama iglemi 6rneklere esit kuvvet uygulayan numune
tutucu ucu bulunan cihazda 9um * lik asindirici elmas solisyonu kullanilarak
150 N kuvvet altinda 5 dakikada gerceklestirildi.

Zimparalanan &érnekler SiO; solisyonu ( OP-S, 0.04um ) ile 5 dakika
streyle parlatildi.
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Sekil 3.3: Parlatma cihazi
3.2 Yiizey Karakterizasyonu

Baskent Universitesi Biyomedikal Miihendisligi laboratuvarinda, drnekler
kaplama igleminden 6énce akrilik rezin igerisinden ¢ikarildi ve ultrasonik banyoda
aseton igerisinde 20 dk streyle yikanarak asindirici partikiil artiklarindan
arindirildi.

Ayni kosullarda plazma polimerizasyon teknigi ( yiuk bosalimi) ile
kaplanan 10 ©ornek ylzeyi (zerinde, tiyol-hidroksil grup iceren 11-
merkaptoundekanoik asit monomeri, yilksek akim kesikli 1sima teknigiyle
polimerlestirildi.

Sekil 3.4: Yiuzey kaplamasi yapilacak érnekler
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Daha o6nceki deneylerden ve hava ile temastan kaynaklanan kirliligi
ortadan kaldirmak amaciyla plazma polimerizasyonuna baglamadan énce gaz
giriginden sisteme argon gazi verilerek vakumlandi. Kaplama siirecine gegmek
igin argon gazi sisteme tekrar verilip, vakum etkisi yaratildi. Radyofrekans
dalgalan ile reaktére cikisi bulunan monomer hareketlendirilerek reaktor
icerisinde plazma halinde dolagsima gegmesi saglandi. Plazma halini almis
monomer partikilleri, kararsiz yapilarini kararli hale getirebilmek igin reaktér
icerisindeki kararl malzeme Uzerine yilk bosalimi gergeklestirdi ve denge
durumuna ulagsmisti. Bu sayede malzeme yiizeyinde kaplama olusturuldu.
Islemin sonunda yeni olusan gruplarin stabilizasyonu icin, 6rnekler 10 dk
vakumda bekletildi.

Depozisyon Kosullari
Stire: 10 dakika

DC: 2 kW

Darbeli: 19 kW

Basing: 0.35 -+ 0.05 mbar

Frekans: 5 Hz

Sekil 3.5: Plazma depozisyon cihazi
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3.3. AKM ile Yiizey Piiriizliiligi Olgtimii

Titanyum ince filmlerin ylizey topografik incelemeri atomik kuvvet
mikroskobu altinda Bilkent Unam laboratuvarinda gergeklestirildi. Ortalama
ylzey puruzltlik degerlerini belirlemek igin, her 6érnegin rasgele secilen 10 pym’
luk i¢ noktasindan R, degerleri kaydedildi.

Sekil 3.6: AKM cihazi ( XE-100 AFM, PSIA Corp., Korea )

3.4. Elipsometre ile ince Film Tabakasinin Olgiimii

Plazma polimerizasyon yéntemi uygulanan deney grubu &rneklerinin
ylizeyinde yeni olugan ince film tabakasinin kalinhk 6lgimii icin Bilkent Unam
laboratuvarinda bulunan elipsometre cihazi kullanildi.

Il I |

Sekil 3.7: Elipsometre cihazi ( V-VASE Ellipsometer, J. A. Woollam Co.,
USA)
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3.5. Temas Agisi Olgiimleri

Temas acisi olcimleri icin, ylizey Uzerinde yayllan 0,05 ml su
damlaciginin profil fotograflan cekilerek bilgisayarda c¢éziimlendi. ( SCA 20
Software for OCA, Dataphysics, Germany )
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Sekil 3.8: Temas agisi olcim cihazi ( OCA 20 contact angle system,
Dataphysics, Germany)

3.6. Bakteri Tutulumunun incelenmesi
3.6.1. Bakteri Siispansiyonunun Elde Edilmesi

Calismada bakteri 6rnegi olarak Refik Saydam Hifzissihha Merkezi
koleksiyonundan temin edilen ‘Streptococcus mutans’ ATCC 25175 kullanildi.
Baskent Universitesi mikrobiyoloji laboratuvarinda 0.5-1 ml. triptik soy broth
( TSB ) icinde stispanse edilen susun % 5 koyun kanli TSB’ a yogun ekimleri
yapildi ve 37 °C’ de mikroaerofilik ortamda 24-48 saat inkiibe edildi.

Ureyen bakterilerden TSB iginde yogun siispansiyonlar hazirlanip, 2000
g’ de satrifuj edildi. Daha sonra pelet tris buffer ile 2 kez yikandi. Ustteki sivi
dokuldiikten sonra 2 ml. TSB eklendi. MacFarland 6lgim cihazinda 0.5
bulaniklik olgutiine gére bir bakteri slispansiyonu hazirlandi. Bu bakteri
stispansiyonu 10 kat sulandiridi.
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Sekil 3.9: S. Mutans ekimi

Sekil 3.10: MacFarland cihazi (PhoenixSpec BD, USA)

3.6.2. Orneklere Bakteri Tutulumunun Saglanmasi

Etilen oksit yontemi ile steril edilen Ti diskler, calisma igin hazirlanmisg
olan yuizeyleri yukari gelecek sekilde plaklarin kuyucuklarina koyuldu, tizerlerine
5'er ml. TSB igindeki bakteri slispansiyonu karisimi eklendi. 37 °C’ de nemli
ortamda, 1 saat rotator Uizerinde ettvlendi.
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Sekil 3.12: Orneklerin rotator tizerinde etiivienmesi ( Thermolyne, Rotomix,
Type 50800, lowa, U.S.A.)

Diskler plaklarin kuyucuklarindan cikarilip, 6 kez steril distile su ile
yikandi. Diskler, 2.5%’ luk gluteraldehit icerisinde +4 °C’ de 30 dk. bekletilerek
bakterilerin fiske olmasi sadlandi. .

3.6.3. Floresan Boyalarin Hazirlanmasi ve Bakterilerin Boyanmasi

Ornekler kuruduktan sonra 1 %’ lik akridin turuncusu icerisinde 1 saat
oda isisinda boyandi. Cikarildiktan sonra steril distile su ile 3 kez yikanarak,
kurumaya birakildi.
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Sekil 3.13: Orneklerin akridin turuncusu igerisinde bekletimesi

3.6.4. Floresan Mikroskobu ile inceleme

Her o6rnegin rastgele secilen 5 bolgesinde, Baskent Universitesi
mikrobiyoloji laboratuvarinda bulunan floresan mikroskopta ( Nikon Eclips E600,
Tokyo, Japan ) 40x bilyitmede mikrokoloniler sayildi ve mm? ye diigsen bakteri
sayisl, sayim sonuclari ylizey alanina oranlanarak hesaplandi.

3.7. istatistiksel Analiz

Temas acisi ve ylizey pirizltulugu élctimlerinin aritmetik ortalamasi ve
standart sapmasi saptanip, istatistiksel olarak non-parametrik Kruskall Wallis
testi ile degerlendirildi. Deney grubu ince tabaka kalinliklarinin aritmetik
ortalamasi alindi.

Bakteri tutulumu &lglimlerinde elde edilen degerler, kontrol grubunun
bagimsiz deney grubu ile Kkarsilastinlmasi amaciyla, istatistiksel analiz
programinda (SPSS 15.0 for Windows Evaluation Version ) Mann-Whitney U-
Testi kullanilarak analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Yiizey Piiriizliiliigii Olgiimii Sonuglari

Titanyum o6rnekler zimparalama ve cilalama islemleri sonrasinda iki
gruba ayrilarak, deney grubuna plazma polimerizasyon yéntemi ile yiizey
kaplama iglemi uygulandi. Orneklerin yiizey topografik incelemeleri AKM ile
rastgele secilen 10 ym’ luk G¢ noktadan gergeklestirildi. AKM gériintileri
incelendiginde, kontrol grubunda deney grubuna oranla daha piiriizlii bir gériinim
ve daha fazla bosluklar izlendi. Kontrol grubunda zimparalama ve parlatma
islemleri sonucu agindirici partikiiller iceren soltisyonlarin yiizeyde girinti ¢ikintilar
olusturdugu gozlendi. Bu dizensiz ylzeylerin, uygulanan kaplama islemi
sonrasinda ylzeye cokelen monomer ile ortuldigu ve daha uniform yiizey
meydana geldigi goruldu.

Sekil 3.14: Deney grubu AKM goriintisi
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Sekil 3.15: Kontrol grubu AKM goriintiist

Cilal titanyum 5.761+2.19 10

Plazma polimerizasyon 2.853 +1.34 10
ile modifiye titanyum

p degeri 0,0001

Tablo 3.1: Ortalama yiizey purtzluligia bulgularinin istatistiksel degerlendirmesi

Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir. (p < 0.05)
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4.2. ince Tabakanin Kalinlik Olgiimii Sonuglari

Plazma polimerizasyon ydéntemi uygulanan deney grubu érneklerinin film
kalinliklari elipsometre ile incelendi. Bu inceleme sonucu ortalama film kalinhgs
49.4 nm olarak él¢uld.

4.3.Temas Agisi Olgiimii Sonuglan

Yiizey purtzlalagu dlgimi tamamlanan érneklerde temas agisi dlgtimleri
gerceklestirildi. Damlatilan su damlasinin fotografi ¢ekilerek, dlgtimler bilgisayar
programi araciligi ile elde edildi.

Sekil 3.16: Deney grubu temas acisi goriintiisi
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Sekil 3.17: Kontrol grubu temas agisi goriintiist

Yapilan élgiimler sonucunda deney grubundaki érneklerin ortalama temas agisi
42.5° + 1.9 iken kontrol grubunda temas agisi degeri 61.9° + 2.2 bulundu.

| Yizeyler =~ Temasagisi Orneksayist
Cilal titanyum 61.9°+22 10
Plazma polimerizasyon
ile 425°+1.9 10
modifiye titanyum
P degeri 0.0001

Tablo 3.2: Ortalama temas acisi bulgularinin istatistiksel degerlendirmesi

Tam orneklerdeki temas acgisi 6lglimlerinin aritmetik ortalamasi ve standart
sapmasi saptanip, non-parametrik Kruskall Wallis testi ile degerlendirildiginde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu.
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4.4. Bakteri Tutulumu Test Sonuglari

Floresan mikroskobu ile yapilan incelemede deney grubu érneklerinde,
kontrol grubuna goére daha az miktarda bakteri tutuldugu gérildi. Tim
orneklerden elde edilen 6lgciim degerleri tablo 3.3‘ de yer almaktadir.

10526.32
10526.32
10526.32
3894.737
5368.421
K2
21052.63
15789.47
21052.63
10526.32
21052.63
K3
10526.32
5263.158
105626.32
5263.158
10526.32
K4
21052.63
21052.63
21052.63
21052.63
21052.63
K5
21052.63
21052.63
21052.63
21052.63
21052.63

Tablo 3.3: Floresan mikroskopta S. Mutans sayim sonuglan (K: kontrol grubu,

1263.158
2210.526
315.7895
1157.895
421.0526
D2
105626.32
10526.32
3157.895
10526.32
10526.32
D3
105626.32
105626.32
10526.32
3157.895
2105.263
D4
5263.158
3157.895
4210.526
10526.32
3157.895
D5
10526.32
2105.263
3157.895
2105.263
5263.158

D: deney grubu )

6315.789
10526.32
10526.32
10526.32
105626.32
K7
10526.32
8421.053
10526.32
10526.32
8421.053
K8
0473.684
2105.263
5263.158
3157.895
5263.158
K9
10526.32
10526.32
8421.053
10526.32
10526.32
K10
10526.32
10526.32
105626.32
10526.32
10526.32

2631.579
1684.211
2000
2526.316
2842.105
D7
4210.526
5263.158
6315.789
5263.158
8421.053
D8
5263.158
1789.474
2105.263
2000
3157.895
D9
1157.895
2105.263
1578.947
2631.579
2315.789
D10
1263.158
947.3684
2421.053
1578.947
210.5263
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Sekil 3.18: Deney grubu floresan mikroskop gérintisi

Sekil 3.19: Kontrol grubu floresan mikroskop géruntiisi

Ortalama mikrokoloni sayisi kontrol grubunda mm? de 9894 iken, deney
grubunda 3747 olarak hesaplandi.



Cilah titanyum 9894,7 5052,6 21052,6
Plazma
polimerizasyon ile 3747,3 1073,6 9052,6
modifiye titanyum
P degeri ,001

Tablo 3.4: Bakteri tutulumu bulgularinin istatistiksel degerlendirmesi

Istatistiksel olarak gruplar arasindaki fark anlamlidir. ( p=0,01<0,05 )
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5. TARTISMA

Guntmuz dishekimliginde, kismi ve tam dissiz hastalarin tedavilerinde
kullanilan dental implantlar geleneksel protezlere iyi bir alternatif tedavi yéntemi
haline gelmistir. Yapilan klinik calismalarda; dental implant tedavisinin hastalarin
yasam kalitesi Gizerine olumlu etkileri oldugu géralmustir. (48,49)

Titanyum, biyouyumlulugu, kemige yakin elastisitesi ve hafifligi,
antibakteriyel 6zelligi ve korozyona karsi yuksek direncinin olmasi nedeniyle en
uygun implant materyali olarak bildirilmistir. Ancak titanyum, metal iyonlarinin
salinimina, biyokimyasal reaksiyonlara ve estetik sorunlara yol agabilmektedir.

(11)

Kramer, zirkonyum oksit, aluminyum oksit, oksitleyici sivi ile anodize
edilmis titanyum ve cilali titanyum ylizeylerinin agiz icinde plak olusumunu
degerlendirdigi calismasinda en fazla plak tutulumunun cilah titanyum yiizeyinde
oldugunu belirtmistir. (50)

Literatiirde dental implantlarda osseointegrasyonu arttirmaya yonelik
bircok ylzey modifikasyon calismasi yer almaktadir. Bu ylzey modifikasyon
teknikleri kemik ile temas etmeyen ve oral kaviteye acilan implant pargalarinin
yiizeyinin fiziksel ve kimyasal ozelliklerini gelistirmek icin de kullanilabilir. (51)
Hicre ve bakteri etkilesimlerinin diizenlenmesi amaciyla organik materyallerin
yluzey kimyalarinin modifiye edilmesi, inorganik materyallere gére c¢ok daha
kolaydir. (52) Buna dayanarak, inorganik malzemenin polimer ile kaplanarak
organik ylzeye donusturilmesi gelecekteki uygulamalar igin avantaj
saglayacaktir.

Calismamizda yiizey modifikasyon yéntemi olarak yik bosalimi ile disik
sicaklikta plazma polimerizasyon ydntemi tercih edilmistir. Bu yéntemle, inorganik
titanyum yiizeyi {izerinde organik ince bir film olusturulmaktadir. Literatiirde,
kullandigimiz plazma polimerizasyon ylzey kaplama ydnteminin dental
malzemeler Uzerinde uygulanabilirliginin ve sonuglarinin incelendigi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu calismada plazma polimerizasyon ydntemiyle elde edilen
ylzeyin, dental implantlarda transmukozal bdlgede erken ddnem
mikroorganizmalarin baglanmasi uzerine etkisinin incelenmesi amaglanmistir.

Yontemin en  6nemli avantajlannndan  biri  ince  kaplama
olusturulabilmesidir. Bu nedenle bu ydntem, hassas olarak dretilmis implant-
dayanak baglantisi bozulmadan dayanagdin diseti ile komsu olan yiizeyine
uygulanabilir.

Calismamizda test materyali olarak tip 4 titanyum tercih edilmistir.
Implant ureticileri tarafindan kullanilan titanyum genel olarak saf titanyum ve
titanyum alasimlan olmak Uzere 2 kategoride bulunmaktadir. Saf titanyumun
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mekanik ve fiziksel ézellikleri birbirinden farklilik gésteren 4 cesidi ( grade 1-4 )
bulunmaktadir. Tip 1 titanyumun elastisite modulusu 102 Gpa iken, 4. tip
titanyumda bu oran %2 artarak 104 Gpa ya yiitkselmistir, egilme dayanimi ise 170
Mpa dan 483 Mpa ya yikselmistir. Fiziksel 6zelliklerdeki bu degisim, yapisinda
digerlerine gére daha fazla bulunan oksijenin, kristal yapiya titanyum iyonlarini
sikistirarak katilmasi ve gerilim olusturmasi ile acgiklanmistir. Tip 4 o6zellikle
dayanikliigi daha fazla oldugu igin tercih edilmektedir. (53)

Orneklerimizin yiizey topografik degerlendirmesi ve piiriizllik 6lgiimleri
AKM kullanilarak yapilmigtir. Titanyum yizey purizlGlioginian élcimiande SEM,
profilometre ve AKM yéntemleri kullaniimaktadir. Titanyum yiizeylerinin AKM ile
aydinlatilarak incelenmesi, daha biyik bir ¢dziinme ve {ic boyutlu bir goriinth
elde edilmesini saglar. AKM, profilometre ve SEM degerlendirmelerine kiyasla
daha fazla detay verir. AKM cihaziyla yapilan ¢alismalarda SEM'in aksine yuzey
onceden kaplanmadan direk olarak inceleme yapilabilir. AKM, 3 boyutlu,
topografik bir ylizey gorintusii elde etmekle birlikte yilizey purtzitluga
parametrelerini rakamsal olarak da verebilir. Ancak tarama yapilan saha diger
yontemlere gére daha kuciik bir alan oldugundan, tekrarlanan 6lgimlerde ayni
sahayi yeniden bulmak zor olabilir. (35)

Calismamizda kaplama sonrasi érneklerin yiizeyinde olusan yeni film
kalinhiginin  dlgiminde elipsometre kullaniimistir. Ayni amagla AKM de
kullanilabilir. Ancak AKM kullanildiginda, titanyum referans yiizey uzerinde
kimyasal maske ( seluloz asetat ) kullanilarak kaplanmamis ve kapl olarak iki
yuzey hazirlanmasi gerekir. (54) Elipsometre élcim yapilacak ylizey tizerinde
herhangi bir 6n hazirlik gerektirmeden elektromanyetik dalganin yansimasi ile
kolay uygulanabilen bir tekniktir. (47)

Mikrobiyolojik calismalarda i1sik, taramal elektron, floresan ve konfokal
mikroskopi teknikleri tanimlanmustir. Isik mikroskobu etkin bir sekilde incelemeye
izin vermemektedir. Taramal elektron ve konfokal mikroskop yéntemleri, pahali
ve uygulamasi zahmetlidir, ayrica ¢cok zaman almaktadir. (26, 27) Bu sebeplerle
orneklerimize tutunan bakterilerin nicel incelemesi ve degerlendirilmesi igcin bu
alanda en kolay ve en etkili yontem olan floresan mikroskop kullaniimistir.
Literatlirde floresan mikroskobu ile titanyum tizerinde S. mutans, S. sanguis, P.
gingivalis, S. epidermis mikroorganizmalarini inceleyen galismalar bulunmaktadir.
(5,54,55) Calismamizda floresan géruntiniin elde edilmesi amaciyla, cansiz
mikroorganizmalarin niikleik asitlerini kirmizi boyayan akridin turuncusu
kullanilmigtir. Orneklerin timii 40 bilyiitme altinda incelenip, her 6rnegin rastgele
secilen 5 er bdlgesinde mikrokoloniler sayilmistir. Elde edilen veriler,
mikroskobun 40 bilyiitmede inceledigi alan hesap edilerek mm? * deki bakteri
sayisini gosterecek sekilde yeniden hesaplanmistir.
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Implant ~ Usti  protetk  materyallerde  yiizey  kaplamalarinin,
biyouyumlulugu arttirmak, korozyona diren¢ kazandirmak, vida gevsemesini
geciktirmek, estetik yararlar saglamak gibi avantajlarini inceleyen cesitli
calismalarda;

Kim ve ark. elmas benzeri karbon ( DLC ) kaplamalari dental implant
Ustyapi pargalarinda kullanarak, vida gevsemesini engelleme yoniinde olumlu
sonuclar ortaya koymuslardir. (56)

Ozkémiir, elmas benzeri kaplamanin implant Ustyapi parcalari arasi
galvanik korozyona etkisini inceledigi c¢alismasinin sonucunda, DLC film
tabakasinin yalitkan 6zelligi nedeni ile galvanik hiicre devresinin tamamlandigini
ve galvanik korozyonun engellendigini belirtmistir. (57)

TiN ve ZrN ylizey kaplamalarinin dayanak vidasi tizerine uygulandigi ve
asinmaya karsi direng incelendiginde, deney grubunun, kontrol grubundaki saf
titanyum 6rneklere gére asinma direnci daha yiiksek bulunmustur. (58)

Celik kiret ve ultrasonik temizleyici aletlerin dayanak yiizeyine etkisini
inceleyen bir diger calismada, TiN ylizey kaplamasi olan o6rneklerde, saf
titanyuma gére ylizeyde daha az degisim meydana geldigi bildirilmistir. (59)

Cesitli implant markalari, dayanak tzerinde TiN ylizey kaplamasini diger
avantajlarinin yani sira, altin renginde oldugu ve diseti bolgesinde estetik avantaj
sagladigi icin kullanmaktadir.

TiN, ZrN ve Al,O3 ylzey kaplamalarinin, titanyum Gzerinde mikrobiyal
plak olusumuna karsi olumlu sonuglar bildirilmigtir. Ancak seramik gibi inorganik
sert kaplamalar kullanildiginda, soguma sirasinda titanyum ve kaplanan malzeme
arasinda termal ekspansiyon katsayisi farkhligindan dolay! catlak olusumu
beklenir. Bu sekilde elde edilen ylizeyin abrazyona direnci azalir. (60)

Calgmamizda kullanilan yéntemin en énemli avantaji uniform ve ince
kaplamalar elde edilebilmesidir. Plazma ortaminda polimerlestiriimis tabakalar
bosluksuz ve gapraz baglidirlar. Bu sebeple ¢éziinmez, termal dengeli, kararli ve
mekanik dayanimi yiiksek yapilar meydana gelir. (36)

Bu calismada ince bir tabaka olusturmak icin Cokeliler’ in calismasindaki
sureler g6z énune alinmistir. Calismalarinda 15 dk depozisyon uygulamasinin
sonucunda ortalama 66 nm film kalinhgi olusturulmustur. (54) Buna dayanarak,
bizim calismamizda sure 10 dk olarak belirlenip ortalama 49.4 nm kalinliginda bir
tabaka elde edilmistir.

Buharlagtirma, sacilma teknikleri ile fiziksel buhar biriktirme uygulanan
diger kaplama yéntemlerinde islem birgcok basamakta ve uzun sirede (24 saat
gibi) gerceklestiriimektedir. Oysa plazma polimerizasyon yénteminde prepolimer
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sentezi, kaplama soliisyonunun hazirlanmasi, kaplama, kurutma gibi islemler tek
basamakta gergeklestirilebildiginden, 1 saatten daha kisa siirede sonug
alinmaktadir. (61)

Dustik sicaklik plazma polimerizasyonu y6nteminin  en &nemli
avantajlarindan biri de malzemenin sadece en dista bulunan tabakalarinin
modifikasyondan etkilenmesidir. Bodylece, modifiye edilen maddelerin yigin
Ozellikleri degismeden yiizey 6zellikleri kontrollQi bir sekilde degistirilebilmektedir.
(30)

Morra’ nin caligmasinda, titanyum yizeyinde etilen plazma yoluyla
hidrokarbon tabakasi olusturularak, yiizeyin homojenligi, retansiyonu ve plak
olusumu tzerinde olumlu sonuglar elde edilmistir. (51)

Baier ve Meyer dental implantlar Gizerinde monomer kullanmadan yiik
bosalim teknigi uygulamiglardir. Bu ¢galismada argon gazinin plazma haline gelip
yuzeydeki organik Kirlilikleri temizledigi, ylizey enerjisini arttirarak islanabilirligi ve
dolayisiyla doku adezyon kabiliyetini giiglendirdigi gézlenmistir. (39)

Inorganik yuizeyler tizerinde, plazma kullanarak polimerik film olusturulan
Marchant ve arkadaslarinin ¢alismasinda, hiicre adezyonu bakimindan olumlu
sonuglar bildirilmistir. (62)

Cokeliler “ in in vitro galismasinda, titanyum {izerinde ilk defa denenen,
—OH ve  —SH gruplari iceren tiyol igerikli monomerin tip 2 saf titanyum tizerinde
basariyla polimerlestirilebildigi ve kararli bir yiizey olusturdugu gérilmistiir.
Yuzeyi modifiye edilen orneklerde, ortopedik implantlarda enfeksiyon riski
olusturan Staphlococcus epidermis’ in yilizeye baglanmasinin azaldig
bildirilmistir. (54)

Erken dénem implant basarisizliklarindan cerrahi travma, bakteriyel
kontaminasyon, mevcut kemigin kalitesi, yas, diabet, menapoz dénemi ve
hormon eksiklikleri sorumlu gésterilirken, ge¢ dénem basarnisizliklardan daha gok
implant bélgesindeki mikrobiyolojik olusumlar ve konak cevabi arasindaki denge
bozuklugu sorumlu tutulmustur. (1,63)

Implant gevresinde mikrobiyal plak akiimiilasyonu konusuna deginen
bilimsel ¢aligmalarda, biyofilm yapisinin bu bélgelerde de olustugu ve kaliciligi
halinde implant basarisizliklarina sebep oldugu belirtilmistir. Kolonizasyon énciil
mikroorganizmalarin gogalmasi ve az da olsa yeni mikroorganizmalarin adezyonu
ile devam etmektedir. (1) Pelikil, implant komponent yiizeyleri ile éncelikle S.
mutans, S. mitis, S. sanguis, S. oralis gibi erken dénem mikroorganizmalar
arasindaki baglantiy! kurar. Bu mikroorganizmalar, A. actinomycetemcomitans, P.
gingivalis, P. intermedia, Treponema denticola gibi periimplantitise yol acabilecek
periodontal patojenlerin bélgeye adezyonu igin gerekli kosullari saglarlar. (66)
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Calismamizda titanyum tzerinde yeni olusturulan yiizeyin, erken dénem
mikroorganizmalarin baslangic baglantisina etkisi incelenmistir. Bu amacla
diglerde ve protetik restorasyonlarda plak olusumunda en fazla bulunan bakteri
olan S. mutans kullaniimistir. (64) Streptecoccus mutans agizdaki tiim kati
yluzeylere, dis dokusuna, restoratif materyaller (zerine vyiksek yapisma
kapasitesine sahiptir. Ayrica S. mutanslar asidojenik ve asidurik 6zelliklerinden
dolay! virulan bakteriler arasinda yer alirlar. (65) Ozellikle streptokoklarin pelikil
icinde bulunmalari, enfeksiyona sebep olabilecek diger kolonilerin de bu bélgeye
g6¢ ederek yerlesmesini saglar. (66)

Calismamizda elde edilen sonuglara gore yilizey kaplamasi uygulanan
orneklerde daha az sayida bakteri tutulumu oldugu gézlenmistir. Buna dayanarak
in vivo ortamda implantlarin oral kaviteye acilan kisimlarina daha az bakteri
tutunarak, peri-implant enfeksiyon riskinin azalacagi 6ne surilebilir. Ayrica
kullanilan yiizey kaplama yénteminin, dis hekimliginde titanyumun diger kullanim
alanlarinda da plak tutulumunu azaltmak amaciyla uygulanabilecegi dusiiniilebilir.

Oral kavite, oldukga karmasik bir bakteri toplulugunu barindirmaktadir.
Dogal flora elemanlari, mukoza ve dis yiizeylerine tutunmakta, karmasik yapil
biyofilmler olusturmaktadir. Bu biyofilm yapilarinin pek c¢ok dis ve digeti
hastaligina sebep oldugunun bilinmesi disinda, koroner kalp hastaliklari, diabet,
erken dogum insidansi gibi sistemik hastaliklarin seyrini etkiledigi de
savunulmaktadir. Bu hastaliklarin patogenezinin aydinlatiimasinda, biyofilm
yapisinda yer alan mikroorganizmalarin konak ve birbirleri ile iligkilerinin
anlasiimasi 6nem tagimaktadir. (67)

Bakterilerin baglandigi ylzeylerin serbest enerjisi, purtzlulaga ve
kimyasal kompozisyonu bakteri tutulumunu dolayisiyla enfeksiyon gelisimini
etkiler. (1) Bu nedenle transgingival pargalarin yilizey 6zellikleri 6nem
tasimaktadir.

Quirynen implant dayanaklarinda mikrobiyal kolonizasyon agcisindan
purtzluluk esik degerini Ra= 0.2 pm olarak belirlemis ve bu purizlulik degerinin
altindaki degerlerde bakteri kolonizasyonu agisindan fark olugmayacagini
belirtmistir. (21)

Bizim calismamizda her iki grupta da purizlilik dederi Ra= 0.2 pm
altinda olmasina ragmen,  gruplar arasinda bakteri tutulumu agisindan
istatistiksel fark olugsmustur. Ancak bu veriyle Quirynen’ i tumiyle reddederek
farki yalnizca piriziuloge baglamak dogru olmayabilir. Clnkii yizeyin
kaplanmasi ile birlikte ylizey enerjisi ve yiizey kompozisyonunda da degisiklikler
olmaktadir.
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Literatiirde bakteri tutulumunda diger faktorlerin etkisini azaltarak sadece
ylzey enerjisinin etkisini degerlendirmeye yo6nelik galismalar bulunmaktadir.
Quirynen 3 aylik klinik uygulama sonunda Teflon kapli titanyumda ( diisiik yiizey
enerjisi ) kaplanmamig titanyuma ( ylksek yiizey enerjisi ) oranla supra ve
subgingival olarak daha az plak olusumu gézlemlemistir. (68)

Scarano ve arkadaglari ayni ylizey pirizlulugine sahip dusik yiizey
enerjili zirkonyum &rneklerin, yiksek enerjili titanyuma gére daha az bakteri ile
kaplandigini belirlemislerdir. (69)

Galismamizda yilizey enerjisinin ve islanabilirligin degerlendirilmesi
amaclyla damlacik testi ile yapilan incelemenin sonucunda plazma
polimerizasyon uygulanan deney grubunda ortalama temas acisi 41.5° kontrol
grubu ortalama temas agisi 61.9° olarak hesaplanmistir. Bu sonuclar yeni
olusturulan yiizeyin daha hidrofilik ve ylizey enerjisinin daha yiitksek oldugunu
gostermektedir. Bakterilerin turlerine gére degisen kendi yiizey enerjilerinin, kati
ylzeye tutunmalarina etkisinin incelendigi Uyen ve arkadaslarinin ¢alismasinda,
duslk yluzey serbest enerjisine sahip bakterilerin ( 6rn: S. mitis ) disiik enerjili
katilara, yiiksek ylzey serbest enerjisine sahip bakterilerin ( 6rn: s. mutans )
yuksek serbest enerjili yizeylere daha fazla baglanma egiliminde oldugu
gosterilmistir. Bu sebeple deney grubunda gézlemledigimiz S. mutans’ in yiizeye
baglanmasindaki belirgin azalma, ylzey enerjisinin etkisi ile agiklanamamaktadir.
(70)

Tum orneklerin benzer ylizey topografilerine sahip ve puriizliilik degeri
Ra= 0.2 ym altinda hazirlandi§i Jeyachandran’ in galismasinda, gruplar arasinda
bakteri tutulumundaki fark ylizey enerjisinin yani sira yiizey kompozisyonu ile
iligkilendirilmistir. (23)

Dental implantlarin transmukozal kisimlari tizerinde bakteriyel tutulumu
azaltmak amaciyla ylizeyde ince tabaka olusturulmasini inceleyen literatiirdeki
tek calismada modifikasyon yontemi olarak fiziksel buhar biriktirme yéntemi
uygulanarak titanyum, TiN ve ZrN sert ve ince tabakalari ile kaplanmistir.
Orneklerin yiizeyinde S. sanguis ve S. mutans bakterilerinin kolonizasyonu
incelenmis ve karsilastinimigtir. Gruplar arasinda olusan belirgin farkta, yiizey
enerjisi ve ylzey purazlulugunin degil, yuzeydeki titanyum dioksit tabakasinin
etkisi oldugu, bu tabakanin biyopolimer molekdller ile iyonik ve hidrojen baglari
kuran reaktif bir ylzey olarak davrandigi belirtilerek bakteri kolonizasyonundaki
azalma kaplamalarin bu reaktif ytizeyi 6rtmesiyle iligkilendirilmistir. (5)

Calismamizda ylzey kaplamasinin bakteri kolonizasyonunu azaltan
kuvvetli etkisi, Groner in caligmasinda belirtildigi gibi TiO, reaktif yiizeyin
maskelenmesi sonucunda kararl bir ylizey meydana gelmesi ile aciklanabilir.
TiOz yuzeyinde hidroksil gruplan bulunmaktadir. Biyolojik ortamda ve fizyolojik pH
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degerlerinde bu ytizeyin negatif yuklendidi, bu durumun iyon ve biyomolekiillerin
daha kolay baglanmasina ve plak olusumuna neden olacagi bildirilmigtir. (71)

Yizey terimi, gévde materyalinden farkli fiziksel 6zelliklere sahip en dista
birkag atomik tabakayi (1-2 nm veya 10-20 A) icine alan kusagi tanimlamaktadir.
Yiizeyde cerayan eden reaksiyonlarda titanyum metalinin gévde 6zelliklerinden
cok oksit tabakasinin ézellikleri etkilidir. (72)

Kramer, titanyum yiizeyine kontrolli kimyasal oksidasyon uyguladigi
calismasinda daha kalin oksit tabakasina sahip olan 6rneklerde bakteri
tutulumunda azalma goézlemlemigtir. Oksit tabaka ne kadar kalin olursa,
yluzeydeki oksijen bosluklarinin azalip daha apolar yapi olusacagini belirtmistir.
(50)

Kullaniimamis implantlarda da XPS bulgularina goére yiizeyde karbon
saptanmisgtir. Bu durum implantlarin hava ile temasina baglanmaktadir. (73)
Sonugta, kullanilan tim titanyum implantlar hava ile temasa gectikleri anda
oksitlenerek TiO; ile kaplanmakta ve karbon kirliligine maruz kalmaktadirlar. (74)

Yizey kaplamasi uyguladigimiz 6rneklerde elipsometre ile yapilan
incelemede cilali yilizey lzerinde olusan yeni tabakanin ortalama kalinhg: 49.4
nm olarak 6l¢tiimustir. Bu kalinhigin hidrojen ve iyon baglarn kuran reaktif yiizeyin
maskelenmesinde yeterli olup, bakteri tutulumunu azalttigi dustintimistar.

Titanyumun antibakteriyel etkisinin artinimasi amaciyla yizeye cesitli
iyon implantasyonlarinin yapildigi ¢calismalar bulunmaktadir. F*, Ag" iyonlarinin
bu amagla titanyum yiizeyine implante edildigi ve etkisinin test edildigi calismalar
bulunmaktadir. Florun ( F* ) enzim inhibitérii olarak bakteri metabolizmasini
etkileyebilecegi, gumisiin ( Ag® ) bakteri DNA’ sina baglanarak sentezini
engelleyebilecedi distnulmustur. (75)

Antibiyotiklerin titanyum ylzeyine katilmasini ve etkisini inceleyen
calismada, sefalotin genig spektrumlu olmasi ve yavas salinim yapmasi sebebiyle
tercih edilmig ve S. Aureus kargisinda olumlu sonuglari rapor edilmistir. (76)
Ancak antibiyotik uygulamasinin dezavantajlari olarak uzun sire salinimin devam
etmeyecedi ve yan etki olarak da bazi bakterilerin de diren¢ kazanabilecegi
dastntlmustar. (1)

In vitro olarak yaptigimiz bu galismada biyofilm olusumunda etken
faktoérlenden biri olan tukragin kullaniimamasi sonuglari etkileyebilecek bir
faktordur. Steinberg ve Eyal, calismalarinda restoratif materyale bakteriyel
tutunumda ylzeyin tikrik ile kapli olmasinin 6énemli oldugunu belirtmiglerdir.
Deneylerinde sukroz eksikliginde bakteri ve substrat arasinda hidrofobik ve
elektrostatik etkilesimin adezyonda énemli rol oynadigini géstermislerdir. (77)
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Tanner ve ark. mikroorganizmalarin adezyonu ve kolonizasyonunda
tikrik bilesenlerinin ve pelikil tabakasinin formasyonuna ihtiya¢c oldugunu, bu
tabaka bilesenlerinin oral mikroorganizmalarin adezyonu igin reseptér goérevi
gordiguni belirtmislerdir. (78)

Ancak dis hekimliginde in vitro calismalarda dogal tukrigun tim
ozelliklerini yapay olarak saglayabilmek mimkin degildir. Ctinkii dogal tiikriik
parotid, submaksiller ve submandibular bezlerin salgilarindan olusan oldukga
farkli hacim ve icerige sahiptir. (79)

Ozden ve ark. ile Yildinm ve ark. nin ¢alismalarinda yitk bosalimi
yontemi ile akrilik ylizeyi hidrofilik hale gelirken, ylizey elektrostatik yapisinda da
degisiklik olustugu gézlenmis ve tukirik proteinlerinin yapismasi artmigtir.
(80,81) Cilali titanyum yiizeyinin daha hidrofilik hale gelmesi ayni zamanda
fibroblastlarin yapigsmasini, yumusak doku adezyonunu artirir ve bakteriyel gegisi
engellemeye yardimci olur. (82) Ote yandan tiikiiriik proteinlerinin yapismasi bazi
bakterilerin de yapismasini kolaylastirabilir. S. mutans bu bakterilerden biridir.
Calismamizda kaplama sonrasi ylizey daha hidrofilik hale gelirken S. mutans
yapismasinin azalmasi, bu yontemle doku adezyonu artarken, bakteri
adezyonunun 6nlenebilecegini distindirmektedir. Ancak bu sonuca varabilmek
icin daha ileri in vitro ve in vivo ¢alismalara ihtiyac vardir.

Calismamizin diger bir kisitlhgi da, agiz ortaminda bulunan birgok bakteri
ve bunlarin birbirleri ile etkilesimleri gézardi edilerek tek bir bakteri cesidi
kullaniimasidir. Dental plak mikroflorasi kisiye, agizda bulundugu bélgeye ve
kisinin beslenme aliskanliklarina gére degisim gosterir.

Gantes, plastik uclu sonik apareylerin plak formasyonunun
uzaklastinimasinda etkili oldugunu ve titanyum yiizeyinde deg@isim yapmadigini
bildirmistir. (83) Air flow uygulamasinin etkisini inceleyen bazi calismalarda
belirgin bir ylzey degisikligine rastlanmamis, bazi calismalarda basinca ve
uygulanan yiizeye bagl degisikliklikler bildirilmistir. (84) Titanyum vylzeyinde
zamanla agiz icinde meydana gelebilecek degisiklikler incelenmis olsa da plazma
polimerizasyon yoéntemi ile elde edilen yizey hakkinda yeterli calisma
bulunmamaktadir. Ancak plazma ortaminda polimerlestiriimis ince filmler ile
¢bziinmez, termal dengeli, kararli ve mekanik dayanimi yiksek vyapilar
olusturulabildigi bilinmektedir. (36) Buna ragmen in vivo kosullarda uzun dénem
cesitli oral hijyen uygulamalarinin ardindan yiizeyde degisiklikler meydana
gelebilir. Kaplanan ylizeyde, uzun dénemde agiz hijyen prosedirlerinin etkisini
inceleyen calismalara ihtiyag vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu in vitro galigmada, tiyol icerikli monomer ile plazma polimerizasyon
yonteminin, implant materyali olarak siklikla kullanilan tip 4 saf titanyum tzerine
uygulanabilirligi ve yuzey o6zelliklerinin degistirimesiyle bakteri tutulmasina
etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Kaplanan yiizeyin fiziksel 6zellikleri AKM,
elipsometre, kontak acisi testi ile, biyofilm olusumu tizerine etkisi ise S. Mutans
kolonizasyonu floresan mikroskopta degerlendirilerek incelenmistir. Calismanin
deneysel kosullari gercevesinde asagidaki sonuglar elde edilmistir.

Plazma polimerizasyon yéntemi ve tiyol igerikli monomer ile tip 4
titanyum tzerinde orneklerin timinde basarili bir sekilde ve ortalama kalinligi
49.4 nm ince film meydana geldigi gorilmastar.

Yiizey puruzlalagunin degerlendirildigi AKM incelemeleri sonucunda
deney grubunda istatistiksel olarak anlamli ve daha pirizsiiz yuzeyler
goralmustir. Zimparalama ve parlatma islemleri sonrasinda titanyum yiizeyinin
AKM ile incelenmesi sonucu ortalama yilizey purizitlik dederi Ra: 5.761 nm
olarak bulunmustur. Plazma polimerizasyon yontemi ile kaplama uygulanan
orneklerde ortalama pirizlilik degeri Ra: 2.853 nm olarak 6lgtimustiir.

Yizeyi kaplanan deney grubunda belirgin olarak daha hidrofilik ytizeyler
elde edilmistir. Cilali titanyum &rneklerde ortalama temas acisi 42.5° , plazma
polimerizasyon yéntemi ile kaplama uygulanan érneklerde ortalama temas agisi
61.9° olarak hesaplanmistir.

S. mutans’ in ylizeye baglanmasi degerlendirildiginde, ylizey kaplamasi
yapilan tum orneklerde plak olusumunda belirgin azalma goérilmustir. Bakteri
tutulumundaki azalma ylizey puriizluligti ve daha ¢ok reaktif titanyum oksit
ylzeyinin maskelenmesi ile aciklanmis, yiizey enerjisi ile iligkilendirilememistir.

Yumusak doku ile iligkili implant parcalarinda tiyol igerikli plazma
polimerizasyon kaplama yontemi ile bakteri tutulumunun azalmasinin, basta
periodontal hastaliklara yatkin bireyler olmak tizere implant tedavisi uygulanan
tum hastalar i¢in yararli olabilecegi diisiintilmektedir.

Caligmanin limitleri ¢cergevesinde kullandigimiz yéntemle kararli, agiz igi
ortaminda c¢oéziinmeyen ve enfeksiyona direngli ylzeyler olusturulabilecegi
dustnilmustir. Ancak kaplama yiizeyinin in vivo kosullardaki davraniginin
incelenmesi i¢in baska ¢alismalara da ihtiyag vardir.
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