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OZET

GUMUS KATKILI HIDROKSIAPATITIN BAZI DERI iISLENTI
BASAMAKLARINDA KULLANILABILIRLIGI VE
ANTIMIKROBIYAL OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

KOIZHAIGANOVA, Meruyert

Doktora Tezi, Deri Miihendisligi Boliimii
Tez Danismant: Prof. Dr. Giirbiiz GULUMSER
Ikinci Danismani: Dog. Dr. Thsan YASA

Mart 2012, 128 sayfa

Bu arastirmada mikrodalga yontemiyle ftretilmis giimis (Ag) katkil
hidroksiapatit (HA) ayakkabi astarlik deri tizerine uygulanmig ve antimikrobiyal
etkisi arastirilmistir. Elde edilen hidroksiapatit ¢ozeltisindeki glimiis miktari
Endiiktif Eslesmis Plazma Optik Emisyon Spektroskopi (ICP-OES) cihazi
kullanilarak tespit edilmistir. Cok amaclh X-151m1 Difraktometresi (XRD), X-151n1
Floresans Spektrometresi (XRF), Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrometresi
(FTIR) ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM-EDS) cihazlar1 kullanilarak
materyalin fiziksel, kimyasal ve yapisal 6zellikleri ortaya konulmustur. % 0 — 5
oraninda giimiis iceren hidroksiapatit ¢Ozeltileri pistole yontemi ile 1:1:1
oranlarda (HA:lak:su) finisaj karisimi iginde ve toplam hacim (zerinden %5
penetrator eklenerek deri 6rneklerinin cilt yiizeyine uygulanmistir. Daha sonra
deri Ornekleri kurutma ve iitii isleminden gecirilerek kaplama filmleri elde
edilmistir. (% 0 — 5) Giimiis katkili hidroksiapatit uygulanan derilerdeki giimiis
miktar1 ICP-OES cihazinda belirlenmis ve derilerin yapisal ve yiizeysel 0zellikleri
SEM, FTIR, Raman cihazlariyla incelenmistir.

Broth Mikrodillisyon yontemi ile Ag katkili hidroksiapatitin test
mikroorganizmalara karsi etkin konsantrasyonu (MIC degeri) belirlenmistir.
Kontrol ve (% 0 — 5) Ag katkili hidroksiapatit uygulanan derilerin antimikrobiyal
Ozellikleri Agar yayma, Paralel ¢izgi (nitel), Bakteri sayisindaki % azalma (nicel)
ve Kiif gelisimi direnci testleri ile mukayese edilmistir. Denemelerde, Escherichia
coli ATCC 12228, Staphylococcus aureus ATCC6538-P bakterileri, funguslardan
Candida albicans ATCC 10239, Aspergillus niger TEM ve Trichoderma viride

TEM test mikroorganizmalar1 olarak incelenmistir. Arastirma sonucunda % 2 ve
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Uzeri oranda Ag iceren hidroksiapatit ile muamele edilen derilerin iyi bir
antimikrobiyal 06zellige sahip olduklar1 tespit edilmis ve Ag katkili
hidroksiapatitin deride antimikrobiyal madde olarak kullanilabilirligi net bicimde
ortaya konulmustur.

Anahtar sozcukler: Gimis katkili Hidroksiapatit, Astarlik deri, Kaplama
filmi, Antimikrobiyal aktivite
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ABSTRACT

USABILITY OF SILVER DOPED HYDROXYAPATITE
IN SOME LEATHER PROCESS STEPS AND
INVESTIGATION OF ITS ANTIMICROBIAL EFFECTS

KOIZHAIGANOVA, Meruyert

Ph.D in Leather Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Giirbiiz GULUMSER
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Thsan YASA

March 2012, 128 pages

In this study, silver doped hydroxyapatite produced by microwave method
was applied as antimicrobial agent on shoe lining leather and its antimicrobial
effect was investigated. Silver (Ag) content in the hydroxyapatite (HA) obtained
was confirmed by Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry
(ICP-OES). By using X-ray Diffraction (XRD), X-ray Fluorescence Spectrometer
(XRF), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Scanning Electron
Microscope (SEM-EDS) devices physical, chemical and structural properties of
the material have been determined. HA solutions containing 0 — 5 % of Ag in a
finishing mixture with 1:1:1 ratio of HA:lacquer:water and penetrator (5 % of
total volume) were applied on the surface of the leather samples by spraying.
After that, the leather samples were passed through drying and ironing processes
to obtain coating films. Silver content in the (0 — 5 %) Ag doped hydroxyapatite
treated leather samples were determined by ICP-OES, structure and surface
characteristics of the leathers were investigated by SEM, FTIR and Raman
equipments.

After determining the effective concentrations (MIC value) to
microorganisms tested, antimicrobial properties of the control leather samples and
the (0 — 5 %) Ag doped hydroxyapatite treated samples were compared by
(qualitative) Agar spread and Parallel steak, (quantitative) Percentage of bacterial
reduction and Mold growth resistance tests. In the experiments, the following test
microorganisms: Escherichia coli ATCC 12228, Staphylococcus aureus
ATCC6538-P, as bacteria and Candida albicans ATCC 10239, Aspergillus niger
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TEM ve Trichoderma viride TEM as fungi were studied. According to the results
of the study, the leather treated with Ag doped hydroxyapatite containing 2 % and
above amount of silver showed strong antimicrobial activity and it was decided
about possible usability of Ag doped hydroxyapatite as antimicrobial agent on
lining leathers.

Keywords: Silver doped hydroxyapatite, Shoe lining leather, Coating
film, Antimicrobial activity
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1. GIRiS

Insanoglu varoldugu andan itibaren siirekli olarak kendine yarar saglayacak
nesnelerin arayisi ve bu nesneleri kesfetme cabasinda olmustur. Daha ilk ¢aglarda
hayvanlar avlayarak gida ihtiyaclarin1 karsilamislar ve sonra da tabiat sartlarindan

korunmak i¢in deri ve kiirklerinden yararlanmisglardir.

Deri endiistrisinin temel ham maddesi avlanan ve beslenen hayvanlarin
yiiziilmesi ile elde edilen ham derilerdir. Ham deri hayvanin sirtindan yiizildigi
andan itibaren mikroorganizmalarin tehdidi altindadir. Cesitli konserveleme
yontemleri ile korunmaya calisilan deriler, deri iiretim prosesleri sirasinda da

mikroorganizma faaliyetleri ile kars1 karsiya kalirlar (Sari, 2003).

Biyolojik materyal olmalarindan dolayr ham derilerin yizildikten hemen
sonra kullanilmas1 miimkiin olmamakta ve baz1 6zelliklerinin iyilestirilmesi i¢in
kimyasal ve fiziksel bazi islemlere tabi tutulmasi1 gerekmektedir. Farkli
ozelliklerde kullanilabilir ve farkli kullanim alanlarina yonelik faydali bir {iriin

elde etmek i¢in tabaklama islemi yapilmaktadir.

Tabaklama deri teknolojisinin temel islemi olarak kabul edilmektedir.
Tabaklama isleminde bitkisel tanenler, mineral ve sentetik tabaklayicilar gibi
farkl1 tabaklayici Ozellige sahip maddeler kullanilabilmektedir. Tabaklama
isleminden sonra deri yar1 mamul hale getirilmis olur, istendigi zaman yaglama
islemi uygulanarak deri krast halinde saklanabilir veya boyama, yaglama, retenaj

ve finisaj iglemleri yapilarak mamul hale getirilir.

Cok fazla kullanim alanina sahip olan deri, giinliik hayatta insanlarin
karsisina ¢ok farkli sekillerde c¢ikabilmektedir. Kimi zaman bir giysi ya da
ayakkabi, kimi zaman canta-ciizdan kimi zaman ise koltuk kaplamasi olarak

rastlamaktay1z.

Mukavemet 6zellikleri, hava ve su buhari gegirgenligi, uzama ve form tutma
ozelligi gibi istiin kullamim o6zelliklerinden dolayr deri, giysilik ve ayakkabi
yapiminda vazgecilmez dogal bir materyaldir. Deri materyali her yasta insanlarin
her c¢esit ayakkabi modelinde kullanilmaktadir. Dolayisiyla, ayakkabilik deri
Ozelliklerinin ve kalitesinin iyilestirilmesi konusu siiphesiz 6nem tasimaktadir.
Uzun siire ayakla temas eden ayakkabi; ter, nem ve sicaklik gibi faktorlerin

etkisiyle bakteri, mantar ve maya gibi mikroorganizmalarin hayat bulmalar1 i¢in



iyl bir ortam olusturur. Bu ortamda gelisen mikroorganizmalar ayakta koku,
mantar ve diger hastaliklarin olusmasina zemin hazirlar. Bu olusumlari engelleyici

ozellikte deri ayakkab1 kullanimi ayak sagligi bakimidan son derece 6nemlidir.

Glinimiizde diinya ticaretinin hizli bir sekilde gelismesi, uluslar arasi
platformda ticari iliskilerin 6nem kazanmasi ve tilkelerin ekonomik gii¢lerinin
onemli Olgiide ihracata baglh hale gelmesi, diinya genelinde olduk¢a yogun bir
rekabet ortami yaratmistir. Ulkeler bu rekabet ortaminda ekonomilerini ayakta
tutabilmek igin pazar paylarini artirma g¢abasi i¢ine girmisler ve buna bagli olarak

da iiretimde birinci planda tiiketici taleplerini dikkate almaya baslamislardir.

Giderek saglik bilinci artan tiiketiciler ayakkabi iireticilerinden ayakkabida
antimikrobiyal 6zelliklerin bulundurulmasini talep etmektedirler. Ayakkabilik deri
materyalleri i¢cine mikroorganizmalara kars:1 aktif ajanlarin ilave edilmesi sadece
konfor ile iligkili olmayip ayn1 zamanda giyim fizyolojisi ve saglik ile de ilgilidir.
Diger taraftan antimikrobiyal ajanlar, ayakkabida terleme sonucu bakteriyel
bozunmadan dolay1 olusan istenmeyen koku ve ayakkabidaki nemden
kaynaklanan mikroorganizmalarin ¢ogalmasin1i  Onlemek amaci ile de
kullanilmaktadir (Wuertz, 2006). Deri {iretiminde antimikrobiyal 06zellik
kazandiran birka¢ yontem ve/veya ajan (izothiazolinon ve TCMTB)
bilinmektedir, fakat bunlarin ¢ogu insan saglig1 i¢in zararhidir ve mikroorganizma

sayilarini belirli bir diizeye kadar azaltabilmektedir (Dean and Stephen, 1999).

Gimiis (Ag) ve glimiis iyonlarinin giiglii antimikrobiyal etki gosterdigi uzun
zamandan beri bilinmekte olup, mikroorganizmalar {izerindeki inhibitor etkisi
bir¢cok arastirmaci tarafindan arastirilmaktadir. Giimiis, DNA molekiillerine etki
ederek mikroorganizmalarin ¢cogalma yeteneklerini kaybetmelerini ve bakteriyel
proteinlerdeki —SH gruplariyla etkileserek onlarin inaktif olmalarini saglamaktadir
(Kim et al., 1998). Giiglii bir antimikrobiyal etkiye sahip olmasinin yaninda toksik
etki gostermemesi nedeniyle giimiis iyonlari, glinliik hayatta siirekli kullanilan ve
mikroorganizmalarin yogun olarak bulundugu bircok malzeme yiizeyinin
(seramik, cam, fayans, plastik, kagit, boya, tekstil vs) liretimleri sirasinda veya
daha sonra kaplamada kullanilan materyallerde katki maddesi olarak
kullanilmaktadir (Kawashita et al., 2000).

Yapilan literatlir taramalarinda dogrudan glimiis katkili hidroksiapatitin

herhangi bir deri isleminde kullanimu ile iliskili kaynaklara rastlanmamistir. Bu



nedenle deri materyaline yakin ve konu ile ilgisi olan bazi literatiirler incelenmis

ve uygun goriilenlerden yararlanilmaya ¢alisiimistir.

Gumis katkili hidroksiapatitin (Ag-HAP) mikroorganizmalara karsi bazi
tekstil materyallerinde basar1 ile uygulandigi yakin zamanlarda bildirilmistir.
Bununla beraber hidroksiapatitin deri ve deri mamullerindeki uygulamasinin
heniiz tam olarak arastirilmadigi ve bazi caligmalarin ise heniiz baslangig

asamasinda oldugu literatiir taramalarindan anlasilmaktadir.

Bu arastirmada, giimiis katkili hidroksiapatitin antimikrobiyal madde olarak
deri kaplamasinda kullanimiyla, bakteri ve fungus olusumunu engelleyecek
ozellikte ayakkabi astarlik derilerin elde edilmesi amaglanmistir. Bu 6zellikte deri
ayakkabi1 kullanimi insan sagligi icin son derece 6nem tasimaktadir ve her tiir deri
ayakkabida uygulanabilirligi s6z konusu olacagindan genis bir kullanim kitlesine

hitap edebilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Ayak Saghgi ve Ayakkabi

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan bedensel, ruhsal ve sosyal yonden
tam bir 1yilik hali olarak tanimlanan “saglik” kavramin etkileyen ii¢ temel unsur;
insan, hastalik yapici etmenler ve c¢evredir. Insanin disindaki her sey olarak
nitelendirilen, i¢inde yasadigimiz ¢evre, hastaliklara yol acan en 6nemli etkenlerin

basinda gelen mikroorganizmalar ile her an temasta bulundugumuz ortamdir
(Akdur vd., 1998).

GlnUmuzde yasam kosullarinin degismesi ve bireylerin zamanlarinin
cogunu ev disinda gecirmeleri, degisen beslenme aliskanliklar1 ve ulagim
olanaklari, uluslar arasi ziyaretler gibi faktorler, mikroorganizmalarin, toplu
yasam alanlarinda kolayca bireyden bireye gecisine ve bulasict hastaliklarin
artmasina neden olmaktadir. Mikroorganizma miktar1 belli oranin iizerine ¢iktigi
takdirde kisisel ve cevresel Ozelliklere bagli olarak degisik siddetlerde bulasici
hastaliklara hatta salginlara (epidemilere) yol agabilmektedir. Toplumun saglikli
olabilmesi i¢in toplumu olusturan bireylerin sagliklarinin  korunmasi
gerekmektedir. Bu nedenle, yasadigimiz mekanlarda, galistigimiz ortamlarda ve
kullandigimiz iriinlerde hijyenin saglanmasi, yani hastalik olusturabilecek

mikroorganizmalardan arindirilmas:  glinlik yasamimizda giderek Onem
kazanmaktadir (Ugisik, 1994).

Saglikli ayaklar i¢in en Onemli unsur ayakkabidir. Viicudumuzun yerle
temas eden son noktasi, biitiin agirligimizi tagiyan ayaklar i¢in rahat ve giivenli

ayakkabi se¢imi Saglik agisindan dikkat edilmesi gereken en 6nemli husustur.

Insanin tiim yiikiinii tasiyan organlardan biri olan ayaklar, viicudumuzun en
cok hasara ugrayabilecek kisimlarindandir. Ayaklar, calisma kosullarina ve spor
vb. etkinliklere bagl olarak oldukga yiiksek basinglara maruz kalmakta ve normal
yasam kosullarinda bile her giin yeterince zorlanmaktadir. Ornegin, yapilan
sporun cinsine bagli olmakla birlikte, spor yaparken beden agirliginin 3-4 kati
fazlas1 yilik ayaklara binmektedir. Bu nedenle, ayak sagligina gereken duyarlilik

gosterilmeli va ayaklar1 korumak i¢in amaca uygun ayakkabilar giyilmelidir.

Ayakkabi tercihi ayak sagligi i¢in ¢ok onemlidir. Saglikli ayagin olmazsa
olmaz sarti, kullanilan ayakkabmin kalitesi ve ayaga uyumudur. Gunumizde



tiikketiciler bilinglenmis ve farkli 6zelliklerin yani sira antimikrobiyal ayakkabilar
da talep etmektedirler. Standartlara uygun Kaliteli Griin ve hizmet talep eden
bilingli tiiketici, haklarin1 arama konusunda duyarli davranmakta ve organize bir
sekilde fiireticiler iizerine baski olusturabilmektedir. Ulke icinde giderek
bilinglenen tiiketici isteklerini karsilamak, i¢ ve dis piyasada rekabet edebilmek
icin kuruluslar kaliteye 6nem vermek durumundadirlar (Turker, 2010).

Bilindigi iizere, ayakkabi1 ayagi; sivri cisimlerden, darbelerden,
basinglardan, soguktan, sicaktan, yagmurdan vs. iklim sartlarindan korur. Fakat,
“Ayag1 ayakkabidan nasil korumali?”” sorusunu hig¢ diistindiiniiz mii? Mr. William
Rossi “Footwear News” gazetesinde bu soruyu su sekilde agiklamaktadir; “Bir
damla saf suyu ayakkabinin icine birakalim, daha sonra mikroskopta
inceledigimizde, binlerce mikroorganizmanin saga sola kagistigini goriiriiz”. Bu
demektir ki “Ayakkabinin i¢indeki ¢evre, dis ¢evreye nazaran daha saldirgandir”.
Sicaklik, nem, ve ayakkabinin igindeki ortam, bakterilerin en c¢ok sevdigi

kosullardir.

Bu kosullar sirast ile incelendiginde; normal ayak sicakligi 34°C’dir.
Normal sartlarda ayakkabi icinde sicaklik 41°C civarindadir. Sicak ve nemli
havalarda, spor veya kosma gibi aktvitelerde 43-46°C arasindadir. Ayakkabi siki
ve dar, ayrica suni deri astar ile tiretilmisse sicaklik 49°C’ye ulagsmaktadir. Ayak
taban1 her adimda fren yapar, ayak igeride kayarak ayakkabinin i¢ tabanina
stirtiiniir. Normal olarak giinde 8000 adim attigimiz diisiiniiliirse, ayakkab1 i¢inde
yiiksek 1s1 olusur. Is1 ayagi sisirmekte ve hacmi %5 artirmaktadir, ve bdylece

ayakta rahatsizliga sebep olmaktadir.

Terleme, ¢esitli nedenlere gore degisiklik gosterir. Bunlar: Yas-cinsiyet-
aktivite (spor)-ayak-ayakkabi uyumu-malzeme vs. Ayakta bir in¢ karede ortalama
3000 adet ter bezi mevcuttur. Boylece bir ¢ift ayakta 180000 adet ter bezi vardir.
Bir cift ayak, ortalama giinde 0.5 litre ter {iretir. Bagka bir hesapla, bir ¢ift ayak
yilda 180 litre ter iiretir. Boylece ter ve 1s1 bilesimi neticesinde ayakkabinin i¢inde
nem olusur. Nemin % 60’1 mokasen ayakkabilarda, % 30’u bagcikli ayakkabilarda
disar1 kagar. Terin % 98’i su, % 2’si tuz ve asitten olusur (Unal, 2010).

Istirahat halinde bir ayaktan giinde 72 ml kadar ter atilmaktadir. insan
derisinden salgilanan ter taze haldeyken hafif asidik karakterlidir ve pH degeri
5.2-7 arasindadir. Bu hafif asidik karakter tagiyan taze ter icinde bulunan f{ire,

ireaz enziminin yardimi ile par¢alanir ve amonyak agiga ¢ikar. Boylece ter alkalik



karakter kazanarak pH seviyesi 9’a kadar yiikselir. Teri olusturan bilesiklerden
iire, derideki bitkisel tabaklama maddeleri {izerinde dogrudan dogruya ¢oziicl etki
yaparak tabaklamanin bozulmasina sebep olabilir. Ayrica terin pargalanmasi
sirasinda aciga ¢ikan alkali ortam, deri lizerine daha da onemli rol oynamaktadir.
Lif dokusu, alkali ortam ve ayakkabi icerisinde meydana gelen sicaklik, rutubetin
etkisiyle daha fazla zarar gormekte ve derinin kirilgan hale gelmesine yol
acmaktadir (Sar1, 2000).

Yukaridaki nedenler, ayaga ve ayakkabiya zarar verir. Erigkin bir insanin
viicudunda 10 trilyon mikroorganizma bulunur. Bir c¢ift ayakta ise 2 trilyon
mikroorganizma bulunmaktadir (Unal, 2010). Ayakkabmin ici genellikle
temizlenemediginden bu mikroorganizmalar hizla ¢ogalir ve problemlere yol
acarlar. Neticede ayakta cilt problemlerine ve enfeksiyonlara neden olurlar.

2.1.1. Ayak enfeksiyonlar:

Ayak enfeksiyonlarinda olaymn baslangict fark edilmeden tekrarlayan
mikrotravmalar sonucu olusan deri lezyonlaridir. Bu lezyonla olusan giris kapisi,
mikroorganizmalarin cilt altina oradan da derin dokulara ulasmasi ve
yerlesmesine firsat verir. Kas ve tendonlarin hareketleriyle enfeksiyon daha
derinlere ilerler. Etken mikroorganizmalar hastanin kendi florasidir. Lezyonlar
klinik, cerrahi, radyolojik ve histopatolojik olarak U¢ gruba ayrilir.

1. Diisiik riskli, ekstremiteyi tehdit etmeyen enfeksiyonlar: 11k kez olusan,
tedavi gormemis, enfeksiyonun deri ve deri alti dokuda sinirli olup, kas
dokusunun saglam oldugu, sistemik toksisite ve iskemi bulgularinin bulunmadig,
cap1 2 cm’yi gegmeyen seliilit tipi enfeksiyonlar.

2. Yuksek riskli, ekstremiteyi tehdit eden enfeksiyonlar: Kronik veya
tekrarlayan, daha once tedavi gormiis, kas ve/veya kemik dokuya ilerlemis,
nekrotik dokularin olustugu, iskemi bulgularin bulundugu, ¢ap1 2 cm’den biiyilik
selulit ve lenfanjitle seyreden enfeksiyonlar.

3. Ciddi, hayati tehdit eden enfeksiyonlar: ikinci grup bulgulara ek olarak,

sistemik toksisite ve sepsis bulgular1 gosteren, genellikle ge¢ kalmis olgulardir
(Grayson, 1995).



Lezyonlarda Gram pozitif kok, Gram negatif basil ve anaerob bakteriler

izole edilebilir. Ayak enfeksiyonlarinda siklikla izole edilen bakteriler su

sekildedir:

« Gram pozitif (+) koklar: Staphylococcus aureus, B grubu streptokoklar.
enterokoklar, Staphylococcus epidermidis.

« Gram negatif (-) basiller: Escherichia coli, Proteus vulgaris, Proteus

mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter

ve Citrobacter turleri.

* Anaerob bakteriler: Bacteroides fragilis, Peptokoklar, Clostridium tdrleri,

Prevotella melaninogenica (Grayson, 1995; Lipsky et al., 1990; West,

1995).

Diinyada diyabetik hasta sayist 100 milyonun iizerindedir ve bu saynin

2010 yilinda 2 misli artmast beklenmistir. Tiim bu hastalarin % 5-10’nun

ayaklarinda yaralar mevcut veya yasamlarmin bir doneminde olusmaktadir. Ayak

sorunlar1 diyabetik hastalarin en sik hastaneye bagvuru nedeni, en sik hastanede

yatma nedeni ve en uzun hastanede kalma nedenini olusturmustur (Agar, 2006).

Lipsky et al. (1990) hastane disinda tedavi edilen diyabetik ayak

enfeksiyonlar: inceledigi aragtirmada olgularin % 46’sinda monomikrobiyal, %

47’sinde polimikrobiyal etken saptamislar ve % 7 olguda tlireme olmamistir. Bu

grupta olgularin % 13’iinde etkenler arasinda anaeroplar da yer almaktadir. Apse,

osteomyelit, nekroz ile seyreden agir enfeksiyonlardaki durumu yansitan

arastirma sonuclari1 Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1. Ciddi diyabetik ayak enfeksiyonlarinda etken bakteriler (%)

Wheat 1986 Bamberger 1987 Grayson 1995
Monomikrobiyal 29 16 16
Polimikrobiyal 69 84 80
Ureme olmayan 2 - 4
Sadece aerob 59 19 58
Aerop-+anaerob 41 78 40
Sadece anaerob - 2




Acar (2006)’ 1n yaptig1 calismada 2002-2004 yillarinda Gozpete Egitim ve
Arastirma Hastanesi 2. Cerrahi Kliniginde diyabetik ayak nedeniyle yatarak tedavi
goren 30°u (% 61.2) erkek 19’u (% 38.8) kadin olan toplam 49 hasta cesitli
degerleri géz Oniline alinarak incelenmistir. Hastalar i¢inde en yaslis1 80 en genci
39 yasindadir. Yas ortalamasi 61.4 olarak saptanmistir. Hastalar klinige yatar
yatmaz antibiyotiklere baslanmadan yara yerinden kiiltiir antibiogram incelenmesi
yapilmis ve bunun sonucunda iireyen mikroorganizmalar Cizelge 2.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Kilturde tGreyen mikroorganizmalar

Mikroorganizma Say1 %
MRSA (S. aureus) 11 22.4
MSSA (S. aureus) 9 18.4
E. coli 7 14.2
Proteus 5 10.2

Grup D streptokok 3 6.1
Pseudomonas aeruginosa 3 6.1
Klebsiella pneumoniae 2 4.2
Ureme yok 9 18.4

Ayak mantar1 enfeksiyonu, dermatofitler denilen mantarlar tarafindan
yapilan enfeksiyondur (Crawford et al., 2001). Dermatofitler canlilarda deri, sag
ve tirnakta enfeksiyon yapan keratinofilik mantarlardan olup Epidermophyton,
Microsporum ve Trichophyton olmak tizere {i¢ cinse ayrilmaktadir. Microsporum
cinsi dermatofitler sac¢ telleri ve killarda, Epidermophyton en fazla inguinal
bolgede, Trichophyton tiirii dermatofitler ise deri, tirnak ve sagli deride hastalik
olusturabilmektedir (Giidiiciioglu vd., 2006). Bununla birlikte 7Trichophyton tiiri
dermatofitler, ayak tabani ve parmak aralarinda ayak mantarina sebep olan

dermatofit cinsidir.

Mantar enfeksiyonu, viicudumuzda normalde hastalik yapmadan yasayan
mantarlarin, uygun ortam bulduklarinda hizla cogalip, enfeksiyona neden
olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayak mantari, genellikle ergenlikten sonra en sik
goriilen, cok tekrar eden ve oldukca sik rastlanilan bir cilt hastaligidir. Bu

mantarlar nemli ve 1lik bolgelerde iiremektedirler. Ayak mantar1 enfeksiyonlari




bulasicidirlar, direkt temasla veya ayni ayakkabinin ortak kullanimi ile kisiden
kisiye gegebilmektedirler (Stratigos et al., 1999).

Kasinma, yanma, etkilenen bolgenin sizlamasi, kizariklik, i¢i su toplamis
yaralara ve kabuklanip dokiilmelere sebep olan ayak mantarlar1 zor iyilesebilir ve
tekrarlama riski yiliksek bir hastaliktir (Noble et al., 2001).

Tinea pedis, dermatofitlerin sebep oldugu ayak ve ayak parmaklarinin fungal
enfeksiyonudur. Aile i¢inde tiim ev halkina bulagsmaya egilimlidir ve enfeksiyon
var oldugu siirece bulasicidir. Etken siklikla Epidermophyton floccosum, T.
rubrum veya T. mentagrophytes tir. Tinea pedis'in en rahatsiz edisi semptomu
ayak kokusu ve kasintidir (Kuyucu, 2003).

Bagsta ayak mantar1 olmak iizere ayak patolojileri genelde ergenlik ¢agindan
(veya 12 yasindan) itibaren yasla birlikte artis gostermektedir (Inanir ve ark.,
2002; Lange et al., 2004; Reichert et al., 2002). Sikliginin % 3-51 arasinda
degistigi ve endiistrilesmis iilkelerde yetiskin niifusun yaklasik % 15’inde
goriildiigi ileri siirtilen tan1 konulmus ayak mantar1 olgularinin yani sira toplumun
% 25’inde tan1 konulmamis (gizli) Tinea pedis patolojisinin oldugunu iddia eden
aragtirmalar bulunmaktadir (Lacroix et al., 2002). Yine ayak mantar1 saptanan
hastalarin yarisindan fazlasinda (% 59) ayak tirnak mantar1 da bulundugu
gozlenmistir (Ogasawara et al., 2003). Ayak mantar1 gelisiminde etkili olabilecegi
diistiniilen bircok faktér bulunmakla birlikte, Ungpakorn et al., 2004 sadece

ayakkabi tipinin ayak mantar1 gelisiminde etkili oldugunu saptamislardir.

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Spor Hekimligi Anabilim Dali'na her yil
periyodik kontrol icin miracaat eden 137 futbolcu yiizeysel mantar enfeksiyonu
sikligt ve subjektif sikayetler agisindan 2000-2001 sezonu  oncesi
degerlendirilmistir. Bu futbolcularin 38'inde (% 27.7) klinik makroskobik bulgu
tespit edilmistir. Makroskobik bulgusu olan 38 olgunun 17'sinde (¢aligma
grubunun %12.4') mikolojik kiiltiirde ireme gergeklesmistir. Candida albicans 8
(% 5.8) olguda, Trichophyton rubrum 7 (% 5.9) olguda ve Candida parapsilosis
1(% 0.7) olguda tiremis, Malassezia furfur 1 (% 0.7) olguda saptanmistir. Tinea
pedis siklig1 genel populasyonda % 3-4 arasinda degisirken futbolcularda da bu

oran % 3 olarak bulunmustur.

Sporcularda kronik terleme nedeniyle meydana gelen maserasyon, stratum
korneumun bariyer fonksiyonunu bozmakta ve fungal enfeksiyonlara zemin
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hazirlamaktadir. Ayak parmak arast bu duruma en yatkin bolgedir. Sporcularda
sicaklik, siirtiinme, fiziksel temas, dus ve soyunma odalarinin ortak kullanimi
nedeniyle viral, bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar sik goriilmektedir (Ergiin vd.,
2001).

Ogur vd. (2005), yaptiklarn bir arastirmada “Giinliik ayakkabinizdan
sikayetiniz var mi1?” sorusuna katilimcilarin % 43.0'0i evet cevabini vermistir.
Ayaklarin ¢ok terlemesi ve ayak kokusu en sik sikayet konusudur. Kullanilan
ayakkabilarin rugan deriden imal edilmis olmasi terleme ve dolayisiyla da ayak

kokusunun agiklamasi olabilir.

Ayak sagligi i¢in onemli faktorlerden biri malzeme se¢imidir. Ayakkabi
malzemelerinde binlerce kimyasal kullanilmaktadir. Bunlar cildi etkilemekte ve
baz1 problemlere neden olmaktadir. Ozellikle kanserojen kimyasallar ile iiretilen

ayakkabi cocuklar icin ¢ok sakincalidir.

Yukarida anlatilan sorunlarin iistesinden gelmek, ayak sagligina maksimum
fayday1 saglamak icin ayakkabiya 6nem verilmeli, gerek liretim asamasinda, gerek

malzeme se¢iminde son derece titiz davranilmalidir.

Ideal malzemeler, dogal malzemelerdir. Ayakkabi sayasinda ve i¢ astarinda
kesinlikle hakiki deri kullanilmalidir (Unal, 2010).

Bir ayakkabi her giin giyilmemelidir. Mutlaka, iki {i¢ giin giyildikten sonra
birka¢ gun dinlendirilmesi gerekmektedir. Ciinkii ayaktaki ter, koku, ayakkabi

derisinin yipranmasina, asinmasina neden olmaktadir.

Uzun siire ayakla temas eden ayakkabi; ter, nem ve sicaklik gibi faktorlerin
etkisiyle bakteri, mantar ve maya gibi mikroorganizmalarin hayat bulmalar i¢in
iyi bir ortam olusturur. Bu nedenle, ayakkabilik deri 6zelliklerinin ve kalitesinin

tyilestirilmesi konusu sliphesiz 6nem tagimaktadir.
2.1.2. Ayakkabilik astarhk deri
Deri, doganin en sik ve ayni zamanda en kullanighi malzemelerinden biri

olup, insan yapisina ¢ok uygun dogal materyallerden biridir. Zamanla gelisen

iiretim yontemleri sayesinde, deri; giyim, mobilya, aksesuar ve ayakkabi alaninda
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onemli yer tutmaktadir. Giiniimiizde liiks iriinler iginde yer alan deri, 6nemli

sanayi dallarin1 olusturacak kadar gelismistir.

Dogal bir materyal olan derinin, ayakkabilik saya ve astar olarak tercih
edilme nedenleri; a) kullanim sirasinda ayak hareketiyle uyum saglayabilmesi b)
yumusaklig1 c¢) cesitli etkilere karsi gosterdigi dayanim d) giyim fizyolojisi ve
hijyen acisindan olumlu etkisi e) gerek ayakkabinin iiretiminde gerekse

kullaniminda ortaya ¢ikan pratiklik seklinde siralanabilir.

Astarlik deriler ham koyun ve keci derilerinin tiirlii usullerle
tabaklanmasindan olusan, tabii renkte ve boyanmis, ince yumusak, elastiki, sir¢asi
diizgiin derilerdir. Genelde astarlik deri ifadesi ayakkabi i¢ yapisinda kullanilan ve

ayn1 zamanda ter derisi olarak kullanilan deriler i¢in kullanilmaktadir.

Bitkisel ve krom ile tabaklanmis astarlik derilerin nem c¢ekme, ter
dayanimlari, ¢cekme dayanimi, dikis yirtilma dayanimi, fleksometre (biikiilme),
catlama-patlama dayanimi, hava gecirgenligi, aside karsi1 davranislari, yag ve

mineral iceriklerinin belli standartlarda olmasi istenmektedir.

Astarlik deri i¢in ¢ogu zaman kalitesi diisiik deri kullanilmaktadir. Genelde
modaya dayali olanlar hari¢ astarlik deride dig goriinlime 6nem verilmemektedir.
Ornegin sirca yapisi, sirca kusurlar1 gibi 6zellikler yiizliik deriye nazaran daha az
onem tasimaktadir. Bu siliphesiz fiyatlar ve masraflar ile ilgili bir durumdur.
Ozellikle astarlik derilerde miimkiin oldugunca ucuz maliyete kagilir. Bu yiizden
astarlik deri liretiminde daha diisiik kalitede ham madde satin alinmaktadir. Bazen
de astarlik deri i¢in diger derilerin ucuz ikinci kaliteleri islenmektedir. Ornegin bu
amag icin chevro, chevrette, dana derisi, yarma ve benzeri deriler kullanilabilir.
Astarlik deri tiretiminde kullanilan ham deriler i¢in ise kiiclikbas deriler ve sigir
derileri kullanildig1 gibi domuz ve beygir derileri de astarlik deri olarak
islenebilir, ancak en uygun deriler koyun ve kegi derilerinden elde edilir
(Lkhagvajav, 2009).

Deri materyali her yasta insanlarin her g¢esit ayakkabi1 modelinde, 6rnegin
cocuk ayakkabilari, spor ayakkabilari, is¢i ayakkabilari, giinliik ayakkabilar,
askeri botlar gibi ¢ok c¢esitli modellerde kullanilmaktadir. Bu yilizden, ayakkabilik
deri oOzelliklerinin ve kalitesinin iyilestirilmesi konusu siiphesiz Onem arz

etmektedir.
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Yapilan arastirmalar yirtilmis ayakkabilarin i¢ ve dis kisminda yliksek
miktarda mikroorganizmalarin (bakteri, dermatofit, maya ve kiifiin) bulundugunu
gostermistir ki bu siiphesiz ayakkabi malzemesine antimikrobiyal uygulamalarin
gerektigini ortaya koymaktadir. Antimikrobiyal finisaj uygulanip satilan deriler
hala mikroorganizmalara kars1 sasirtic1 diisiik performanslar géstermektedirler. Bu
da, antimikrobiyal maddelerin az miktarda kullanildigindan veya deriye dogru
baglanmadigindan ya da derinin bu maddelerle dogru kaplanmadigindan
kaynaklanmaktadir (Wuertz, 2006).

Avyakkabilik deri materyalleri i¢ine mikroorganizmalara kars1 aktif ajanlarin
ilave edilmesi sadece konfor ile iliskili olmayip ayni zamanda giyim fizyolojisi ve
saglikla ilgilidir. Ayakkabr astarlik deri ayak cildine direk temas eder, bu nedenle
antimikrobiyal = ajan ilavesi ayakkabida temiz g¢evre olusturmada,
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini kontrol etmede ve ayak cildi hastaliklari

olasiligin1 azaltmada yardimei olabilir.

Fakat uygulanan materyale zarar vermeksizin kisa siirede bakteri, mantar ve
maya gibi tim mikroorganizmalar1 Oldiiriicii etkiye sahip bir ajanin se¢ilmesi,
uygun konsantrasyonda kullanilmasi ve mikroorganizma ile kolayca temas edecek
bir sekilde materyale uygulanmasi dikkat edilmesi gereken diger Onemli
hususlardir (Dean and Stephen, 1999).

Burada en Onemli amag; finisaji yapilmis derilerin mikroorganizmalarla
bulagmasini, renginin herhangi bir degisiklige ugramasini ve kalitesinin diismesini
onlemektir. Antimikrobiyal ajanlar, ayakkabida terleme sonucu bakteriyel
bozunmadan dolayr olusan istenmeyen koku ve ayakkabidaki nemden
kaynaklanan mikroorganizmalarin ¢ogalmasini 6nlemek amaci ile kullanilabilecek
materyaller olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Patojen mikroorganizmalarin bulasmasi
s6z konusu oldugunda ‘Atlet Ayagi Hastali§i’ gibi enfeksiyonlar meydana
gelebilmektedir. Bu nedenle antimikrobiyal ajanlar patojenlerin dagilmasini da
engelleyebilmelidir (Wuertz, 2006).

Antimikrobiyal islemler deri iizerine finisaj kaplamasi gibi farkli sekillerde
uygulanabilir. Deri malzemesi {izerine antimikrobiyal finisaj veya islemlerin
uygulanmasi1 ¢apraz enfeksiyonu Onlemek veya kontrol etmek i¢in yardimci
olabilir, ve mikrobiyal gelismeyi durdurarak mamul {iriiniin kullanim siiresini (raf
omriinii) uzatabilir. Ancak, tamamen farkli antimikrobiyal spektrumu ve toksisite
sorunlarindan dolayi, 2-(thiocyanomethylthio) benzothiazole (TCMTB) gibi
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normal deri fungusitler ayakkabi astarlik deride Kkullanimi agisindan uygun
degildir.

Finisaj islemi sirasinda deri ylizeyine belirli fonksiyonel katki maddeleri
uygulandiginda deri {iriinii ylizeyinin de istenilen 6zelliklere sahip olacagi bellidir,
ki dolayisiyla deri lizerine uygun antimikrobiyal ajanlarin uygulanmasi giicli
antimikrobiyal Ozellikler saglayabilir. Bu nedenle, ayakkabilara antimikrobiyal
performans kazandirmak amaciyla derideki mikroorganizma tiirlerini
etkinsizlestirmek i¢in kullanilabilecek yeni bir antimikrobiyal ajanin bulunmasi
gerekmektedir.

2.2. Deride Karsilasilan Mikroorganizma Tiirleri

Deri, igerigi nedeniyle mikroorganizmalar i¢in ideal bir besin maddesi
ozelligini tasir. Bir derinin bilesiminde yer alan elementler incelindiginde % 50
karbon, % 25 oksijen, % 7 hidrojen, % 17.8 azot ve % 0.2 de mineral
maddelerden olustugu goriilmiistiir. Ayrica, ham derinin yapisinda % 64 su, % 30
protein, % 3 karbonhidrat, % 2 yag, % 0.5 mineral maddeler ile % 0.5 diger
maddeler bulunmaktadir (Harmancioglu ve Dikmelik, 1993).

Genel olarak deri mikrobiyolojisi konusundaki ¢aligmalar hem diinya, hem
de Tirkiye olgeginde olduk¢a siirhdir. Yiriitiilen ¢alismalar daha ziyade ham

deri ve bir dlciide kireglik dncesi ile pikle tabaklama proseslerinde yogunlasmustir.

Bilgi (2007), tabaklama oncesi islemlerde bakteri ve fungus sayisinin
belirlenmesi iizerine yapmis oldugu arastirmasinda toplam aerobik mezofil,
proteolitik ve lipolitik bakterilerin yani sira aerob spor gelisiminin oldugunu
bildirmistir. Bununla birlikte proteolitik ve lipolitik funguslarin ise tabaklamaya

kadar varliklarini siirdiirdiigiinii ortaya koymustur.

Durmus (2007), calismasinda derinin ilk islem basamagindan itibaren iyi
korunmadig: takdirde tabaklama sonrasi yas islemler sirasinda da proteolitik ve
lipolitik  bakteri ve funguslara rastlandigint  belirterek  derinin  bu

mikroorganizmalarca zarara ugrayabilecegini bildirmistir.

Deri sektoriinde karsilasilan problemlerden birisi bakteri, maya ve kiif gibi

mikroorganizmalarin faaliyeti sonucunda olusan zararlardir. Derinin tabaklama
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oncesi islemlerinde daha cok bakteriler, tabaklama ve sonrasi islemlerde de

funguslar sorun teskil etmektedir.

Cesitli tiirlere ait bakterilerin deri tizerinde bulunduklar1 bilinmektedir.
Arastirmacilar,  derinin normal  florasinda  Staphylococcus  aureus,
Corynebacterium pyogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aureginosa gibi
bakterilerin bulundugunu belirtmislerdir (Champion et al., 1970; Kuroczkin and
Strzelczyk, 1989; Rawlings and Cooper, 1975).

Yapilan diger bir ¢alismada hem ham derilerde, hem de derinin farkli islenti
sathalarinda ve islenmis derilerde ¢ok sayida bakteri tiiriiniin oldugunu
saptanmistir.  Mesela, tuzlanmus derilerde Bacillus, Micrococcus ve
Staphylococcus gibi bakteri tiirlerinin oldugu, kiregleme safhasinda genelde
sporlu bakterilerin bulundugu saptanmistir. Ham deriden, derinin farkli islenti
basamaklarindan ve islenmis deriden Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus
pumilis, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus sphaericus,
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Micrococcus rubens, Kurthia
variabilis, Pseudomonas aureginosa, Staphylococcus epidermidis, Bacillus brevis,
Micrococcus candidus, Bacillus firmus, Bacillus laterosporus gibi bakteriler izole

edilmis ve tanimlanmistir.

Krom tabaklama, retenaj, kurutma ve finisaj islemleri sonrasi deride
mikroorganizma sayisinda ve ¢esidinde azalma goriildiigii, fakat yasamlarini spor
formlarinda siirdiirdiikleri Bacillus tiirlerinin yaygin olduklari, ve pH’in diisiik

olmasindan bakteriyel gelismenin inhibe edildigi de bildirilmistir (Birbir, 1991).

Green (1945) kullanilmakta olan ayakkabilarda Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus faecalis, Micrococcus flavus, Gaffkya
tetragena, Sarcina citrea, Aerobacter rectii, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, B.
fusiformis, B. tumescens, B. megaterium, B. pyocyaneus gibi organizmalar1 izole
ve identifiye etmistir. Arastirmact ayak enfeksiyonlarinin ayakkabilar tarafindan

bulastirilabilecegini agiklamistir.

Diger bir c¢aligmada normal (hasta olmayan) insanlarin ve diyabetik
hastalarin  kullandiklar1 deri ayakkabilardan izole edilen mikroorganizmalar
kiyaslanmistir. Hasta olmayan insanlarin kullandiklar1 ayakkabilardan Echerichia
coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Proteus vulgaria ve Candida
albicans mikroorganizma tiirleri izole edilmisken, diyabetik hastalarin
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kullandiklar1 deri ayakkabilardan izole edilerek identifikasyonu yapilan bakteri
tirlerinin ¢ogunlukla Bacillus cereus, B. fusiformis, B. subtilis, Stenotrophomonas
maltophilia, Enterobacter hormaechei subsp. oharae, Mycobacterium
mucogenicum, Klebsiella sp., ve Acinetobacter sp. oldugu, ayrica Cryptococcus
albidus ve Rhodotorula mucilaginosa mayalarinin bulundugu saptanmistir
(Changging et al., 2010).

Deri maddesi igerdigi yag, protein, vb. maddeler ile fungus Gremesi i¢in
ideal besi ortamini olusturmaktadir. Derilerin depolandigi yerlerin ve islenti
esnasindaki rutubet, pH ve sicaklik degerlerinin genellikle fungus gelisimi i¢in
ideal tespit olunan degerlere yakin olmasi deri endiistrisinde fungus gelisimin
siregelen bir sorun olmasina sebep olmaktadir. Funguslarin tiremesinde en 6nemli
faktorlerden biri yeterli nemin besiyeri ortaminda bulunmasidir (Turhan, 2000).

Deri islentisinde karsilasilan bazi fungus tiirleri Penicillium, Absidia,
Acremomium,  Aspergillus, Basipetospora, Byssochlomys,  Chrysonilia,
Cladosporium, Emericella, Eupenicillium, Euratum, Fusarium, Monoscus,
Paecilomyces, Mucor, Moniliella, Neosortorya, Phialophora, Scopulariopsis,
Stachobotrys, Trichoderma, Trichosporon ve Verticillium’dur (Birbir et al., 1994).

Ozellikle Aspergillus cinsi funguslarm deride gelistigi en sik goriilen
fungus tiirlerinden oldugu bildirilmektedir (Tancous, 1986).

Deri islentisi sirasinda fungus gelisimin en ¢ok gozlendigi asama ise
derilerin tabaklama islemi sonrasinda yar1 mamul olarak depolandigi durumlardir.
Pikle ve kromlu derilerde olusan % 40-60 ve mamul deride olusan % 13-25 nem
oranlarmin fungus gelisimi i¢in yeterli oldugu bilinmektedir (Oztiirk, 2004).

Agirlikli olarak derinin cildinde faaliyet gosteren funguslar sonraki
islentilerde deriden uzaklastirilsalar da faaliyet gosterdikleri bolgelere verdikleri
zarar ¢ogunlukla giderilememektedir. Bu tiir zararlarin oniine gegilebilmesi igin

pikle islemi sirasinda fungusid kullanimi tavsiye edilmektedir (Sharphause, 1989).

Pikle ve kromlu derilerde farkli fungus cesitlerinin farkli pigmentasyonlara
sebep oldugu tespit edilmistir (Karaboz vd., 2003). Funguslar deri maddesi
icerisindeki yag1 hidrolize ederek deriyi sertlestirebilmektedirler. Deriler

goriiniliste zarar gormemis olsalar dahi uzama dayanimlar1 diismekte ve kullanim
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ozellikleri zarar gdrmiis olmaktadir. Uredikleri alani renklendirmeleri ve kotii

kokulara sebep olmalari ise asil zararlaridir (Reed, 1966).
2.2.1. Test mikroorganizmalar yapisi ve ozellikleri

Giliniimiizde modern teknikler kullanilmasina ragmen, deri, organik yapisi
nedeniyle mikroorganizmalarin saldirisina ugramakta ve ozellikle islenti arasi

uzun bekleme siirelerinde adeta mikrop yuvasi haline gelebilmektedir.

Mikroorganizmalar, soludugumuz havada, viicudumuzda, toprakta ve temas
ettigimiz biitiin yiizeylerde bulunabilmektedir. Uygun sartlar saglandiginda bu
organizmalar iireyerek hizla ¢ogalmaktadir. Gelismeleri i¢in gerekli olan sartlar
ise; bir beslenme kaynagi (organik malzemeler; C, O, N, S), yeterli sicaklik ve
yeterli nem oranidir. Mikroorganizmalar, bir miktar nem ve uygun gida varliginda
gelismeye baslar ve ideal kosullar altinda, mikrobik biiylime ¢ok hizli gelisir, zor
kosullar altinda bile varligin1 devam ettirir. Tek bir bakteri ile baslayan iiremede
yaklasik 9 saat sonra 6 milyar bakteri meydana gelmektedir ve bu da yeryliziinde
yasayan insanlarin sayisina esittir. Insan viicudu ile yakin temas halinde bulunan
mikroorganizmalar, nem, sicaklik ve besin gibi biiyiime i¢in ideal kosullar
bulurlar. Mikrobik saldir1, baz1 olumsuz etkilere sahiptir. Mesela, bakteriler, insan
terini, karboksilik asit, aldehit ve aminler gibi bazi kotii kokulu maddelere
doniistiirmektedirler. Bundan dolayi, mikroorganizmalarin iiremesi ve gelismesi
sonucu bazi tekstil ve deri irtinlerinde temizlemelere ragmen giderilemeyen koku
problemleri ortaya cikabilmektedir. Bu koku siddeti kiif kokusundan siddetli
amonyak kokusuna kadar degismektedir. Kotii kokularin yani sira kiif lekeleri de
meydana gelebilmektedir. Mikrobiyal tireme kotii lekelerin olusumuna ve renk
degisimine, ayrica {iriin bozunmasina neden olabilmektedir. Hijyen agisindan
bakildiginda patojenik (hastalik yapici) mikroorganizmalarin veya mikroplarin
tiremesi hastaliklarin ve enfeksiyonlarin yayilmasina neden olmaktadir (Devrent
ve Yilmaz, 2004).

Mikroorganizmalarin baska 6nemli bir etkisi de alerjik hastaliklardir. Kiif
mantarlar1 ve dust miteler salgilarinin alerjik hastaliklar ortaya c¢ikardig
ispatlanmistir. Aspergillus tipi kiif mantarlarinin akciger hastaliklarina neden
oldugu bilinmektedir. Antimikrobiyal korumali iirlinlere karsi artan talep
kullanilan antimikrobiyal maddenin giivenligi hakkinda sorular sorulmasina neden

olmustur (Devrent ve Yilmaz, 2004).
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Cok genis bir taksonomik dagilima sahip olan mikroorganizmalarin ana
gruplari; bazi metazoonlar (¢ok hiicreli canlilar), protozoonlar (tek hiicreli
hayvanlar), algler, funguslar, bakteriler ve viruslerdir. Protozoonlar, algler,
funguslar ve bakteriler “Protista” alemi altinda siniflandirilmaktadir. Protista
alemi, tek hiicreli ya da koenositik hiicresel organizasyon o6zelligi ile bitkiler ve
hayvanlar aleminden ayrilmaktadir. Ayrica Protista alemi icindeki cok hucreli
formlar (bazi algler) doku tipinde hiicre farklilagsmasi igermez. Koenositik yapi
iceren protistlerde (funguslarin biiyiik ¢ogunlugu ve bazi alg gruplari) hiicresel alt
tiniteler yoktur. Cok hiicreli gibi goriinmelerine ragmen ayirict membranlar
arasinda sitoplazma siirekliligi bulunur. Sitoplazmalarinda ¢ok sayida ¢ekirdek
vardir (Akgelik, 2000).

Deri igin zararli mikroorganizmalardan baslicalar1 bakteri ve funguslardir.
Islemler sirasinda asit veya bazik yapida olan deri, hem bakteriler hem de

funguslarca zarara ugrayabilmektedir (Karaboz vd., 2003).
Arastirmada kullanilan mikroorganizma kiiltiirleri, literatiir taramasi
sonucunda deride en sik rastlanan fungus tiirleri ve antimikrobiyal testlerde en ¢cok

tercih edilen bakteri turleridir.

2.2.1.1. Bakteriler

Bakteriler, daha yiiksek yapili bitki ve hayvan hiicrelerinin (6karyotik
hiicreler) niikleus yapisina sahip olmayan prokaryotik mikroorganizmalardir.
DNA molekillerini sitoplazmadan ayiran niikleus zarlari yoktur. Prokaryotik
hucrelerin  sitoplazmast  6zel  fonksiyonlara  ait  birimler  halinde
farklilagmamaktadir. Boyutlar1 0.5-5.0 pm arasinda degismektedir. Bakteriler,
Gram boyama ile boyanan hiicre c¢eperi bilesenlerinin farkli 6zelliklerine
dayanarak, Gram (+) ve Gram (-) organizmalar seklinde iki sinifa ayrilmaktadir.
Gram (+) bakteriler temel olarak peptidoglikan polimerinden olusan ve 20-80 nm
kalinlikta klasik bir hiicre ¢eperine sahiptirler. Birgok Gram (+) bakteride kalin
peptidoglikan  tabakasi1 hiicre ¢eperi bilesenlerinin  yaklasik %  80’ini
olusturmaktadir. Bilesenlerin geri kalan kismi teikoik asitler (% 10-20), diisiik
miktarda lipitler, proteinler ve lipopolisakkaritlerden olusmaktadir. Gram (-)
hiicrelerin hiicre ¢eperi kimyasal agidan daha karmagiktir. Peptidoglikan tabakasi
daha incedir (26 nm kalinlikta) ve hiicre ¢eperi sadece % 10’unu
olusturmaktadir. Gram (-) bakterilerin en dis tabakasi olan dig membran yaklasik

6—-18 nm kalinliktadir ve hiicre ¢eperinin geri kalan kismini olusturmaktadir. Dis
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membran; % 50 lipopolisakkarit, % 35 fosfolipit ve % 15 lipoprotein
icermektedir. Peptidoglikan ve dis membran birlikte saglam hiicre morfolojisinin
sirddrdlmesi icin mekanik bir koruma saglamakta ve Gram (-) h{crelerin
fonksiyonlarmma benzer sekilde faj enfeksiyonuna duyarlilifi ve antijenisiteyi
belirlemektedir. Ayrica, Gram (-) hiicrelerin dis membran1 birgok orta ve biiyiik
boyutlu molekiiliin gegirgenligini etkilemektedir. Dis membrandan materyal
gecisinin ilave zorlugu, belli durumlar altinda Gram (-) bakterilerin Gram (+)
bakterilere gore bir¢ok kimyasal ajana daha direngli olmalarinin nedenini
aciklamaktadir (Blake et al., 1999).

Gram (-) hicrelerdeki periplazmik bosluk, Gram (+) bakterilerde daha az
belirgin olup sitoplazmik membran ve hiicre ¢eperi arasinda uzanmaktadir. Bir¢ok
enzim, protein ve elektron aracisi bu dinamik jel benzeri ¢evrede bulunmaktadir.
D1s membrandan gecerek girise ulasmis ve hiicre membranindan gecis i¢in hala
cok biiyiik olan materyaller, hidrolitik enzimler tarafindan kesilmektedirler. Hiicre
ceperi ve dig membraninin bilesenleri de burada doniisiime ugratilmakta ve yeni
olusan materyaller son varis yerlerine ulagmadan 6nce bu bosluk boyunca hareket
etmektedirler. Bircok elektron aracisi bu boslukta yer almakta ve enerji veren
reaksiyonlara katilmaktadir. Bu bdlge mikrobun dis cevresinden cok cabuk
etkilendiginden, yabanci ajanlara karsi hiicrenin savunmasinda kritik bir rol
oynamaktadir (Blake et al., 1999).

Escherichia coli

Escherichia coli ilk kez 1885 yilinda Theodor Escherich tarafindan bir
cocugun diskisindan izole edilmis ve dnce Bacterium coli commune olarak, daha
sonra Escherichia coli (E. coli) olarak adlandirilmistir. Bugiin iizerinde en ¢ok

calisilan ve genetik yapisi en iyi bilinen canli tiirtidiir.

E. coli’nin dogada bulundugu tek yer sicakkanli hayvanlar olarak bilinen
memeli ve kanatli hayvanlara bagirsak sistemleri ve dolayist ile bunlarin
digkilaridir. Dolayisi ile bir gida maddesinde, i¢me ya da kullanma suyunda E.
coli’ye rastlanilmasi o Ornege dogrudan ya da lagim suyu araciligi diski
bulastiginin gostergesidir. E. coli tip 1 olarak tanimlanan standart E. coli suslar1
cok kolaylikla belirlenebildigi i¢in bir materyalde fekal kontaminasyon (diski
bulasikligl) kontrolinde E. coli yaygm olarak kullanilan indeks (gosterge)
bakteridir (Anonim, 2012).
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E. coli yaklasik olarak 2-6 pm boyunda ve 1.0-1.5 um enine diiz, uglari
yuvarlak comakcik seklinde bakterilerdir (Sekil 2.1). Bazi kiiltiirlerde koka benzer
kiictik ve kisa bazi kiiltiirlerde de normalden uzun hatta Y harfi seklinde dallanan
filamanl sekiller bulunabilir. Her iki seklin birlikte bulunmasi olasidir. Genellikle
etrafinda bulunan kirpikleri aracilig1 ile hareketli olmakla beraber hareketleri
yavastir, hatta hareketsiz goriinebilirler. Bakteriyolojik boyalarla kolay boyanirlar
ve gram negatiftirler. Etraflarinda kapsiill maddeleri bulunmakla beraber
organizmada bagirsak disindaki yerlerden soyutlanan kdkenlerin cogunda kapsiil
ya da mikrokapsul bulunur.

E.coli buyyon ve jeloz gibi genel besiyerlerinde kolayca iirerler. Degisebilen
anaerob olup, optimal {ireme 1s1s1 37°C’dir. 15-45°C’de iireyebilirler. Ozellikle
45°C’de ireyebilmeleri benzer bazi bakterilerden ayirt edici bir ozelliktir.
Ortalama pH 7.2°de iyi trerler. E. coli 1siya kars1 oldukga direngli bir bakteridir.
60°C 1s1da 30 dakika, oda 1s1sina uygun ortamda olmak kosulu ile uzun siire canli
kalabilir. Soguga direnclidir. Dezenfektanlara kars1 direngsizdir (Bilgehan, 2000).

Sekil 2.1. E. coli kolonisinin taramali elektron mikroskobu goriintiisii, (Anonim, 2012a).

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) adi altinda anilan tiir 6zellikte koagiiler
olumlu, mannitolu aerob ve anaerob kosullarda asit olusturarak pargalayan alfa
oksin yapan, novobiocine duyarli, insan ve diger sicak kanli hayvanlarda genis
capta piyojen toksik ve besin zehirlenmesi niteliginde enfeksiyonlara etken olan
stafilokoklar toplanir (Bilgehan, 2000).

Dogada olduk¢a yaygin olan, tozda, toprakta, esya iizerinde, insan ve

hayvan deri, burun mukozasi, agiz ve nazofarinks floralarinda bulunan S. aureus
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bakterilerinin, giinlimiiz i¢in en 6nemli yonleri kullanilmakta olan kemoterapotik
maddelerin bir¢oguna hizla dayaniklilik kazanmalar1 ve bu nedenle eskiye oranla

enfeksiyonlarina daha sik rastlanmasidir.

S. aureus insanlarda menenjit, septisemi, yara iltihaplarina ve énemli 6l¢iide
gida zehirlenmelerine neden olur. Stafilokokal gida zehirlenme riski bakteriyel
gelismenin  ve/veya toksin olusumunun azalmasi ile kayda deger Olcilide
azaltilabilir. Yeterli 1s1l islemi ile gidanin depolama kosullar1 bu konuda en etkili
Snlemlerdir. Genel olarak gidada 10°-10° adet/g S. aureus varligi enterotoksin
olusumu i¢in “toksik diizey” olarak kabul edilir. Bununla birlikte yukarida
belirtildigi gibi gidada S. aureus bulunmasi o gidanin stafilokokal gida
zehirlenmelerine neden olacagi anlamina gelmeyecegi gibi tersine olarak gidada
S. aureus bulunmamasi o gidanin stafilokokal gida zehirlenmelerine neden
olmayacagina dair gilivence vermez. Basta 1sil islem olmak {izere ¢esitli
uygulamalar S. aureus hiicrelerini 6ldiirebilmekte ancak daha once olusmus
enterotoksini tahrip edemeyebiliyor (Anonim, 2012b).

Teker teker incelendikleri zaman stafilokok hiicreleri diger koklara gore
daha ¢ok olmak iizere tam yuvarlaga yakin sekildedir. Ayrica gerek ayni ve
gerekse cesitli kiiltlirlerden elde edilen stafilokoklar hiicre gdriiniimii bakimindan
birbirinden 6nemli bir ayirim gdstermezler. Stafilokoklar yaklasik olarak 1 pm
capindadirlar. Ureme esnasinda béliinme sonucu meydana gelen hiicreler
birbirinden ayrilmazlar ve ii¢ boyut yoniince ¢ogaldiklarindan {iziim salkimina
benzer kiimeler yaparlar. Sekil 2.2°de S. aeureus kolonisinin taramali elektron
mikroskobu goriintiisii verilmektedir. Stafilokoklar ¢esitli bakteriyolojik boyalarla
kolay boyanirlar ve gram pozitiftirler. Eski kiiltiirlerde bazi1 koklar ¢abuk
renksizleserek gram negatif gibi goriiniirler (Oztiirk, 2004).

Sporsuz, hareketsiz ve kapsiilsiizlerdir. Bazi kokenlerinde belirgin ve
polisakkarid yapisinda bir kapsiil ya da bir mukus katmani olur. Stafilokoklar
basit besiyerleri dahil bircok besiyerlerinde iirerlerse de kanli besiyerinde daha iyi
cogalirlar. Fakiiltatif anaeropturlar. Oksijenli ortamda iiremeyi tercih etseler de
belli miktarda oksijenli ve hatta tamamen oksijensiz ortamda bile Greyebilirler
(Bilgehan, 2000).

Optimal olarak 37°C’de ve pH 7.4’de iirerler. Jeloz besiyerinde bolca iirer

ve yuvarlak kenarli mat, kabarik, parlak yiizeyli, S tipinde ve 1-2 mm capinda
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koloniler yaparlar. Uygun ortamda koloniler 6-8 mm capina ulasabilirler (Ugisik,
1994).

Sekil 2.2. S. aureus kolonisinin taramali elektron mikroskobu gériintiisii (Anonymous, 2012)

2.2.1.2. Funguslar

Canlilarin  siniflandirilmasinda  fungi alemine dahil edilen kiifler hif
veya hiif denilen ¢ok hiicreli filamentler seklinde gelisen canlilardir. Yasamalari
icin gerekli olan enerjiyi i¢inde bulunduklar1 organik maddeden saglayan bu
canlilar hiflerin ug¢larindan salgiladiklart hidrolitik enzimlerle i¢cinde bulunduklari
ortamda bulunan kompleks organik polimerleri pargalayarak daha basit yapilara

indirger ve kullanirlar.

Funguslar (kiif ve maya) morfolojileri yoniinden ¢ok farklidir. Tek hiicreli
mayalar hari¢ bircok fungus c¢ok hicreli filamentler seklinde yasamini
stirdiirmektedir. Funguslar 6karyotik canlilardir (genetik materyalleri bir membran
ile gevrelenmis bir niikleus icinde bulunmaktadir). Okaryotik hiicrelerin diger bir
ozelligi ise sitoplazmalarinin ¢ok sayida, son derece farklilagmis ve her biri
spesifik bir hiicresel fonksiyon gerceklestiren organeller icermesidir. Funguslar
heterotrof olup, parazitler gibi canli bir konuk¢uyu enfekte ederek veya oli
organik materyalin ¢uriimesine yol acarak kendi besinlerini elde etmektedirler. En

uygun olarak asekstiel spor olusturarak cogalmaktadirlar.

Bakterilere benzer sekilde funguslarin sitoplazmik membrani bir hiicre
ceperi ile ¢evrelenmistir. Bakterilerden farkli olarak fungal hiicre ¢eperleri ¢ok
tabakalidir ve her iki tabaka birbirine ¢esitli yonlerde ¢apraz baglanan fibrillerden
olusmaktadir. Fungal hiicre ¢eperinin ana bilesenleri kiiciik miktarlarda lipit ve

protein iceren polisakkaritlerdir. Kitin, tiim fungal hiicre duvarlarinda bulunan
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genel polisakkarit bileseni olarak rapor edilmistir. Bakterilerin gelisemedigi ¢esitli
stres kosullarinda funguslarin hayatta kaldiklar1 bilinmektedir. Funguslar daha
dayanikli hiicre ¢eperi yapilarina sahip olduklarindan, yiiksek ozmotik basinglara
dayanabilmektedirler. Funguslar genis bir pH araligina tolerans gésterebilmekte
ve canliliklarim1  siirdiirebilmek  i¢in  gerektiginde, tuz veya seker
konsantrasyonunun yliksek oldugu soliisyonlardan suyu alabilmektedirler (Blake
etal., 1999).

Sporlar vasitasi ile ¢ogalan bu organizmalar ¢ok genis sicaklik, nem ve pH
araliklarina uyum saglayabilirler ancak biiyiik ¢ogunlugu hafif asidik pH’da, % 70
ve Uzeri nispi nem ile 25-35°C sicakliklarda optimum kosullarda {ireme saglarlar.
Bu durum 6zellikle wet-blue derilerde, nem igerigi yiiksek krast derilerde ve pH’1
yeterince disiiriilmemis pikle derilerde kiif {iremesi i¢in optimum kosullarin

saglandigini ifade etmektedir.

Candida albicans

Candida albicans (C. albicans), eseyli ¢ogalan, diploit, maya tipi bir mantar
tirli ve insanlarda oral ve vajinal firsat¢1 enfeksiyonlarin etmenidir. Candida
cinsine ait 200 tiir olmasina karsin Candida enfeksiyonlarmin % 75'inin sorumlusu
C. albicans'tir.

Bagisiklig1 baskilanmis hastalarda (AIDS, kanser kemoterapisi, organ veya
kemik iligi transferi durumlarinda) sistemik mantarsal (fungal) enfeksiyonlar
(fungemi), hastalik ve oliimiin baslica nedenleri arasindadirlar. Ayrica bu yonde
riski olmayan hastalarin hastanede edindikleri enfeksiyonlar ciddi bir saglik

sorunu haline gelmistir.

C. albicans insan agzi ve sindirim sistemi i¢inde yasayan pek ¢ok
organizmadan biridir. Saglikli yetiskinlerin % 40'min agzinda, saglikli kadinlarin
% 20-25'inin vajinasinda varlig1 gosterilebilir. C. albicans sindirim sistemindeki
varligiyla bagka patojen bakterilerin ¢cogalmasimi engeller. Viicudun bagisiklik
sistemi ve diger zararsiz bakteriler normal sartlarda Candida'y1r kontrol altinda
tutarlar.

Ancak, diger bakterilerin sayist C. albicans'a oranla azalirsa (6rnegin
antibiyotik kullanimindan dolay1), bagisiklik sistemi zayiflamigsa veya mayanin

cogalmasin1 saglayan bagka sartlar mevcutsa (yiiksek seker, yiiksek pH) C.
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albicans zararsiz olan tek hiicreli bigiminden, ¢ok hiicreli, istilac1 (invasif), kif
gibi ipliksi bicimine doniisiir ve viicudu istilaya baslar. C. albicans ' iplik¢i
bi¢imi hem psoédohif hem de gergek hiflerden olusabilir. C. albicans iplikci bir
bi¢cime doniismesine ilaveten, konak dokulara baglanmasini saglayan adhesinler,
dokulart hem imha etmeye hem de onlara daha iyi yapismay1 saglayan proteazlar
ve viicudun bagisiklik sisteminin tepkisini azaltan faktorler iretir (Anonim,
2012c).

Candida mantar1 firsatgr mantardir. Maya mantarlarindan olan bu canli,
deride enfeksiyona neden olur. Normalde saglikli insanin derisinde, solunum,
sindirim ve iireme bolgelerinin mukoza zarlarinda bulunur. Bagisiklik sistemi
zayifladiginda ¢ogalir ve enfeksiyon olusur. Tomurcuklanarak g¢ogalan, oval
sekilli, tek hiicreli bir asalaktir (Sekil 2.3). Candidalarin yiizden fazla tiirleri
vardir. Ancak 10-15 tanesi insanda patojendir (Hokelek, 2003)

Sekil 2.3. Candida albicans in taramali elektron mikroskobu goriintiisii (Anonim, 2012d)
Aspergillus niger

Aspergillus, diinyanin her yerine yayilmis yaklagitk 200 mantar (kiif)
tiiriinden olusmus bir cinstir. Yuvarlak hiicrelerden olusmus mayalardan farkl
olarak, Aspergillus’lar hif olarak adlandirilan hiicre zincirlerinden olusan ipliksi
mantar tiirleridir (Sekil 2.4). Dogada saman ve ciiriiyen bitki artiklarinda yasarlar.
Aspergillus ilk 1729'da Italyan rahip ve biyologu Pietro Antonio-Micheli
tarafindan, Nova plantarum genera juxta Tournafortii methodum disposita olarak
kataloglanmistir. Mantarin sekli ona Hiristiyan ayinlerinde kutsal su serpmeye

yarayan aspergillum’u hatirlattig1 i¢in bu ismi kullanmigtir.
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Aspergillus tiirleri aerobiktirler ve bunlara bol oksijenli hemen her ortamda
rastlanir, yiizeyde kiif olarak biylirler. Mantarlar genelde bol karbonlu
yilizeylerde, glikoz gibi monosakkaritler ile biiyltimelerine karsin, Aspergillus
amilaz enzimleri salgiladig1 i¢in nisasta gibi polisakkaritleri de kullanabilir. Bu
ylizden Aspergillus tiirleri ekmek ve patates gibi nisastali yiyeceklerin
bozulmalarinda sik¢a goriiliir, ayrica ¢ogu bitki ve agag iizerinde de biiyiirler.
Glikoz, friiktoz, maltoz ve nisasta gibi karbon kaynaklar1 ile biiyiiyebilmelerinin
yani sira ¢ogu Aspergillus tiirii besin maddelerinin ¢ok diisiik konsantrasyonda
oldugu veya baska organizmalarin kullanmadigi besin kaynaklarinin oldugu
ortamlarda da biliyiime yetenegine sahiptir. Bunun baslica 6rnegi olan Aspergillus

niger (A. niger), nemli duvarlar tizerinde biiyiir, banyolardaki kiifii olusturur.

Aspergillus tiirleri, hem birincil hem ikincil metabolitlerin iiretimi nedeniyle
ticari Onemi en biiylik olan mantar tiirii sayilabilir. 4. niger'in en 6nemli kullanimi
sitrik asit Giretimidir; bu organizma diinya ¢apindaki liretiminin % 99'u olan yilda
4,5 milyon ton sitrik asitten sorumludur. 4. niger ayrica hem kendisine hem baska
organizmalara ait enzimlerin {iretimi i¢in kullanilir, bunlara 6rnek glikoz oksidaz
ve tavuk yumurta /izozim 'idir. Bu kullanimlarda kiiltiir kat1 yiizey iizerinde degil
(ancak Japonya'da bu hala yapilir), siv1 ortam iginde, biyoreaktdrde bilytitiiliir. Bu
sayede biiylimeyle ilgili en 6nemli parametreler ince bir sekilde kontrol edilebilir.
Ayrica elde edilmek istenen kimyasali veya enzimi kiiltiir ortamindan ayristirmak
¢ok daha kolay oldugu i¢in bu yontem daha ekonomiktir (Anonim, 2012e).

3 AN

?l"w

Sekil 2.4. Aspergillus niger’in taramali elektron mikroskobu goriintiisii

(Anonymous, 2012a)
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Trichoderma viride

Trichoderma cinsi ¢ok hizli iireyen filamentli bir mantardir. Diinyada genis
bir yayilima sahiptir (Domsch et al., 1980; Klein and Eveleigh, 1998). 1969 yilina
kadar siniflandirma bakimindan ¢ok zorluk c¢ekilmistir, gercek¢i bir siniflandirma
ilk kez Rifai tarafindan yapilmistir, tiirler bir araya getirilerek morfolojileri

arastirilmistir.

Ik kez Persoon tarafindan 1794 yilinda tanimlanmustir. Hizli iireyip kolonisi
4 gilinde olgunlasir. Baglangigta birkag giin i¢ginde tiim besiyeri yilizeyini kaplayan
beyaz gevsek bir misel goriiliir. Bir siire sonra misel daha da sikilasip ylintimsii bir
orgl gorinimu kazanir ve konidyumlarin (conidium) olusmasi ile yiizeyde yer
yer yesil lekeler belirir, koloni tabani renksiz, portakalimsi, ten rengi veya
sarimsidir. Belirgin konsentrik halkalar ve hava hifleri gézlenir ve bazi tiirler 6zgii

tath bir hindistan cevizi kokusu uretilir.

Mikroskopta kisa, septali c¢ok dallanmis hifler ve sise biciminde
konidioforlar (conidiophore) gorilur. Her konidioforun ucunda yuvarlak, tek
hicreli, kucik konidyum kumeleri bulunur (Rifai, 1969). Konidium kimeleri
kolayca dagildigindan preparasyon yaparken sert devinimlerden kagiilmalidir.
Konidioforlarin ana dallar1 yan dallar1 olusturur. Biitiin dallanmalar ana eksene
gore 90 derecelik aciyla yon alir. Tipik sik dallanmis Trichoderma sp.
konidioforlari; ¢ift dallarin birlesmesiyle piramit goriimiinii alir. Birgok tiiriiniin
konidiasi elipsoidal olup, boyutlar1 3-5 x 2-4 um’dir (TUmbay, 1983).

Kiif mantarlari; mitoz boliinmeyle olusan aseksiiel sporlarin ¢gimlenmesiyle
olusan funguslardir. Trichoderma tiirleri; eseysiz iireme ile klamidiosporlar ve
konidiasporlar olusturarak cogalirlar. Eseysiz veya aseksiiel iireme, somatik
yapinin belirli bir donemde kendi benzerlerini olusturmasina denir. Eseysiz tireme
degisik fungus gruplarinda farkli sekillerde olabilmekte ve bunun sonucunda
degisik tipte sporlar olusmaktadir. Trichoderma tiirlerinin; eseysiz iireme
tiplerinden biri olan “fragmentasyon”da, hiflerin u¢ veya orta kisimlarindaki
hiicreler hifden kopup ayrilmakta ve yeni bireyleri olusturmaktadir (Gams and
Bissett, 1998).

Hiflerin u¢ veya orta kisimlarindaki hiicrelerin ¢eperleri kalinlasip,
yuvarlaklagarak  hifden  ayrilmasiyla  olusan  sporlara  "klamidospor"
(chlamidospor) denir. Trichoderma’nin aseksiiel tiremesiyle olusturulan, ikinci tip
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sporlar ise “konidi”lerdir (conidium, ¢ogulu: conidia). Bunlar “konidiofor”
(conidiophore) ad1 verilen farklilagmis hiflerin ucunda olusurlar, tek veya cok
hicrelidirler (Samuels, 2006).

Sicaklik, nem ve pH biitiin mantar tiirlerinde oldugu gibi Trichoderma sp.
suglarinin kolonizasyonu ag¢isindan da onemli bir yere sahiptir. Trichoderma sp.
tirleri, 0°C‘den 40°C’e kadar genis bir sicaklik araliginda varliklarin
siirdiirebilirler fakat gelisimleri icin gereken optimum sicaklik 22-26°C arasinda
degismektedir (Domsch et al., 1980). Cok ylksek nem bu fungusun hif gelisimi,
spor dretimi ve germinasyonunu negatif diizeyde etkilerken, orta dizeydeki nem
optimal gelisimleri ve populasyonun yayillmasi acgisindan sicakliktan daha
onemlidir (Clarkson et al., 2004). Yapilan arastirmalar pH agisindan Trichoderma
cinsi mantarlarmin gelisimi ve spor germinasyonlarinin, asidik substrath
ortamlardan pozitif yonde etkilendigini ve optimal pH araliginin 3.5-5.6 oldugunu
gostermistir (Domsch et al., 1980).

Trichoderma viridae (T. viride), suda ¢oziinmeyen (kristal) dogal seliiloz
bilesiklerinin sekerlestirilmesini saglayan seliiloz enzimlerini en ¢ok iireten bir
mantar trudir. Subgloboze veya dikkat gekici bir sekilde tiiberkiiler yapidadir.
Uzun ve esnek bir merkezi eksene sahiptir, terminalinde birkag fiyalid bulunur.
Koyu yesil renktedir, besiyerinden kolayca ayrilmaz (Jaklitsch et al., 2006).

Sekil 2.5. Petri kabinda gelistirilmis Trichoderma viride’nin bir géruntusi
(Anonymous, 2012b)
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2.3 Antimikrobiyal Maddeler ve Etki Mekanizmalari

2.3.1 Antimikrobiyal maddeler

Antimikrobiyal madde, mikroorganizmalar1 o&ldiiren veya iiremelerini
Onleyen madde olarak tanimlanmaktadir. Bu fonksiyonlar1 tamamiyla yerine

getiren en 6nemli bilesikler asagidaki gibidir:

- Fenol ve tiirevleri,

- Alkoller,

- Metaller,

- Oksidasyon maddeleri,
- Halojenler,

- Biquanidinler,

- Isothiazolonlar,

- Amonyum bilesikleri,
- Kitin ve Kitosan,

- Zeolitlerdir.

Antimikrobiyal maddeler asagida belirtilen 6zelliklerinden birbiri ile
farklilik gostermektedirler.

* Kimyasal yapilari,
» Kaliciliklari,

» Etkinlikleri,

» Toksiklikleri,

* Giivenlikleri,

* Maliyetleri.

Civa, bakir ve glimiis gibi metal olarak veya metal tuzlar seklindeki
durumlari, antimikrobiyal tesirler verirler. Fakat civa insanlar i¢in ¢ok zehirlidir.
Bakir tuzlar1 da genelde yesil renkte olup; bir¢ok kullanim sahalarinda istenmez.
Glimiis antimikrobiyal madde olarak 2000 seneden beri kullanilmaktadir.
Romalilarin igme sularini temiz ve taze tutabilmek icin, su kaplarinda giimiis

paralar kullandiklar bilinmektedir (Devrent ve Yilmaz, 2004).
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2.3.2 Antimikrobiyal maddelerin mikroorganizmalar1 etkileme
modelleri

Antimikrobiyal maddelerin hepsi ayn1 mekanizma ile etki gostermemektedir.
Bu nedenle dogru secim yapabilmek i¢in kullanilan antimikrobiyal maddeler
arasindaki farkliliklarin anlagilmasi gereklidir.

Antimikrobiyal maddeler etkilerini bes mekanizmada gosterirler:

e Metabolik antagonistik etki yaparlar,

e Hiicre duvar sentezini bozarlar,

e Hiicre zarinin gegirgenligini ve fonksiyonunu bozarlar,
e Protein sentezini bozarlar,

e Nikleik asit sentezini bozarlar (Cloete, 2003).

Antibakteriyel etkenler bakterilere cesitli sekillerde etki yapabilirler. Bu
yollardan birgogu hakkinda bilgiler yetersizdir. Bununla beraber, bazi
genellestirmeler yapilabilir. Yiiksek konsantrasyonlart halinde bir¢ok etken, hiicre
proteinlerinin kolloidal durumlarini bozarak bunlari pihtilastirirlar. Bazi etkenler,
belirli sartlar altinda 6zgiil olarak hiicre zarmi parcalarlar. Hiicrelerin temel
enzimlerinin birgogu siilfidril (-SH) gruplarn tasirlar ve ancak bu gruplar serbest
ve rediikklenmis halde bulunursa is gorebilirler. Bunun i¢indir ki, siilfidril
gruplarin1 oksitleyen veya bunlarla birlesen etkenler, kuvvetli Onleyici etki
yaparlar. Son olarak, bir¢ok etkenler, zit kimyasal etkileriyle bir veya birkag 6zgiil
enzimatik reaksiyonu bozmak suretiyle etkili olabildikleri belirtilmektedir.

Protein pihtilasmasi

Cogu veya hepsi enzimatik yapida olan hiicre proteinleri, normalde ¢ok ince
sekilde dagilmis, kolloidal durumdadir. Eger proteinlerin 6zellikleri bir
antibakteriyel etken tarafindan 6nemli derecede degistirilirse, bunlar pihtilasarak
is goremez hale gelirler. Yumurtanin beyazi 1sitilinca veya siit eksiyince olusan
degisiklikler, protein pihtilasmasina giizel 6rneklerdir: fakat bu olaylardan 6nce
veya bu olaylara paralel olarak cereyan eden kimyasal degisiklikler hakkinda pek
az sey bilinmektedir.
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Hiicre zarinin veya ¢eperinin bozulmasi

Hiicre zari, segici bir baraj olarak is goriir; erimis bazi maddelerin igeri
girmesine izin verdigi halde, diger bazilarinin girisini Onler. Baz1 bilesikler,
zardan aktif olarak gegirilerek hiicre iginde yogun hale gelirler. Halen bu iste rol
oynayan mekanizmalar tamamen anlagilmamigsa da, bu olay i¢in, bozulmamis
saglam bir hiicre zarinin bulunmasi gereklidir. Bu nedenle hiicrenin yiizeyinde
biriken maddeler, zarin fiziksel ve kimyasal ozelliklerini degistirip, normal

fonksiyonlarini bozarak ya hicreyi éldurlr ya da tremesini énleyebilirler.

Hiicre ¢eperi, koruyucu bir yapi olarak is gorerek hiicreyi osmotik erimeden
korur. Bu yiizden, ¢eperi bozan (6rnegin lizozim) ya da normal yapimini 6nleyen
(6rnegin penisilin) gibi etkenlerin, hucrenin erimesine sebep oldugu
belirtilmektedir.

Serbest siilfidril gruplarimin giderilmesi

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

R-SH + HS-R -2H R-S-S-R (1)

Civa gibi bircok metallerin iyonlari, siilfidril gruplan ile su sekilde

birleserek zararl etki gosterirler:

cl
R-SH | R-S
+ Hg —» Hg + 2HCI
R-SH |
- R-S

()

Hiicrede bir¢ok siilfidril enzimleri bulundugu igin, oksitleyici etkenler ve
agir metaller zarara sebep olurlar. Enzimin is gormesi i¢in serbest siilfidril
gruplarinin neden gerektigi bilinmemektedir. Koenzim A gibi bazilarinda bunlar,

muhtemelen althigin yapisacagi normal bolgeler olarak is gérmektedirler.
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Kimyasal zit etki (antagonizm)

Ozel bir enzim ile buna ait substrat arasindaki normal reaksiyona kimyasal
bir etkenin karigsmasina kimyasal zit etki denir. Boyle maddeler holoenzimin bir
parcasi ile birlesmek suretiyle, normal substratin holoenzimle birlesmesini onler.
Zit etki yapan madde, enzimin bir esas bolgesine 6zel kimyasal ilgisi bulundugu
icin enzim ile birlesir. Enzimler katalitik fonksiyonlarin1 kendi dogal subtratlarina
ilgileri dolayistyla yaparlar; bu yiizden, yapisi bakimindan bir substrata ¢ok
benzeyen herhangi bir bilesikte ayni sekilde enzimin ilgisini ¢eker.

Eger bu ilgi yeter derecede yiiksek ise, yapica benzer olan bu madde normal

substratin yerini alarak uygun reaksiyonun husule gelmesini 6nlemis olur.

Bircok holoenzimlerde, ya enzim ile koenzim ya da enzim ile substrat
arasinda koprii olarak bir mineral iyonu vardir. Bu minerallerle cabucak
birlesebilen kimyasal etkenlerde, koenzim veya substratin birlesmesini Onler.
Ornegin, karbonmonoksit ve siyaniir porfirin enzimindeki demir atomuna

baglanarak bu enzimin solunumda is gérmesini Onlerler.

Zit etki yapan kimyasal maddeler kolaylik i¢in iki grup halinde gozden
gegirilebilirler; enerji olusturan islemlerin zit etkileri ve biyosentetik islemlerin zit
etkileri. Bu gruplardan ilkinde, karbonmonoksit ve siyanir gibi solunum
enzimlerinin zehirleri ve dinitrifenol gibi oksidatif fosforilasyonun zehirleri
vardir. Tkinci gupta ise, aminoasitler gibi proteinlerin ve niikleotitler gibi niikleik
asitlerin yap1 taglarina yapica benzer maddeler bulunmaktadir. Bazi hallerde zit
etkili madde, sadece normal metabolitin birlesmesini 6nler. Diger hallerde zit
etkili madde biiyiikk molekiiliin yapisindaki normal metabolitin yerine gecerek

bunun i§ géremez hale gelmesine sebep olur (Akman ve Giilmezoglu, 1976).
2.3.3 Antimikrobiyal seramikler

Fabrika, ingaat malzemesi, kozmetik, elektriksel aletler gibi genis uygulama
alanlar1 antimikrobiyal seramiklerin Gnemini her gegen gun artirmaktadir.
Antimikrobiyal seramiklerde bir tagiyici biinyenin bulunmasi ve metal iyonlarinin
yapiya kolay katilmasi gereklidir. Tastyic1 bilinye baz alinarak antimikrobiyal
seramikler; amorf silika, zeolit ve kalsiyum fosfat biinyeli olarak

siiflandirilabilirler. Bu malzemelerin ortak 6zelligi genis kristal yapisina sahip
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olmalaridir. Boylece metal iyonlar1 sisteme girebilmekte ve mikroorganizmalar
tizerinde etkin olabilmektedirler (Kim et al., 1998, Kawashita et al., 2000).

Antimikrobiyal seramikler  direkt  insanlarla  temas  halinde
olabileceklerinden biyolojik uyumluluga sahip olmalar1 gerekmektedir. Kalsiyum
fosfat bazli biyoseramikler 22 yildir tibbi alanda ilag, ortopedik kaplamalar, dis ve
implant olarak kullanilmaktadir. Kalsiyum fosfat seramiklerin kararli fazlarinin
kullanimi1 ve iiretimi ortam sicakligina ve suyun varhigina baghdir. Viicut
sicakliginda ortam soliisyonuyla birlesen sadece iki kalsiyum fosfat fazi kararli
halde bulunur. Ortam soltisyonunun pH 4.2’den kiigiikken dikalsiyum fosfat fazi,
pH 4.2°den biiyikkken hidroksiapatit (HAP) faz1 kararlidir. Hidroksiapatit
dokularin biinye igerisinde biiyiiyerek ilerleyebilmesi igin 100 pum’den blyik
poroziteli, bosluklu bir yapiya sahip olmasi gereklidir (Hench et al., 2004).

Bilindigi lizere, kalsiyum fosfat sinifindan hidroksiapatitin biyouyumlulugu
yiiksektir. Hidroksiapatit icerdigi kalsiyum ve fosfordan dolayi insan viicudu
icinde yiiksek uyumluluga sahiptir ve bu 6zelliginden dolayr insan viicudunun
cesitli bolgelerinde implant olarak kullanilmaktadir. Bununla beraber,
hidroksiapatitin Ag"™', Cu™, Zn™ vb. metal iyonlar ile katyon degisim hiz1 ok
yiiksektir (Hench and Wilson, 1993).

Kimyasal armma yontemlerinden ¢ogunun insan saghigini tehdit edecek
yonde zararlar1 oldugu diistintilerek hazirlanan metal iyon katkili antimikrobiyal
seramik tozu tiretiminde kullanilan metal iyonu giimiis, tasiyict biinye ise bu tiir
malzemelerin insanla temas halinde olabileceginden dolay: biyouygun kalsiyum
hidroksiapatit tercih edilmektedir (Dogan vd., 2005).

2.3.3.1. Kalsiyum hidroksiapatit

Canli viicudundaki dogal kemikler biiyiik 6l¢lide apatit ad1 verilen kalsiyum
fosfat minerallerinden meydana gelmektedir. Bu mineraller arasinda kisaca HAP
ve TCP olarak isimlendirilen ve hidroksiapatit ve trikalsiyum fosfat olarak ifade
edilen iki bilesik yapay kemik iiretiminde onemli yer tutmaktadir. HAP olarak
tanimlanan kalsiyum fosfat bilesiginin yapisal formiilii Ca;o(PO4)s(OH), seklinde
yazilabilir. TCP ise 3CaO-P,0s5 bilesigidir. Bu bilesiklerin seramik tozlar1 olarak
uretilebilmeleri icin ¢esitli kimyasal ve termal sentezleme metodlari
gelistirilmistir (Correria et al., 1996; Katsuki et al., 1999; Liu, 1998; Tas et al.,
1997).
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Caﬂ'J-I((Hpo-l ))Itpo-i }b‘-fli (OH}2-I

Ca, (PO, ), (OH),

10

Sekil 2.6. Kalsiyum hidroksiapatit yapist

HAP kristali, Sekil 2.6’da goriildiigii gibi birbirine yakin konumda Ca*",
PO,” ve OH gruplarmi igerir ve hegzagonal yapidadir. Saf HAP, Ca/P molar
orant 1.66, Ca/P agirlik oram 2.151, agirlikca % 18.35 P ve % 39.48 Ca teorik
kompozisyonuna sahiptir. Ticari olan veya olmayan yogun HAP malzemeleri i¢in
verilen safsizlik bilgileri yaklagik B-TCP/HAP orani hakkinda da bilgi verir. Ca/P
mol oram1 1.66 ise yap1 sadece HAP’dir. Ca/P mol oram1 1.66’dan kiiglikse
sinterleme sartlarina ve sicakligina bagli olarak sinterlenmis malzemede HAP
faziyla birlikte B-TCP, CasP,09 veya Cas(PO4),0 fazlari bulunabilir. Ca/P mol
orant 1.66’dan fazlaysa CaO, HAP faziyla birlikte goriilebilir. Buna ek olarak
hazirlamada kullanilan orjinal reaktiflerin iginden mindr ve eser elementler
gelebilir (Nriagu and Moore, 1984).

Sentetik hidroksiapatit tozlar1 genellikle mikron alt1 boyutlardadir. Bu tozlar
graniil veya blok parcalar halinde sekillendirildikten sonra yiiksek sicakliklarda
pisirilmek suretiyle canli viicudundaki sert dokularin tamiri veya degistirilmesi
amaci ile kullanilan seramikler haline doniistiiriilmektedir. Sentetik HAP’1in en
biliyilk avantaji canli viicudundaki yumusak dokularla fevkalade uyum
gostermesidir. HAP’1n biyoaktivitesi yiiksektir, canli viicuduna girdikten kisa bir
stire sonra kendi iizerinde dogal kemik dokunun yerlesmesine imkan tanir ve
viicudun dogal kemik dokusunun gelismesinde ve ¢ogalmasinda 6nemli rol oynar
(Balgik et al., 2007).

Bilindigi lizere bazi metal iyonlar1 da mikroorganizmalar metabolizmalarina
girmekte ve enzimlerini etkisiz hale getirmektedir. Diger bazi sistemler ise
hidrojen peroksit olusturarak bakterilerin 6lmesine sebep olmaktadir. Bu

mekanizmalarin agiklanmasi igin ¢alismalar devam etmektedir.
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Metal iyonlarinin mikroorganizmalara kars1 gosterdikleri direng¢ siralamasi

asagida verilmektedir;
Ag>Hg>Cu>Cd>Cr>Pb>Co>Au>7n>Fe>Mn>Mo > Sn
Glimiis metalinin diger metallere gore daha sik kullanilmasinin nedenleri;

* Mikroorganizmalara kars1 en direngli metal olmasi
* Viicuda karsi zararl etkilerinin bulunmamasi
* Cogu malzemeye gore nispeten daha ucuz olmasi

* Kolay tiretim islemidir.

Tibbi klinik triinlerde en c¢ok kullanilan glimiis bilesimi glimiis nitrattir
(AgNO3). Clinkii AgNO; glimiis iyonlarini en ¢abuk serbest birakabilen maddedir
(Zhao and Stevens, 1998). Giimiis iyonlarinin antimikrobik etki mekanizmasi
onlarin enzim ve proteinlerindeki tiyol (sulfidril, -SH) gruplariyla yakin iliskisine
baglidir. Bununla birlikte muhtemelen baska hedef yerleri de wvardir. P.
aeruginosa’'nin boliinmesini inhibe eder; hiicre zar1 ve igerigini bozar. Viriisit etki
-SH gruplarina baglanma sonucudur. Mantar gruplarina baglanarak bunlar iizerine
etkili olur. Giimiis, mikroorganizmalardan K salinimina neden olur; sitoplazma
ve sitoplazma membranindaki pek cok enzim gilimiis etkisinin hedef yeridir.
Giimiis iyonlar niikleik asitlerle de iliskiye girer (Oztiirk, 2004).

2.3.3.2 Gumiis ve etkisi

Giimiis, elementlerin periyodik tablosunda simgesi Ag olan, beyaz, parlak,
kiymetli bir metalik elementtir. Atom numarasi1 47, atom agirligi 107.87 g’dur.
Ergime noktas1 961.9°C, kaynama noktas1 1950°C ve oOzgiil agirhigi da 10.5
gricm®. Cogu bilesiklerinde +1 degerliklidir. Ag sembolii Latince Argentum
kelimesinden gelir.

Cok eskiden gilimiis, diinyanin bir¢ok yerlerinde az miktarda bulunan dogal
giimiis kaynaklarindan elde ediliyordu. Dogal giimiis; saf veya daha c¢ok altin,
bakir, civa ve diger metallerle alagimlar halinde bulunuyordu. Giimiis, daha ¢ok
yer kabuguna dagilmis bilesikler halinde bulunur. En ¢ok rastlanan giimiis
filizleri; argentit (Ag.S) ve giimiis kloriir (AgCl) olmaktadir. Arsenik veya
antimonla karigmus siilfiir filizleri de vardir (Anonim, 2012f).


http://www.vikipedi.com/

34

Glimiis ve giimiis iyonlarinin gii¢lii antimikrobiyal etki gosterdigi uzun
zamandan beri bilinmektedir. Giimiisiin ilk kez M.O. 3100 yillarinda Misirhilar ve
M.O. 2500 yillarinda Cinliler ve Persler tarafindan kullanildig1 bilinmektedir. Bu
eski uygarliklar enfeksiyonlar1 ve gida bozulmalarini 6nlemek amaciyla giimiis
kap kullanmislar, M.O. 800 yillarina dogru giimiis, Nil nehri civarinda para olarak
kullanilmaya baglanmistir. Fenikeliler doneminde su, sarap ve sirkenin giimiis
siselerde saklanilarak mikrobiyal bozunmalarinin engellendikleri séylenmektedir.
Romalilarin yaralanmalarda, kirilmalarda ve deri hastaliklarinda glimiis nitrat
kullandig1 bilinimektedir. M.O. 69 yilindaki ilag kitaplarinda giimiis nitrat, mikrop
oldiiriicii etkisi ile gegmistir. Modern tibbin babasi sayilan Hipokrat notlarinda
gumusiin 1yilestirici ve enfeksiyon olusumunu azaltict bir madde oldugunu

belirtmistir.

Kolloidal giimiisiin dogu tipta asirlardir mikroorganizmalara kars: etkili bir
ajan olarak kullanilmis olmasina ragmen, batili bilim adamlar1 antibakteriyel
ozellik tasidigini 18. yiizyil sonunda tespit etmisler ve 19. yiizyilda en etkin
antibakteriyel madde olarak tanitmiglardir. Bu dénemde bilim adamlar1 insan
viicut sivisinin kolloidal oldugunu da bildirmisler. 19. yiizyilin basinda kolloidal
gilimiis en 1yi antibakteriyal ajan olarak dikkatleri ¢ekmistir.

Fakat antibiyotik, kesfedildikten sonra kolloidal giimiis yerine kullanilmaya
baslanmistir. Bu kesiften sonraki 30 yillik zaman zarfi iginde pek ¢ok bakteri
tirleri antibiyotige karsi ciddi probleme yol agabilecek diren¢ gelistirmeye
baglamistir. 1870 yilindan beri 6zellikle kolloidal giimiis bakterilerin direng
gelistirmelerine imkan vermeme 6zelliginden dolay1 antimikrobiyal kullanim i¢in

yeniden talep edilmeye baglanmistir (Yan and Cheng, 2003).

1884 yilinin baginda Alman asilli, kadin dogum uzman doktoru Crede, yeni
dogan bebekte dogum sonrasi olusan enfeksiyonun neden oldugu korliigii yok
etmek i¢in % 1 glimiis nitrat ¢ozeltisini kullanmistir (Goodman and Gelman,
1975).

1887 yilinda von Behring tifo ve sarbon hastaliklarinin tedavisinde benzer
cozeltiyi uygulamistir. 1964 yilinda Moyer ilk defa yanik bolgede glimiis
kullanmistir (Moyer et al., 1965). Bundan 4 sene sonra Fox, giimiis sulfadiazin’i
(SSD) tipta ilk defa degerlendirmistir.
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19. yy’in sonlarma dogru, bir botanik¢i olan Isvigreli bilim adami Karl
Wilhelm von Négeli, giimiisteki bu mikrop 6ldiiriicii etkinin giimiis iyonlarindan
kaynaklandigini tespit etmistir. 1900’1 yillarda ise siit siselerine giimiis paralar
atilarak siitlin uzun siire taze kalmasini saglamaya c¢alisilmistir. Antibiyotikler
gelistirilmeden oOnce glimiis bilesikleri, enfeksiyonlara kars1 kullanilmistir.
Glimiisiin yaygim bir sekilde kullanimi, antibiyotiklerin gelismesi ile oldukga
azalmis ve son yillarda genis spektrumlu bir antimikrobiyal olmasindan dolay1
yeniden dikkatleri iizerine ¢ekmistir. Ozellikle son yillarda birgok antibiyotige
karst1 dayanikli bakterilerin ortaya c¢ikmasi sonucu glmiis, antibiyotiklere
alternatif bir antimikrobiyal madde olarak yeni kullanim alanlar1 bulmaktadir
(Anonim, 2012g).

Glimiis, bakir gibi, hastane ve otelin su aritma sistemlerinde dezenfektan
olarak kullanilmaktadir. Ayni zamanda bakteri ve mantar biiyiimelerini
engellemek amaciyla gida sanayi, tavuk ciftligi ve istiridye temizliginde, MIR
uzay istasyonu ve NASA uzay mekiginde geri doniisim suyun sterilize

edilmesinde ve uzay programlarinda kullanilmaktadir (Searle, 1919).

Giiglii bir antibakteriyel etkiye sahip metal iyonlarinin kullanimlarinda en
biiyiik kisitlama biyouyumluluklaridir. Diger metaller ile kiyaslandiginda giimiis,
insanlar i¢in toksik (zehirli) etkisi en diisiik olan elementtir. Glimiis iyonlarinin
bakteriler lizerindeki etkisi tam olarak aydinlatilmamis olmakla birlikte genellikle
iki mekanizma {izerinde durulmaktadir. Bu mekanizmalardan birincisine gore
giimiis iyonlari, yapilarinda elektron verici grup igeren proteinlerle reaksiyona
girerek bu proteinleri etkisiz hale getirmektedir. Bakteri zarindan besin girisi,
metabolik olaylar sonucu olusan toksik maddelerin hiicre digina atilmasi gibi
birgok islev zar iizerindeki proteinler tarafindan gerceklestirilmektedir. Bu
proteinler giimiis ile kararli kompleksler olusturarak iglevini kaybeder dolayisiyla
bakteri Oliir. Glimils iyonlarinin bakteriler {izerindeki etki mekanizmalarindan
ikincisi ise bakteri membranindan sitoplazmaya gecen glimiis iyonlarinin,
sitoplazmik proteinlerle ya da hiicrenin DNA’s1 iizerinde bulunan thio-, amino-,
imidazol-, karboksil- ve fosfat gruplariyla kompleks olusturmasi ve bu
molekiilleri etkisiz hale getirmesiyle agiklanir (Anonim, 2012g).

Gimiis iyonlarinin E. coli ve S. aureus Uzerine antibakteriyel etkileri
aragtirtlmistir. Arastirmacilar, giimiistin, proteinin -SH gruplan ile etkilesime
girerek proteini inaktif hale getirdigi ve DNA molekiillerine etki ederek DNA’nin

replikasyon yeteneginin yitirilmesine yol agtiklari sonucuna varmislardir.


http://www.megabul.com/showthread.php?t=40686
http://www.megabul.com/showthread.php?t=40686
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DNA, genetik verilerin saklandigr yapi1 olmasindan dolay1 hiicre i¢in en
onemli bilesiktir. Organizmanin mutasyonu ve 6liimii, DNA’nin degisimi ve/veya
hasarindan meydana gelmektedir. Gilimiis iyon varliginda hasara ugrayan
proteinler, niikleer bolgesinin etrafin1 sararak DNA yapilarin1 korumaya calisir.
Boylelikle hiicre merkezinde DNA molekiill yogunlasmasi meydana gelir.
Yogunlasan DNA kendi replikasyon yetenegini kaybetmeye baglar. Bu olay
sonucunda bakteri hiicrelerinde hiicre oliimii gerceklesmektedir (Feng et al.,
2000).

Glimiisiin antimikrobiyal etkisi glimiis miktarina ve giimiis salinim oranina
baghdir. Iyonize olmus giimiis yiiksek reaktif 6zelliginden dolay1 bakteri hiicre
duvarlarim1 yapisal degisiklige ugratir ve hiicrenin yikimina ve 6liimiine neden
olarak niiklear zarin1 parcalar (Lansdown, 2002; Castellano et al., 2007).

Bir valentli giimiis iyonunun (Ag") sulfidril veya thiol gruplarmin hidrojen
(H") ile yer degistirdigi, boylelikle proteini inaktive ettigi, membran gecirgenligini
azaltt1ig1 ve sonunda hiicre 6liimiine neden oldugu bilinmektedir (Clement et al.,
1994; Feng et al., 2000).

Giglii bir antibakteriyel etkisinin olmasit ve toksik olmamasi nedeniyle
glimils iyonlari, giinliik hayatta siirekli kullanilan ve mikroorganizmalarin yogun
olarak bulundugu bir ¢ok malzeme ylizeyinin (seramik, cam, fayans, plastik,
kagit, boya, tekstil vb.) iiretimi esnasinda veya daha sonra kaplamalarinda
kullanilan materyallerde katki maddesi olarak ilave edilmektedir (Kawashita et al.,
2000).
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3. ONCEKI CALISMALAR
3.1. Deride Antimikrobial Calismalar

Ham derinin hayvanin sirtindan yiiziildiigii andan itibaren mikroorganizma
tehdidi altinda oldugu ve ¢esitli yontemlerle konservasyon yapilan ham derilerin
tabakhanelerde uygulanan cesitli prosesler esnasinda mikroorganizma hasarini
engellemek icin aliman Onlemlere ragmen ki bunlar; koruma piklesi, kromla
tabaklama, bitkisel tabaklama, krast ve hatta bitmis derilerin bile
mikroorganizmalar i¢in bir besin kaynag: teskil ettigi bildirilmistir (Sar1 vd., 2003;
Bayramoglu, 2004).

Mikroorganizmalardan zarar goren derilerde, kokusma, yag kusmalari, cilt
bozulmasi ve boya diizgiinsiizliikleri gibi giderilmesi zaman zaman miimkiin
olmayan hatalar meydana gelmektedir (Sar1 vd., 2003).

Derileri mikroorganizmalarin olumsuz etkilerinden koruyabilmek ig¢in
islatma, pikle, tabaklama ve boyama gibi cesitli islem basamaklarinda biyosid

ilavesi yapildig1r farkli aragtirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Anonymus,
2001).

Annamalai et al. (1997), fungal blyimenin deri endlstrisinde genel bir
problem oldugunu, funguslarin deri iiretim basamaklarinin cesitli sathalarinda
ortaya cikabilecegini sdyleyerek, bunlarin fungusidlerle kontrol edilebilecegini

belirtmisglerdir.

Deri endiistrisinde kullanilan fungusidler genel olarak 2 bashk altinda
toplanabilirler. Bunlar; fenolik (CMC,OPP,TCP) ve heterosiklik (TCMTB, OITZ,
BMC, DIMTS)dir.

Organik bir materyal olan derinin fungal zararlardan korunmasina yonelik
uygulamalar zaman igersinde gelistirilerek gunimizde TCMTB (2-
(Tiyosiyanometiltiyo)-benzotiyazol bazli fungusidler, genis spektrumlu bir
antifungal ajan olarak deri sanayinde yaygin kullanim alani bulmakta ve pikle,

tabaklanmus ve krast derilerin islentisinde kullanilmaktadir.

Tarlea et al. (2009a), sulfonik asit formundaki metoksi grubuyla yer
degistirmis 2-amino-6-benzothiazole’in wet-blue dana derilerin izerine antifungal
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etkisini 3 farkli mantar tirlerine karsi incelemislerdir. Derileri, Penicillium
aurantiogriseum ve Scopulariopsis brevicaulis mantar tirlerinden korumak igin
%0.5 benzothiazole esash fungusidin yeterli oldugunu, fakat, Aspergillus niger
tirune karst ¢aligmada kullanilan % 0.5-1 fungusit oraninin yetersiz oldugunu

ve 7 giin sonra bir kontaminasyon riski olustugunu saptamislardir.

Diger bir ¢alismada arastirmacilar, aniyonik stlfonik grubu yerine metil,
metoksi, kloriir ve nitro gruplariyla yer degistirmis TCMTB bazli 4 farlki
fungusidin wet-blue dana derileri tzerindeki antifungal etkisini Aspergillus niger
ve Trichoderma viride mantarlarina karsi test etmisler ve incelenen 4 adet
fungusidin sadece Aspergillus niger’e kars1 etkili oldugunu ortaya koymuslardir
(Tarlea et al., 2009b).

Piyasadaki farkli aktif maddeli fungusidler ne yazik ki her fungus tiiriine
ayni etkiyi gostermezler. Bu nedenle fungal zarara neden olan fungus tiiriiniin
tespit edilerek bu fungusu inhibe edebilen spesifik fungusid turinin se¢imi ve

kullanilmas1 6nem tasimaktadir.

Iyi bir deri fungusidinin; yiiksek aktiviteli, genis antimikrobiyal spektrumlu,
deri ve islenti kimyasallar1 ile uyumlu, deri iistiinde stabil, renk vermeyen, ¢evre
acisindan kabul edilebilir, insanlara kars1 diisiik toksisiteli, uygun maliyetli olmasi
aranan ozelliklerdir.

Son donem elde edilen bulgular TCMTB’nin ¢evre ve insan sagligi
tizerindeki olumsuz etkilerini ortaya koymaktadir. Bu nedenle, daha giivenli ve
cevreci fungusidlere olan artan ilgi nedeniyle arastirmacilar ve biyosit iireticileri

bu konuda arastirmalarina devam etmektedir (Dalton, 2008).

TCMTB bazli fungusidlerin kullanim oranlart1 ve kosullarinin yeniden
degerlendirilmesi, ¢esitli analiz yontemleri ile iiretim asamalarinda ve son iiriinde
bulundugu miktarlarin tespit edilerek kontrol altinda tutulmasi bir ihtiya¢ haline

gelmistir.

Polatdemir (2010), galismasinda piyasada farkli ticari isimlerle satilan 5
farkli TCMTB bazli fungusid ile muamele edilen wet-blue koyun derilerinde ve
flottelerinde bulunan TCMTB miktarlarm1 UV spektrofotometresi ve HPLC
analiz yontemleri ile degerlendirerek, uygulanan derilerde ve ticari Urlnlerde

TCMTB konsantrasyonlarini tespit etmistir. Ayn1 zamanda kalinti miktarlarinin
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derilerin fungal direncine olan etkisini tropik cember testi ve ASTM D4576
yontemine gore, deride en sik karsilasilan fungus tiirlerinden biri olan Aspergillus

niger mikroorganizmasina karsi test etmistir.

Su anda deri sanayinde fungusit olarak kullanilan kimyasallarin gogu, cevre
ve giivenlik bakimindan tehlikelidir. Ugucu yaglar, deri ve deri iriinlerinin
mikroorganizmalar tarafindan bozulmasinin 6nlenmesinde biylk bir potansiyele
sahiptirler. Ucucu yaglar, dogal bir organik madde olduklarindan biyolojik olarak
parcalanabiliir ve bdylece, ¢ok az veya hi¢ bir g¢evresel tehlike
olusturmamaktadirlar. Fakat ugucu yaglar ekstraksiyonunun zor ve pahali bir

yontem oldugu da bilinmektedir.

Bayramoglu (2004), yaptig1 bir ¢alismada Origanum minutiflorum (kekik),
Laurus nobilis (defne), Foeniculum vulgare (rezene) ve Schinus molle (yalanci
karabiber) ugucu yaglarinin deri islentisi sirasinda problem teskil eden Aspergillus
niger, Alternaria alternata, Penicillium rubrum ve Trichoderma viride
funguslarina kars1 fungisid olarak kullanimini arastirmistir. Arastirma bulgularina
gore kekik ugucu yaginin diger ucucu yaglara gére daha fazla antifungal etkiye
sahip oldugu ve % 2 oraninda kekik ugucu yagi ile muamele edilen derilerin bazi
deney funguslarina karsi ticari fungisid iceren deri numunelerinden bile daha

dayanikli oldugunu tespit edilmistir.

Diger bir ¢alismada ise Origanum minutiflorum (kekik) ve Schinus molle
(yalanci karabiber) ugucu yaglari ile muamele edilen wet-blue koyun derilerinin
Bacillus cereus (CCM 99), Pseudomonas aureginosa (ATCC 27853), Escherichia
coli (ATCC 27999) ve Staphylococcus aureus (ATCC 6538) bakterilerine karsi
antibakteriyel etkisi incelenmistir. Calisgma sonucunda, kekik ugucu yaginin
yalanci karabiber ugucu yagia gore daha fazla antibakteriyel etkiye sahip oldugu
ve % 1 oraninda kekik ucucu yagi ile muamele edilen derilerin gram-pozitif
bakterilere (B. cereus ve S. aureus) Karsi etkili oldugu tespit edilmistir
(Bayramoglu et al., 2008).

Akpomie (2010), caligmasinda ayakkabilik deri drnekleri portakal ¢ekirdegi
yaginin % 5’°lik ekstrakti i¢ine daldirilmis ve 4 saat bir orbital ¢alkalayicida
calkalanmis, sonra her bir 6rnek acik havada birakilmis ve her gin (zerinde
mantar tremesi gézlenmistir. Calisma sonucunda, deri iriinlerinin bozulmasina

neden olabilen mantarlara kars1 koruyucu etkisi saptandig1 s6z konusu yagin, bazi
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deri islem basamaklarinda, ve/veya ayakkabi parlatici veya diger ayakkabi

muamele ajanlari igine ilave edilmesi tavsiye edilmistir.

Ocak (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, antifungal astarlik deri {iretimi
icin, etken madde olarak ugucu ve ayak mantarlarina karsi antifungal 6zellige
sahip olan Melaleuca alternifolia yagi, mikrokapsiil duvar materyali olarak ise
biyolojik olarak pargalanabilir ve gozenekli yapisindan dolay1 dogal bir polimer
olan jelatin kullanilmistir. Mikrokapsiilasyon islemine tabii tutulan antifungal ajan
kullanilarak elde edilen astarlik derilerin, ayak mantarina sebep olan test
mikroorganizmalarina karst daha wuzun siire antifungal oOzellik kazandigi

saptanmuigtir.

Mentes Colak et al. (2010), deri endiistrisinde kullanilan insan sagligina ve
cevreye zararli biosidlerin yerine, bitkisel tabaklama maddeleri i¢inde de dogal
olarak yer alan ve toksikolojik etki gostermeyen tannik asidin kullanilabilirligi
tizerine yaptiklari ¢alismada gesitli oranlarda tannik asidi pikle prosesinde flotteye
ilave etmislerdir. Disk Difiizyon Metodu'nu kullandiklar1 aragtirmada pikle
banyosuna % 3 oraninda ilave edilen tannik asidin diger oranlara kiyasla Bacillus
cereus (ATCC 11778), Salmonella typhimurium (CCM 5445), Proteus vulgaris
(ATTC 6889), Enterobacter aerogenes (ATCC 13048), Pseudomonas aeruginosa
(ATTC 27853), Escherichia coli (ATTC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Neisseria canis, Aspergillus niger, A. fumigatus, A. flavus, Penicillium
granulatum, P. granulosum, Geotricum candidum, Yarrowia lypolitica ve
Rhodotorula rubra (DSM 70403) mikroorganizmalar1 iizerinde daha etkili
oldugunu tespit etmisler ve pikle prosesinde tannik asidin alternatif antimikrobiyal

ajan olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Giinlimiizde nanoteknoloji, tim sektorlerde oldugu gibi deri sanayinde de
uygulanmaktadir. Lu et al. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, oxazolidine-nano-
SiO; ile tabaklanmis derinin antifungal etkisi, kontrol krom tabaklanmig deriye
kiyasla Aspergillus niger, Aspergillus flavus ve Paecilomyces bainier karsi test
edilmistir. Cesitli mantarlar igin farkli yontemler ile modifiye edilmis
numunelerin  nitel antifungal etkisini  belirlemek icin  ¢ift plaka
yontemi uygulanmistir. Krom tabaklanmis derilerin iizerinde test funguslarin
uremesi 3 ginlik inkldbasyon sonunda gozlenmis, oxazolidine-nano-SiO;
kombinasyonuyla tabaklanmig derilerin iizerinde funguslar 6 glin sonra liremistir.
Calisma sonucunda, nano-SiO, ile muamele edilen derilerin geleneksel wet-
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blue’ye gore funguslara karsi dahayiksek bir direnc gosterdigi ortaya

konulmustur.

Lkhagvajav (2009), calismasinda sol-jel yontemiyle {iiretilmis nano Ag,
TiO, ve Ag-TiO; filmlerinin astarlik derilerde antimikrobiyal madde olarak
kullanilabilirligini ~ arastirmistir.  Bakterilerden  Staphylococcus aureus ve
Escherichia coli, mayalardan Candida albicans ve filamentdz bir fungus olan
Aspergillus flavus’a kars1 yapilan antimikrobiyal testler sonucunda TiO; oranla Ag
ve Ag-TiO; nanopartikiillerinin deride diisiik konsantrasyonlarda bile iyi bir

antimikrobiyal 6zellige sahip olduklarini tespit etmistir.

Nawaz et al. (2011) c¢oktirme yontemiyle sentezledikleri nano ZnQO’ni
antibakteriyel deri elde etmek amaciyla ke¢i derisinin retanaj islemi
sirasinda uygulamislardir. Islenmis krast derileri, Bacillus subtilis, Escherichia
coli ve Clostridium perfringens tiirlerine karsi antibakteriyel etkinliklerinin
belirlenmesi igin Disk Difiizyon yontemine tabi tutulmus ve deri 6rneklerinin
etrafindaki inhibisyon zonlar1 gézlemlenmistir. Calisma sonucunda, nano ZnO’in

deri kalitesini etkilemeden bakterilerin biiyiimesini inhibe ettigi tespit edilmistir.
3.2. Metal iyonu Katkih Kalsiyum Fosfat Uygulamalar

Epidemik hastaliklarin olusturdugu risk bilim adamlarin1 daha saglikli bir
yasam i¢in yeni Urilinler Uretmeye itmektedir. Son on yil i¢inde antibakteriyel
sistemlerden olusan 6zellikle metal iyon esashi antibakteriyel sistemler {lizerinde
cok sayida ¢aligma  ylritilmistir.  Antibakteriyel 6zellik  gosteren
biyomalzemelerin gelistirilmesi ve uygulama alanlart bulmasi bu caligmalar
dahilindedir. Implantasyon sonrasi olusan bakterilerin neden oldugu
iltihaplanmay1 Onlemek icin biyomalzemelerin yapisina giimiis iyonlarinin

katilmas1 biyomiihendislikte sik¢a tercih edilen yontemlerden biridir.

Literatiir aragtirmalarinda glimiis katkili hidroksiapatitin deride kullanilmas1
ile ilgili spesifik bir arastirmaya rastlanamamig, ancak bu konuya iliskin bazi
sektorlerde yapilan ve konuya yakin ilgisi oldugu diisiiniilen diger arastirmalar

asagida ozetlenmistir.

Dogan ve Peksen’in (2005) yaptig1 bir ¢aligmada metal iyonu katkili
kalsiyum fosfat esasli antimikrobiyal seramik tozu yas kimyasal yoOntemi

kullanilarak elde edilmis ve farkli mikrobiyolojik analiz yontemleri ile test
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edilmistir. Halo test metodu kullanilarak yapilan mikrobiyolojik analiz ile metal
iyonu katkili tozun E. coli bakterisine karsi antibakteriyel etkinligi saptanmistir.
Ayrica, diliisiyon yontemi ile P. aeruginosa, E. coli, S. aureus ve C. albicans’a
kars1 bakteriostatik ve bakterisidal etkinlik gosterdigi tespit edilmistir.
Arastirmacilar elde ettigi antimikrobiyal tozu kati lizerinden % 3-5 aralifinda
kullanarak karo sirasina, duvar yilizeyi kaplamasi i¢in kullanilan boya
malzemesine, plastik malzemenin {ist katmanma antimikrobiyal o6zellik
kazandirmislardir. Diger bir uygulama olarak % 1-3 oraninda antimikrobiyal tozu
sargl bezi ve ayakkabi kegesine emdirerek hastaya yonelik olarak antimikrobiyal

malzemeler elde etmislerdir.

Yiiksek verimlilik, uzun kullanim siiresi, maliyetleri ve elverislilik gibi
karakteristik Ozelliklerinden dolayi, inorganik antibakteriyel seramikler yaygin

kullanim alanina sahiptirler (Kawashita et al., 2000)

Gilimiis 1yonlar1 eklenerek gelistirilen sirlar, kendi kendini bakterilerden
arindirarak insan sagligi i¢in higbir tehdit olusturmadan Sekil 3.1° de goriildigi

gibi seramik yiizeylerde bakterilere kars1 % 99.9 koruma saglamaktadir.

normal yuzey Ag iyonlu ylzey

test dncesi
yuzeyler

_:, esit birmde
t+ 7 bakteri ekilmis
oo yuzeyler

12 saat sonra

24 saat sonra

Sekil 3.1. Ag’li yiizeyin sir biinyesindeki antibakteriyel etkisi

Boylece bir¢ok insanin kullanimi sonucu bakteri yogunlugunun fazla
oldugu aligveris merkezleri, eglence yerleri, lokantalar gibi mekanlarda
bakterilerin yayilmasi riski azaltmaktadir. Sekil 3.2’de antibakteriyel seramik
katkil1 ve katkisiz vitrifiye tirtinleri goriilmektedir (Genger, 2006).


http://www.r-stat.com/
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Sekil 3.2. Antibakteriyel sirl1 geleneksel vitrifiye iriinii

Antibakteriyel seramikler yalnizca ev icindeki bakterileri Oldiirmek ve
bakterisel hastaliklarin etkilerini 6nlemek i¢in degil, bakterilerin acik havadaki
etkilerini 6nlemek icin de kullanilir. Antibakteriyel uygulamali seramiklerde
yikanma ve asinma problemi olmamaktadir. Ayn1 zamanda antibakteriyel tozlar
uriiniin géranimuni ve dretimini etkilememektedir (Dogan vd., 2000).

Peksen (2006), ¢alismasinda metal iyonu olarak Ag™' ve Ag™ ile Zn™
kullanarak yas kimyasal yontemle metal iyonu katkili kalsiyum fosfat esasl tozlar
elde etmis ve onlarin satandart maya ile bakterilere karsi antimikrobiyal
etkinligini incelemistir. Mikrobiyolojik analiz sonucunda, tozlara katilan metal
iyonlar1 oranlarmin artmasi ile antimikrobiyal o6zelliklerinin de arttigi tespit
edilmistir. Bununla birlikte, yapilan sitotoksik deneyler sonucu metal iyonu katkili
tozlarin belirli dozlarda hiicre biiylimesine sebep olduklari ve sitotoksik etkilerinin
olmadig belirlenmistir.

Genger (2006), kalsiyum fosfat bazli antibakteriyel seramik tozunu yas
kimyasal yontem ile sentezlemis ve antibakteriyel emayeler elde etmek amaciyla
emaye bilesimi icine ilave etmistir. Antibakteriyel emaye ylizeyinin zararl
patojenik mikroorganizmalara karsi antibakteriyel aktivitesini incelemek igin
bakteri kontak testleri gerceklestirilmistir. Antibakteriyel aktivite testi i¢in
indikator bakteri olarak giinliik hayatta insanlarin en ¢ok rastladiklar1 Escherichia
coli bakterisi secilmistir. Analiz sonucunda, % 0.5 antibakteriyel tozun emaye
kompozisyonuna ilavesiyle bile emayenin antibakteriyel Ozellik gosterdigi
saptanmistir.

Koyas (2006), metal iyonu katkili kalsiyum fosfat esasli antibakteriyel
inorganik tozu yas kimyasal ydntem ile nano boyutlarda elde etmistir. Uretilen
tozlar tamamen hidroksiapatit yapisinda olusmustur. Antibakteriyel ozellikte

seramik filtreler elde etmek amaciyla sentezlenen tozlar farkli oranlarda bir
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dokiim ¢amuruna katilmistir. Calismada yapilan antibakteriyel analiz sonuglarina
gore, antibakteriyel toz icerisine katilan glimiis miktarmin artmasi ile bakteri
oraninda azalma goriilmiis, % 7 oraninda antibakteriyel toz iceren filtrede

bakteriler tamamen Oldiiriilmiistiir.

Lv et al. (2006), giimiis konsantrasyonu azaltilarak fakat ayni derecede
antimikrobiyal etki gosteren malzemenin elde edilebilmesi i¢in glimiis katkili
hidroksiapatit igerisine TiO, ilave etmislerdir. S6z konusu malzemenin tekstil
iizerindeki antibakteriyel aktivitesi bakterilere karsi test edilmis ve disk diffuziyon
testi sonucu glimiis etkisinin katildigi miktara bagli oldugu tespit edilmistir. Diger
bir deyisle, kompozit malzemedeki glimiis iyonu konsantrasyonu arttikca
antibakteriyel aktivitesi de artmistir. Glimiis iyonu konsantrasyonu sabit tutularak
TiO, ilave edilen malzemeler TiO, katilmamis malzemelere gore daha iyi
antibakteriyel ~ozellik  gostermislerdir.  Ustelik, TiO, ilavesi kompozit

materyallerin renk bozulmalarini da engellemistir.

Cavdar (2009) tarafindan yapilan calismada, yas kimyasal metodu
kullanilarak metal iyonlar1 katkili kalsiyum fosfat esasli antimikrobiyal toz
sentezlenmis ve uygun baglayict kimyasallar belirlenerek tekstil iirlinlerine
yonelik yikamaya dayanikli antimikrobiyal apre kimyasali gelistirilmistir.
Antimikrobiyal aktivite testleri “JIS L 1902-2002 standardina gore Escherichia
coli bakterisine kars1 yapilmistir. Analizler sonucunda, antimikrobiyal apre
kimyasali ile islem gérmiis pamuklu ve PES kumagslarin 20 yikama sonuna kadar
kuvvetli olarak antimikrobiyal etkinliklerini korudugu, modal ve yiinli
kumaglarda ise yikama ile beraber antimikrobiyal o&zelliklerinin azalmasina
ragmen, 20 yikama sonuna kadar kumaslarin antimikrobiyal etkinliklerini
korudugu belirlenmistir. Bununla birlikte, antimikrobiyal apre kimyasalinin

kumaslarin fiziksel 6zelliklerini olumsuz yonde etkilemedigi de tespit edilmistir.

Celik (2011), calismasinda glimiis katkili hidroksiapatit (Ag-HAP)
malzemesini EDTA selat dekompozisyonu metodu ile sentezlemis ve glimiis
katkisinin artmasi ile malzemenin antibakteriyel Ozelliginin de artmasini

gozlemlemistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. Materyal
4.1.1. Deri materyali

Calismada deri materyali olarak kullanilan ayni partiye ait, benzer
Ozelliklere sahip 8 adet kromlu (crust) krast astarlik keci derisi kullanilmistir.
Derilerin alt islentisi sirasinda hicbir bakterisit ve fungusit kullanilmamistir.

Deriler, izmir Menemen’de faaliyet gosteren firmadan tedarik edilmistir.
4.1.2. Kimyasal maddeler

Arastirmada; glimlis katkili hidroksiapatit ¢dzeltisinin hazirlanmasinda
baslangic malzemeleri olan kalsiyum hidroksit (Ca(OH),), diamonyum hidrojen
fosfat ((NH);HPO,), gimiis nitrat (AgNO3) Merck firmasindan; deri
kaplamasinda kullanmak {izere, penetratéor YM-905 ve % 12’lik hidrolak EL-
8181, VERBO firmasindan temin edilmistir. Mikrobiyolojik calismalarda PDB
(Potato Dextrose Broth), Agar, ethanol (C,HsOH), sodyum tiyoglikolat Merck
firmasindan, SDB (Saboroud Dextrose Broth), MHB (Mueller Hinton Broth) ve
Tween-20 Fluka firmasindan temin edilerek kullanilmistir. Deneylerde ¢oziict
olarak ultra saf su kullanilmistir. ICP-OES cihazinda gilimiis tayini i¢in kullanilan
giimiis standardi TETRA Teknolojik Sistemler Ltd. Sti (izmir) firmasindan
tedarik edilmistir.

4.1.3. Test mikroorganizma Kkiiltiirleri

Test mikroorganizmalari olarak kullanilan gram negatif bakteri Escherichia
coli ATCC 12228, gram pozitif bakteri Staphylococcus aureus ATCC 6538-P,
maya tlrl Candida albicans ATCC 10239; filamenttz funguslar Aspergillus niger
TEM ve Trichoderma viride TEM kiiltiirleri Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Temel
ve Endiistriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve E.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Bolimii’nden temin edilmistir. Candida albicans ve bakteri kiiltiirleri Miiller
Hinton Agar’da (MHA, Merck), Aspergillus niger TEM ve Trichoderma viride
TEM ise Potato Dextrose Agar’da (PDA, Merck) buzdolabinda stoklanmistir.
Arastirmada kullanilan mikroorganizma kiiltiirleri, literatiir taramasi sonucunda
deride en sik rastlanan fungus tiirleri ve antimikrobiyal testlerde en ¢ok tercih
edilen bakteri tirleridir. Ayrica, (% 0-5) gilimiis katkili hidroksiapatit
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cozeltilerinin genis skalada in vitro MIC degerlerinin saptanmasinda ve (% 0-5)
Ag-HAP ile islem goren derilerin AATCC 147 testinde (Paralel ¢izgi yontemi) ek
olarak Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella typhimurium CCM 5445,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae CCM 2318,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 bakterileri kullanilmistir.

4.2.Yontem

Arastirmada kullanilan (% 0-5) glimiis katkili hidroksiapatit ¢ozeltilerinin
iiretimi ve deriye uygulanmasindaki islemlerin genel akis semasi Sekil 4.1°te
gosterilmektedir. Bu sema, ¢oOzeltilerin hazirlanmasi, deri Orneklerinin

kaplanmasi, 1s1l islem ve film olusturulmasini igermektedir.

Cizelti Hazirlame
|. Baslangi; malzemeler
2. Cériicl ortamda pizinme
3, Kanistirme
4. Mikrodelga uygulamas:

|

Homoien cdzelti Kurutma
- ["|.JI.. u.:-L = Ciitme
i Toz karakterizasyonu

|

Deri fizerine uygulama
Finisaj

ﬂ

Kurutma

{105 *C, 15 dakike.)

U

[51] 15lem
{100 °C* de dtiileme)

!

Film olusturma —

Dieri karakterizasyomnu

Mikrobivolojik analizler

Sekil 4.1. HAP ¢ozeltilerinin liretimi ve deriye uygulanmasina iligkin genel akis semasi
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4.2.1. Giimiis katkili hidroksiapatit ¢cozeltilerinin hazirlanmasi

Gumiis katkili ve saf hidroksiapatit ¢6zeltileri mikrodalga yontemi ile
hazirlanmistir (Rameshbabu et al., 2006). Bunun i¢in baslangi¢ malzemesi olarak
kalsiyum hidroksit (Ca(OH),), diamonyum hidrojen fosfat ((NH4).HPO,), giimiis
nitrat (AgNO3), ¢6ziicii ortam olarak da ultra saf su kullanilmistir.

Once AgNO; saf suda oda sicakhginda iyice karistirilarak
¢oziindiriilmistiir. Bir baska cam beherde saf su ile karistirilarak 0.3 M kalsiyum
hidroksit siispansiyonu hazirlanmistir. Daha sonra giimiis nitrat ¢ozeltisi kalsiyum
hidroksit siispansiyonu (zerine yavas yavas damlatilip karistirilarak ilave
edilmistir. Bu c¢ozeltiye 0.3 M diamonyumhidrojen fosfat 5 dk kuvvetli
karnistirilarak eklenmistir. Hazirlanan ¢6zelti beherin iizeri kapatilmadan hemen 30
dk siiresince mikrodalga firinina konulmustur. Mikrodalga uygulamasi sonucu
olusan ¢okelekteki NH,;" ve NO3™ iyonlarinin uzaklastirilmasi icin, ¢okelek saf su
ile yikanmistir. Boylece ¢esitli konsantrasyonda (% 0.5-5) glimiis igeren kolloidal
pasta seklindeki hidroksiapatit ¢ozeltileri elde edilmis ve daha sonraki
uygulamalarda kullanilmigtir. XRD, XRF, ICP-OES, SEM-EDS analizlerinin
yapilmasi i¢in ¢ozelti 100°C sicaklikta etiivde 12 saat kurutulduktan sonra
ogiitiilmiis ve toz sekline getirilmistir. Kontrol olarak kullanilan saf hidroksiapatit

cozeltisi giimiis nitrat1 ilave edilmeksizin ayn1 yontemle hazirlanmistir.
4.2.2. Giimiis katkih hidroksiapatit karakterizasyonu

4.2.2.1. X-1s1nlar1 difraksivonu (XRD) analizi

XRD, kat1 ve toz orneklerin yapilarindaki ¢esitli kristal formlar veya fazlar
hakkinda bilgi veren analitik bir tekniktir. Bu teknik malzemenin icerdigi fazlar ve
bu fazlarin konsantrasyonu, kristal olmayan fazlarin miktar1 ve kristal boyutu
hakkinda bilgi vermektedir. Uretilen (% 0-5) Ag-HAP tozlarinin faz analizi Izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitiitii Malzeme Arastirma Merkezi bilinyesinde bulunan
XRD (Phillips X’Pert Pro) kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 4.2). XRD
analizleri 10-50° agilar1 arasinda 2°/dk hiz ve ile yapilmstir.
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Sekil 4.2. X-1ginlan Difraksiyonu (XRD) cihazi

4,2,2.2. Taramah elektron mikroskobu-enerji dispersif spektrometre
(SEM-EDS) analizi

Taramal1 elektron mikroskobu kati haldeki numunenin yiizey morfolojisini
incelemek icin gelistirilen analitik metotlardan biridir. Taramali elektron
mikroskobunun c¢alisma prensibi; yiliksek voltaj altinda hizlandirilmig
elektronlarin bir numune iizerine gonderilmesi sonucu, elektronlarla numune
atomlar1 tlizerinde olusan ¢esitli etkilesimlerden yararlanilarak goriintii elde etme

seklindedir.

Bu cihaz ile malzemelerin mikro ve nano boyuttaki yapilar
goriintiilenebilmektedir. Cihazdaki SE (ikincil elektron) dedektorti ile topografik
ii¢ boyutlu goriintii, BSE dedektorii ile atomik kontrasta bagli iki boyutlu goriintii
elde edilmektedir. EDS (enerji dagitan spektroskop) ise genellikle SEM cihazina
takilir. Enerji dagitan X-1silar1 dedektorii ile yapilarin elementel igerigi nitel ve
nicel olarak belirlenebilmektedir. Ayrica haritalama yontemi ile resim iizerinde
elementlerin dagilimi izlenebilmektedir. Onun i¢in SEM-EDS es zamanl olarak

ornegin hem morfolojisini hem de esas bilesimini tespit eder.

Bu c¢alismada farkli konsantrasyonlarda (% 0-5) gimiis igeren
hidroksiapatit tozlarinin yiizey morfolojilerini belirlemek amaciyla JEOL JSM—
6060 marka taramali elektron mikroskobu (SEM-EDS) kullanilmistir. Sekil 4.3’de
analizde kullanilan, Dokuz Eyliil Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Metaliirji ve

Malzeme Miihendisligi Boliimiine ait SEM-EDS cihazinin resmi gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Taramal1 Elektron Mikroskobu-Enerji Dispersif Spektrometre cihazi

4.2.2.3. X-1s1n1 floresans spektrometresi (XRF)

Enerji dagilimi X-1s51mm1 floresans analizi (XRF), sivi, kat1 toz her cesit
numunede elementel analiz yapmak ic¢in kullanilan en iyi analitik tekniklerden
biridir. X-1sinlar1 Floresan (XRF) spektroskopisi elementel analiz ve kimyasal
analiz amaciyla kullanilan bir yontemdir. Bu yontemin baglica avantajlar1 kisa
analiz siiresi, duyarlilik, kullanim kolayligi, hasarsiz inceleme yontemi olmasi ve

diisiik fiyath ekipmanlarla gergeklestirilebilmesidir.

X-1sinlarina maruz kalan malzemelerin atomlar1 iyonize olurlar. Iyonize
olan atomlar bir veya daha fazla sayida elektron kaybederler. Yiiksek enerjili x-
isinlart  atomlarin  daha igteki yoriingelerinden elektronlarin  koparilmasini
saglayabilir. I¢ yoriingeden elektron vyitirilmesi bu yoriingede bir bosluk
olugmasina ve iist yorlingelerdeki elektronlarin bu boslugu doldurmasina neden
olmaktadir. Bu durumda iki yoriinge arasindaki enerji farkina karsilik gelecek
sekilde foton bigiminde enerji agiga ¢ikar. Bu 1s1ma malzemede bulunan atomlarin
karakteristik enerjisine sahip radyasyon biciminde gergeklesir. Bu enerjilerin
tespit edilmesi ile malzeme nicel ve nitel olarak karakterize edilir. Elde edilen
(%0-5) Ag-HAP tozlarmm XRF analizi izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiitii
Malzeme Arastirma Merkezi biinyesinde bulunan XRF (Spectro 1Q II)
kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. X-151n1 Floresans Spektrometre cihazi

4224 ICP-OES (Endiiktif eslesmis plazma — optik emisyon
spektrometresi) analizi

ICP-OES, bir¢ok elementin ayn1 anda nicel tayininde kullanilan analitik
metotlardan biridir (Skoog vd., 1998). ICP-OES, 70 civarinda kimyasal elementin
eser, mindr ve major konsantrasyon diizeylerinde analizine olanak taniyan hizli
bir tekniktir. Cok sayida Ornegin hizli bir sekilde Olgiilebilmesine olanak
tanidigindan ¢evresel analizler icin etkin ve tercih nedenidir. ppb’den, %
mertebesine kadar genis bir 6l¢lim araligina sahiptir. ICP-OES, nadir toprak
elementlerinin saptanmasinda tercih edilen onemli bir tekniktir. Her element
kendine 06zgili enerji diizeylerine bagli olarak emisyon yapabilecekleri dalga
boylarina sahiptir. Dalga boyu ve emisyon siddeti dlgiilerek bir 6rnekte bulunan

elementler ve miktarlar1 saptanabilmektedir.

Uretilen (% 0-5) Ag-HAP tozlarinin ICP analizleri, Ege Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Deri Miihendisligi Boliimii’ndeki ICP-OES (Perkin Elmer
Optima 2000) cihazinda yapilmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Endiiktif Eslesmis Plazma — Optik Emisyon Spektrometre cihazi



o1

Ogiitiilmiis (% 0-5) Ag-HAP toz numunelerinden 1 g + 0.001 g tartilarak
beherlere konulmustur ve lzerine 5 ml derisik HNO3 asidi (% 65°1ik, Merck) ilave
edilmistir (Hu et al., 2007). Tozlar ¢oziindiikten sonra ¢ozeltiler 10 ml’lik balon
jojelere alinmig ve ultra saf su ile 10 ml’ye tamamlanmistir. Giimiis iyonu

degerlerinin ICP-OES cihazinda okutulmasi 2 paralel lizerinden yapilmustir.

4.2.2.5. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi

Kizil6tesi (IR) absorbsiyon spektroskopisi bir tiir titresim spektroskopisidir;
IR 1sinlart molekiiliin titresim hareketleri tarafindan sogurulmaktadir. Her dalga
boyunu ayr1 ayr1 tarama gerekmeksizin hizli ve yiiksek ¢oziiniirliikte spektrumlar
elde edilebilir. Bu yontem ile, molekiiler bag karakterizasyonu yapilarak; kati,
stvi, gaz veya cozelti halindeki organik bilesiklerin yapisindaki fonksiyonel
gruplar, iki bilesigin ayn1 olup olmadigi, yapidaki baglarin durumu ve baglanma
yerleri belirlenebilir. FTIR analizleri, Ege Universitesi Mihendislik Fakiiltesi Deri
Miihendisligi Boliimii’ndeki FTIR (Perkin Elmer Spectrum 100) cihazinda
yapilmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Fourier Dontisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi cihazi

4.2.3. Hidroksiapatitin deriye uygulanmasi

Astarlik ke¢i deri 6rneklerinin cilt yiizeyine % 0.5, % 1, % 1.5, % 2, % 3 ve
% 5 giimiis katkili hidroksiapatit ¢ozeltileri ve ayrica saf hidroksiapatit ¢ozeltisi
pistole yontemi ile finisaj karisimi iginde (HA:lak:su) 1:1:1 oranlarda ve toplam
hacim Uzerinden % 5 penetrator eklenerek uygulanmis ve karisimin deriye nifuz

edilmesi saglanmistir. Daha sonra ince filmin olusmasi igin deri 6rnekleri 105°C
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sicaklikta etiivde 15 dakika bekletilip kurutulmus ve numuneler 100°C’de {itii-
pres isleminden gecirilmistir. Islem gormiis deri &rnekleri mikrobiyolojik
caligmalar i¢in polietilen posetlere konulup buzdolabinda saklanmustir.

4.2 4. Hidroksiapatit uygulanan derilerin karakterizasyonu

4.2.4.1. Derilerin viizey morfolojilerinin SEM ile incelenmesi

Taramali elektron mikroskobu (SEM) kati haldeki numunenin yiizey
morfolojisini incelemek i¢in gelistirilen analitik metotlardan birisidir. % 0-5
giimiis katkil1 hidroksiapatit uygulanan deri 6rneklerinin yiizey morfolojileri Izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitlisii Malzeme Arastirma Merkezi’'nde bulunan taramali
elektron mikroskobunda (FEI marka Quanta 250 FEG) incelenmistir. Deri
numuneleri 6rnek tutucu tizerine konularak sagilimli kaplayici ile (Sputter coater)
(EMITECH marka K550X model) altinla kaplanmistir. Daha sonra numuneler

taramal1 elektron mikroskobuna yerlestirilerek goriintiileri ¢ekilmistir.

4.2.4.2. Derilerdeki giimiis miktarmmin ICP-OES cihazinda tayin
edilmesi

Hidroksiapatit ¢ozeltileri ile muamele edilen derilerin giimiis igerigini
belirlemek ve hesaplanan glimiis miktarlar1 arasinda fark olup olmadigini tespit
etmek amaciyla deriler yas yakma islemine tabi tutulmustur. Yas yakma islemi

tamamlandiktan sonra degerlerin kantitatif 6l¢iilmesi ICP-OES’de yapilmistir.

Arastirma materiyali olan deri 6rnekleri TS EN ISO 4044 (2009) “Deriler -
Kimyasal Deneyler - Kimyasal Deney Numunelerinin Hazirlanmasi” baglikli
standartlarda belirtildigi sekilde test ve analizlere hazirlanmistir. Deri 6rnekleri
50°C’yi gegmeyen sicaklikta on kurutma islemine alinmislar, daha sonra 20°C
sicaklik ve % 65 bagil nemli standart ortamda tutularak kondisyonlanmuistir.
Kondisyonlama siresi sonunda Ornekler 700-1000 devir/dakika doniis hizina
sahip ve 4 mm capl delikli elek tablasi olan, Retsch Miihle marka kesici-ogiitiicti
degirmende ogiitiilmiistiir. Ogiitiillen deriler analiz siiresince hava almayacak
sekilde naylon posetlerde muhafaza edilmis ve analizlerin 6ncesinde 104+2°C’ye
ayarlanmis etiivde 2 saat bekletilmistir. Etiivde kurutulan deriler 1 saat
desikatorde bekletilerek sabit tartima getirilmis ve bu Orneklerden analiz igin

gerekli tartimlar yapilmstir.
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Deri orneklerindeki giimiis iceriklerinin saptanmasi i¢in yas yakma islemi
(H. Ertas ve N. Ertas, 2001)’de belirtilen kriterler esas alinarak yapilmistir.
Ogiitiilmiis her deri numunesinden ~0.5 g tartilarak 250 ml’lik tiiplerin igerisine
konulmugstur. HNO3; (% 65°lik, Merck) ve HCl (% 37’lik, Merck) derisik
asitlerden 3:1 oraninda hazirlanan karisimdan (Kral suyu) 20 ml tiiplere ilave
edilmistir. Agizlar1 kapatilan tipler isitmali yakma tinitesinde (Heating digester
DK 6, VELP Scientifica) 180°C 2 saat yakma islemine tabi tutulmustur (Sekil
4.7). Yas yakma islemi tamamlandiktan ve tiip icerigi tamamen bir ¢ozelti haline
geldikten sonra c¢ozelti igerigi 0.45 pum’lik gozenek c¢apma sahip filtreden
stzulerek 25 ml’lik balon jojelere alinmis ve ultra saf suyla 25 ml’ye
tamamlanmistir. Glimiis iyonu degerlerinin dl¢iilmesi islemi ICP-OES cihazinda 3

paralel {izerinden yapilmaistir.

Sekil 4.7. Isitmali yakma tinitesi

Hidroksiapatit ¢ozeltileri ile kaplanan deri drneklerindeki giimiis miktarinin
belirlenmesi ICP-OES cihazinda gergeklestirilmistir. Analizler igin glimiis
standard1 kullanilmigtir. ICP analizleri, Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Deri Miihendisligi Boliimii’'ndeki ICP-OES (Perkin Elmer 2000) cihazinda
yapilmigtir. ICP-OES cihazinda uygulanan enstriimental analiz kosullar1 Cizelge

4.1°de verilmistir.

ICP’de ornek aeresol seklinde yiiksek sicakliktaki plazmaya gonderilir ve
aeresol tanecikleri plazmada kuruyup parcalanarak atomlarma ve iyonlarina
ayrilir, olusan atomlar ve iyonlar uyarilir. Bir spektrometre ve uygun bir
bilgisayar yazilimiyla degerlendirme yapilir. Bir¢cok element icin belirleme siniri
ng/ml diizeyindedir.



54

ICP-OES’de yiiksek sicaklik etkisinde kalan Ornekler atomlarina ve
iyonlarma ayrilir, her element kendi i¢in karakteristik olan dalga boylarinda 1s1k
yayacak diizeye kadar uyarilir. Yayilan bu isinlar 1s18a duyarhi dedektorler
tarafindan tespit edilir. Bu sekilde ¢ok sayida elementlerin ayni anda analizi
mumkiin olmaktadir.

Cizelge 4.1. ICP-OES’deki enstrumental analiz kosullari

Pompa hiz1 (Pump rate) 15 rpm
Plazma gaz1 (Plasma gas) 15 L/dk
Dedektor fotomultiplar tiip voltaji (PMT voltage) 800 V
Sogutucu argon gaz hacmi (Auxiliary Gas) 1,50 L/dk
Ornek gegislerinde yikama siiresi (Sample uptake) 10 sec
Gug¢ (Power RF) 1,35 KW
Tracking window 0,027
Reply 3

% RSD <1
Element Ag
Dalga boyu 328 nm

4.2.4.3. Derilerin FTIR+ATR analizi

Hidroksiapatit cozeltileri ile muamele edilen deri 6rneklerinin kimyasal
yapisinin belirlenmesi i¢in FTIR analizi yapilmistir. FTIR c¢alismalar1 ATR
ekipmanina sahip olan Perkin Elmer Spectrum 100 cihaz1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amacla deri 6rneklerinin 400-4000 cm™ dalga boyu
araligindaki IR spektrumlari (4 cm™ aymrim giicii (resolution), 20 tarama (scan),
oda sicakliginda) alinmis, sonuclar FTIR Spectrum Software (Perkin Elmer)
yaziliminda  degerlendirilmis  ve literatiirlerde  verilen  spektrumlarla
karsilagtirilmistir.

4.2.4.4. Derilerin Raman analizi

Hidroksiapatit ¢ozeltileri uygulanan deri 6rneklerinin kimyasal yapisinin
dogrulanmasi i¢in Raman analizi yapilmistir. Raman c¢alismalar1 Perkin Elmer
Raman Station 400 cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu amagla deri
orneklerinin 200-3650 shift/cm™ frekans araligindaki Raman spektrumlari (-4
shift/em™ data alma sikliginda (interval time)) taranmis, sonuclar Raman
Spectrum Software (Perkin Elmer) yaziliminda degerlendirilmis ve literatiirlerde
verilen spektrumlarla karsilastirilmistir.
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4.2.5. Mikrobiyolojik analizler

4.2.5.1. Hidroksiapatit cozeltilerinin MIC degerlerinin belirlenmesi

Hazirlanan (% 0-5) Ag katkili hidroksiapatit c¢ozeltilerinin in  vitro
antimikrobiyal etkilerini saptamak i¢in test mikroorganizmalar1 olarak
Escherichia coli ATCC 12228, Staphylococcus aureus ATCC6538-P, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Salmonella typhimurium CCM 5445, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae CCM 2318, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 ve Candida albicans ATCC 10239 tiirleri secilmistir.
Cozeltilerin minimum inhibe edici konsantrasyonlar1 (MIC) 96 kuyucuklu
mikroplatler kullanilarak broth mikrodiliisyon teknigi ile belirlenmistir.
Mikroorganizmalarin aktivasyonu Miiller Hinton Broth (MHB) i¢inde 37°C’de
18-20 saat inkiibe edilerek saglanmistir (Olson et al., 2005; Sarkar et al., 2007;
Holetz et al., 2002). % 0-5 araliginda Ag katkili hidroksiapatit ¢ozeltileri ise iki
kat1 seyreltmeleri olacak bicimde test edilmistir. Cift kuvvet MHB iginde
1/100’1liik seyreltmeleri hazirlanan test mikroorganizmalarinin 100 plt’si paralelli
olarak kuyucuklara aktarilmis ve bu kuyucuklarin iizerine ise son hacim 200 plt
olacak sekilde % 0-5 aralifinda Ag katkili hidroksiapatit ¢ozeltisinden 100 plt
eklenmistir. Boylece kuyucuklardaki Ag katkili hidroksiapatit konsantrasyonu
ayarlanmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra kuyucuklarin iizerine % 0,5’lik
TTC (Trifenil tetrazolium kloriir) ¢ozeltisinden 50 plt ilave edilerek 2 saat daha
inkiibe edilmistir. Siire sonunda TTC’nin indirgenmesi ile olusan kirmizi renkli
formazan bilesigi iiremenin indikatorii olarak kabul edilmis ve MIC degerinin
belirlenmesinde kullanilmistir (Navarro et al., 1996). MIC degeri iiremenin

goriilmedigi en diisiik madde konsantrasyonu olarak ifade edilmistir.

4.2.5.2 Agar yayma testi (Nitel test)

Standart Agar yayma metodunda, Mller Hinton Agar (MHA) 6nce petrilere
dokiilmiis ve katilasmasi saglanmis, sonra besi yerlerinin iizerine farkli miktarda
Ag katkili HAP ¢ozeltileri uygulanan 2x2 cm? deri 6rnekleri yerlestirilmistir.
Daha sonra aktive edilmis test organizmalari iceren 7 ml MHA, deri 6rneklerini
kaplayacak sekilde 6rnekler iizerine ilave edilmistir. Boylece deri drneklerinin iist
kismi ince bir besiyeri tabakasi ile kaplannustir (Balogh et al., 2000). Ust
tabakada kullanilan besiyerine ayr1 ayr1 olarak bakteri (E. coli ve S. aureus) ve
C.albicans; ayrica 0,05 ml % 0,5’lik TTC ¢ozeltisi ilave edilmistir. Petriler
37°C’de 24 saat siire ile etiivde inkiibe edilmistir. Deri 6rneklerinin Gzerindeki ve
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etrafindaki inhibisyon zonlari, Ag katkili HAP’in antimikrobiyal etkilerini nitel

olarak belirlenmesine olanak saglamistir.

4.2.5.3. Paralel cizgi yontemi (AATCC 147)

AATCC 147 Antibakteriyel Test Metodu esas alinarak modifiye edilmis bu
metod ile deri lizerindeki mevcut kaplamanin antimikrobiyal etki gosterip
gostermediginin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir (Fernandes et al., 2011). Bu
teknik kullanilarak yapilan testler ile kalitatif (nitel) sonuglar elde edilmektedir.
Bu test bakteriostatik etkilerin tespit edilmesinde de kullanilmaktadir. Test
mikroorganizmalar1 olarak Escherichia coli ATCC 12228, Staphylococcus aureus
ATCC6538-P, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella typhimurium CCM 5445,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae CCM 2318,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 ve fungus olan Candida albicans ATCC
10239 tiirleri kullanilmistir. Mikroorganizmalarin aktivasyonu Miiller Hinton
Broth (MHB) icinde 37°C’de 18-20 saat inkiibe edilerek saglanmistir. Test
mikroorganizmalar1 ile hazirlanan belirli Konsantrasyonlar, igerisinde Miiller
Hinton Agar bulunan petri kaplarima parelel ¢izgiler halinde asilanmistir.
Aktivitesini tespit etmek amaciyla saf hidroksiapatit, lak ve % 1, % 2, % 3 Ag
katkili hidroksiapatit ile islenen deri ornekleri 2.5 x Scm boyutlarinda kesilerek
agilanan mikroorganizma kolonileri ile temas edecek sekilde petrilere
yerlestirilmigtir. Petriler 37°C’de 24 saat siire ile etiivde inkiibe edilmistir. 24
saatlik siirenin ardindan, test mikroorganizmalarmin deri {izerinde ve etrafinda

urememesi deri yiizeyinin antimikrobiyal 6zellik gosterdigi anlamina gelmektedir.

4.2.5.4. % Azalma testi (AATCC 100)

Deri 6rneklerinin antimikrobiyal etkisinin arastirilmast ile ilgili kesin olarak
kabul edilmis bir standart test yoktur. Uyguladigimiz % azalma testi tekstil
materyallerine uygulanan AATCC 100 tekstil finisajinin antibakteriyel aktivitesini
belirleme yontemi olarak bilinmekte ve ¢alismamizda deriye modifiye edilerek
uygulanmistir. S6z konusu test deri 6rneginin antimikrobiyal aktivitesinin nicel
olarak ortaya konulmasinda kullanilabilir bir testtir. Test yontemine gore farkli
miktarda Ag katkilit HAP ¢ozeltileri ile muamele edilmis 2x2cm? deri drnekleri
bos steril petrilere yerlestirilmistir. Test mikroorganizmasi olarak kullanilan E.
coli ve S. aureus bakterileri MHB i¢inde 37°C’de 18-20 saat aktive edilmistir.
Aktive edilen kiiltiirlerden MHB i¢inde yapilan seyreltmelerle E. coli igin 8.1x10°
CFU/ml, S. aureus i¢in ise 7.3x10° CFU/ml taze bakteri kiiltiirleri hazirlanmustir.
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Saf hidroksiapatit ve (% 0.5-5) Ag-HAP ile islenmis deri 6rnekleri Gzerine 200 pL
test bakteri karisimi inokiile edilmis; 6rnekler 1 ve 2 saat sonra 50 ml fizyolojik
tuzlu su (% 0.85 NaClI), % 0.4 sodyum tiyoglikolyat ve % 1 Tween 20 iceren 250
ml’lik erlenlere alinmistir ve 1-2 dakika 37°C ayarlanan inkiibatorlii ¢alkalayicida
tizerlerindeki mikroorganizmalarin ¢ozeltiye gegmesi saglanmistir (Gallant-Behm
et al., 2005; Wright et al., 1999). 1 saat ile 2 saat sonrasi etkilerini saptamak amaci
ile erlenlerdeki karisimdan 1 ml alinarak ardisik seyreltmeleri yapilmistir. Ardigik
seyreltmelerden 1 ml steril petri kaplarina alinarak dokme plaka yontemi ile
ornekteki mikroorganizma sayilari belirlenmistir (Balogh et al., 2001; Kim S. and
Kim H., 2006). Besiyeri olarak Miiller Hinton Agar (MHA) kullanilmis,
mikroorganizma kolonilerinin kolayca goriilmesi i¢in % 0.5’lik TTC ¢ozeltisinden
2 ml/100 ml besiyerine eklenmistir. Islem gérmemis ve farkli konsantrasyonlarda
(% 0.5-5) Ag katkili HAP ile islenmis deri orneklerindeki bakteri azalmasi
Denklem 3’e gore hesaplanmustir.

% Azalma =[(A — B)/A] x 100 3)
A =1 ve 2 saat sonra kontrol deri 6rnelerindeki mikroorganizma sayisi
B =1 ve 2 saat sonra islenmis deri 6rneklerindeki mikroorganizma sayisidir.

4.25.4. ASTM D 4576-08 standart testi

ASTM D 4576-08 standardina gore 2x2 cm? boyutundaki (% 0-5) Ag-HAP
uygulanan deri ornekleri 90 mm c¢apindaki steril plastik petri kaplarinin orta
kismina gelecek sekilde yerlestirildikten sonra 20 ml Potato Dextroz Agar (PDA)
petri kaplarinin i¢ine deri pargalarinin iizerine gelmeyecek sekilde dokiilmiistiir.
20 dakika kadar agar soliisyonunun katilasmasi beklendikten sonra 1x10°
spor/ml’lik test fungus (Aspergillus niger ve Trichoderma viride) sporlar
slispansiyonundan deri 6rneginin sagina, soluna ve iizerine olmak tzere 3 noktaya

spotlanmustir.

Daha sonra 26°C’deki inkiibatore yerlestirilen petri kaplar1 14 giin boyunca
inkiibe edilmis; 3., 7. ve 14. giinlerde dl¢limlendirilip fotograflanarak sonuglar
degerlendirilmistir. Degerlendirme 2x2 cm?® boyutlarindaki deri 6rneklerinin %
yiizey alaninin kiifle kaplanan kisminin 0 - 4 degerleri arasinda derecelendirilmesi
seklinde yapilmistir. Buna gore kiif gelisimi % 0 oldugunda 0; kiif gelisimi % 12
oldugunda 0,5; kiif geliglimi % 25 oldugunda 1; kiif gelisimi % 50 oldugunda 2;



58

kiif gelisimi % 75 oldugunda 3, kiif gelisimi % 100 oldugunda 4 olacak bigimde

tablo halinde degerlendirilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA

5.1. Hidroksiapatit ve Giimiis Katkili Hidroksiapatit
Karakterizasyonlarina Ait Bulgular

5.1.1. X-is1m1 Difraksiyonu analizine ait bulgular

Faz analizleri toz XRD yontemleri ile yapilmistir. Numunelerin XRD
¢ekimi Cu-Ka radyasyonu altinda gergeklestirilmistir. Bu amagla Phillips cihazi
kullanilmis, 2°/dk hizla c¢ekilen XRD wverileri 20 = 10°-70° araligi taranarak
toplanmigtir. Saf HAP ve giimiis katkili HAP tozlarmin olusumuna ait XRD
kirinim grafikleri Sekil 5.1°de verilmistir. Yapilan XRD analizi sonucu elde edilen
grafikteki pikler JCPDS katalogundaki (2001) verilerle karsilastirilmis ve Uluslar
Arast Kirimim Verileri Merkezi tarafindan hidroksiapatit igin verilen piklerle
uyumlu olan karakteristik pikleri gostermistir. Burada saf HAP seramigini
olusturan kat1 fazlarin HAP’ in (kalsiyum hidroksit fosfatin) karakteristik pikleri
20 ~ 25-34,5° zayif kristalize apatit fazinin gelisimini agikga gostermistir. Sekil
5.1°de tiim toz 6rneklerdeki hidroksiapatitle ilgili piklerin 260’da genellikle 25.80°,
28.60° ve 32.10°° de bulundugu agikca goriilmektedir. Buna ek olarak, 26°da
diisiik yogunluklu pikler 34.20°, 39.60°, 46.50° ve 49.00°’de tespit edilmistir. Ag
miktarinin % 5 oldugu HAP 6rneginin XRD sonuglarinda hidroksiapatitin yani
sira glimiis oksit karakteristik pikleri de gbzlemlenmistir.

ASTM F 1185-03 standardina gore medikal kalitedeki HAP malzemelerinin
icindeki CaO veya TCP miktarlarinin % 5 agirlik oranindan diisiik olmasi
gerekmektedir. Bu ¢alismada ise hazirlanan HAP ve Ag-HAP tozlarinda CaO ve
TCP’a ait karakteristik pikler goriilmemistir.
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Sekil 5.1. Saf HA ve % 0.5-5 Ag katkili HAP’ in XRD sonuglari

Robertson and Morgan (1971), HAP’in hidrasyon tabakasindaki degisebilir
ca?t iyonlarinin miktart kristallerdeki toplam Ca?* iyonlarinin sadece yaklasik
%4’i kadar oldugunu ifade etmislerdir. Calismalarinda Ag-HAP’in XRD
paternindeki AgCaP piklerinin Ag® iyonlar1 fazlaligindan kaynaklandigini ileri

siirmiiglerdir.

Feng et al. (1998), antibakteriyel Ag-HAP ince filmini aliminyum Gzerinde
elde etmisler ve XRD sonuglarinda hem aliiminyum hem HAP’ in karakteristik
piklerinin yani sira 2 adet AgCaP piki de gozlemlemisglerdir. Glimiisiin saf sekilde
olmayip HAP biinyesinde AgCaP seklinde oldugunu ve glimiis iceriginin Ag-

HAP kaplamalar yapisin1 6nemli derecede etkilemedigini bildirmislerdir.

Chung et al. (2005), HAP’e 6zgii fazin, 350°C sicakligin iistiinde kalsine
edildigi zaman olustugunu gozlemislerdir. Calismalarinda saf HAP’in
kristallesmesi kalsinasyon sicakliginin artmasiyla artmis ve 650°C’nin {iistlinde
kalsine edilince CaO piki gozlemlenmistir. Bunun da, Ca(NOgs);, CaCO;3; ve
Caz(POy4), gibi tamamiyla ¢oziinmemis veya tepkimesi tam tamamlanmamis
baslangic ve ara maddelerden kaynaklandigini belirtmislerdir. 600°C'de kalsine
edilen Ag/Zn igeren tozlarin XRD paternlerinde 20000 ppm Ag igeren drnegin
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disinda her ornekte HAP kristal fazinin olustugu ve baska bir kristal fazin
olmadig1 saptanmistir. Ag miktar1 20000 ppm oldugu zaman Ag,O ve CaO
piklerinin goriildiigii tespit edilmistir. Sol-jel matriksi i¢indeki glimiis nitrat farkl
oksidasyon sekillerine kalsine edilebilir. Ag kaynagi olarak giimiis nitrat
kullanilan ¢alismada, sol-jel yontemi diisiik sicaklikta uygulandigi icin Ag,O

olusumunun HAP ile elektrostatik ¢ekimden kaynaklandig diisiintilmiistiir.

Rameshbabu et al. (2006), calismalarinda mikrodalga yontemi ile
antibakteriyel Ag katkili hidroksiapatit sentezlemisler ve elde edilen toz
orneklerinin faz analizlerini XRD cihazinda karakterize etmislerdir. XRD
sonuglarina gore, tim paternlerin JCPDS 9-432 veri tabanindaki altigen HAP
kristaline karsilik geldigi ve hemen hemen ayni oldugu tespit edilmistir. Ancak,
giimiis miktar1 X > 0,4’lin {lizerinde olan Orneklerde 26~ 36.68°°de (AgsPO,,
JCPDS 6-505) giimiis fosfat1 piki acik¢a gozlemlenmistir. Ayrica, arastirmacilar
1s1l islem gormiis (700-800°C’de 2 saat ve 900°C’de 4 saat) ve gérmemis (ham)
Ag-HAP orneklerinin XRD verilerini incelemisler ve % 0.5-3 Ag-HAP iceren
ham oOrneklerde safsizlik fazlarmin olusmadigini, % 4 ve tlizeri Ag iceren HAP
ham orneklerinde ise giimiis fosfati fazinin bulundugunu saptamislardir. Boylece,
XRD sonuglara gore giimiisiin hidroksiapatit biinyesindeki kalsiyum ile yer
degistirme oraninin % 4’iin altinda oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte,
700°C’de 1s1l islem goren Ag-HAP yapisinin herhangi bir ikincil faz olusmadan
kararli oldugunu ortaya koymuslardir.

Peksen (2006), antimikrobiyal toz iiretimini, farkli oranlarda metal iyonu
ilave edilerek yas kimyasal yontemle gergeklestirmistir. Uretilen tozlar agirlikca
farkli metal iyonu iceriklerine gére A ve Z serisi olarak simiflandirlmistir. Ag”
iyonu igeren A serisi tozlar kurutma islemini takiben &giitiilmiistiir. Ag" ve Zn*?
iceren Z serisi tozlar ise kurutma islemlerini takiben yiiksek sicaklikta 1s1l igleme
tabi tutulduktan sonra 6giitiilmiis ve belirli bir tane boyutuna indirilmistir. A serisi
icin 10-80° agilar1 arasinda 2 °/dk hizla ¢ekilen XRD analizi sonucunda elde edilen
grafiklerdeki pikler JCPDS katalogundaki verilerle karsilastirilmis ve yapinin
trikalsiyum fosfat (TCP) ve hidroksiapatit (HA) karisimindan olusan kalsiyum
fosfat yapisinda oldugu belirlenmistir. Z serisinde ise HA ve TCP fazlarinin

disinda ayrik fazda ¢inko oksit yapisinin oldugu gézlemlenmistir.

Diger bir ¢alismada, 600°C’de 1 saat 1s1l islem gormiis ve gérmemis (ham)
giimiis katkilt antibakteriyel hidroksiapatit tozlarinin XRD paternlerinde
hidroksiapatite 6zgli pikler gozlenmis, 1sil islem goérmemis (ham) Ag-HAP’in
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XRD sonuglarinda ise AgsPO, faz1 belirlenmistir. Ayrica, 1s1l islem gérmiis Ag-
HAP verilerinde metalik giimiise ait birka¢ pikin de goézlendigi, bunun da 1sil

islem sirasinda AgNO3 bozunmasindan kaynaklandigi ortaya konulmustur (Su and
Xiong, 2007).

Celik (2011), calismasinda glimiis katkili hidroksiapatit (Ag-HAP)
malzemesini EDTA selat dekompozisyonu metodu ile sentezlemis ve HAP
olusturma esnasinda giimilis katkisinin giimiis oksit (AgyO) olarak yapiya

eklenebildigi sonucuna ulagmustir.

Ciobanu et al. (2011) calismalarinda antibakteriyel (% 0.2) Ag katkih
hidroksiapatit tozunun yapisal ve fiziksel oOzelliklerini incelemislerdir. XRD
verilerine gore, 100°C’de ¢oktiirme yontemiyle elde edilen hidroksiapatitin iyi
kristalik yapiya sahip oldugunu ve apatit karakterizasyonu tasidigini, ayrica yeni
fazin ve safsizliklarin olugsmadigini ortaya koymuslardir. Glimiise ait piklerin
goriilmemesinin glimiis miktarinin diisiik olmasindan kaynaklandigini ifade

etmislerdir.

Calismamizda elde edilen (% 0-5) Ag katkili hidroksiapatit 100°C’de etiivde
kurutulmast disinda herhangi bir 1s1l islem gérmemistir. Bu sartlar alinda HAP’e
katilan Ag miktar1 % 5 oldugunda giimiis oksit fazinin gézlemlenmesi disinda

herhangi bir safsizlik fazlarina karsilasmamustir.

5.1.2. Taramah elektron mikroskobu (SEM-EDS) analizine ait bulgular

Sentezlenen saf HAP ve giimiis katkili HAP antimikrobiyal tozlarin SEM
analizleri yapilmistir. Taramali elektron mikroskobunda ikincil elektron goriintii
alma teknigi ile alinan goriintiilerde saf HAP iceren tozun ince ve yuvarlak
hatlara, glimiis iyonu katkili tozlarin ise morfolojik olarak daha kesin hatlara sahip
oldugu belirlenmistir. SEM analizi sonucu elde edilen mikroyap: incelendiginde
tozlarin genel olarak tane boyutlarinin 50 pm ve altinda oldugu belirlenmistir
(Sekil 5.2). Havanda manuel 6giitiilmesi nedeniyle sentezlenen HAP tozlarinin
homojen dagilim gostermedigi anlasilmaktadir. Tozlarin, tane boyutlari
kiiciildiik¢e artan yiizey enerjilerini diisiirmek i¢in bir araya gelip aglomeratlar

olusturma egiliminde olduklar tespit edilmistir.
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a) Saf HAP

b) % 0.5 Ag-HAP
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€) % 1.5 Ag-HAP

d) % 3 Ag-HAP

Sekil 5.2. HAP tozlarinin SEM gérintileri
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Chung et al. (2005), sol-jel yontemiyle elde ettikleri Ag-HAP’in ortalama
partikiil bliytikliigliniin 3 ile10 um arasinda oldugunu tespit etmislerdir.

Peksen (2006), yas kimyasal yontemiyle sentezlenen metal iyonu katkili
kalsiyum fosfat esasli tozun tane boyut analizleri ile desteklenen SEM gdérntileri

sonucunda tozun tane boyutunun 200 nm oldugunu belirtmistir.

Rameshbabu et al. (2006), mikrodalga uygulamasiyla sentezledikleri Ag-
HAP morfolojisini incelediklerinde saf HAP ve % 0.5 Ag-HAP partikillerinin
igne seklinde, genisligi 15-20 nm ve uzunlugu 60-70 nm oldugunu belirtmislerdir.
Bununla birlikte, partikiillerin topaklanmaya yiiksek bir egilim gosterdigini ifade
etmislerdir. Arastirmacilar, % 2 ve % 5 Ag iceren HAP partikiillerinin de igne
formunda oldugunu, boylece Ag-HAP partikiil sekillerinin giimiis miktarinin
artmasma bagli olmadigim1 ortaya koymuslardir. Ancak, % 5 Ag-HAP
partikiillerinin belirgin hatlariyla daha diizenli olduklarin1 ve daha az yigilma
gosterdiklerini, bunun da etrafinda bulunan gilimiis fosfat fazi etkisinden

kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

Su and Xiong (2007), calismalarindaki 600°C’de 1 saat islem gérmiis Ag-HAP
kristallerinin yuvarlak sekilde ve boyutunun yaklastk 60 nm oldugunu SEM
goriintlilerinden gozlemlemislerdir. Kristaller etrafinda topaklanma (y1gilma)

olustugunu da bildirmislerdir.

Calismamizda elde edilen SEM sonuglari, mikrodalga yontemiyle iiretilen
AQg-HAP partikiillerin kiigiik boyutlarda ve homojen bir dagilima sahip olduklarini
gostermistir. Nitekim, Lew et al. (2002), yaptiklar1 arastirmada mikrodalga
yontemi ile su, asetonitril, CH,Cl,, etanol, DMF gibi aktif polar molekiillere sahip
reaksiyon karigimlarinin hizli 1sindigini ifade etmislerdir. Cushing et al. (2004),
partikiillerin bu tiir ¢ozeltilerden hizl1 ve nerdeyse ayn1 anda ¢oktiiklerini ve son

tiriinlerdeki partikiillerin ¢ok kiiciik boyutlarda olduklarini ifade etmislerdir.

Uretilen tozlarin kristal yapisi igersinde hapsedilen etkin antimikrobiyal
ajanin yani giimiis katyonlarinin belirlenmesi i¢in Enerji sacinimli X-1ginlar
spektrofotometresi (EDS) kullanilmistir. EDS ile elde edilen degerler, toz iiretimi
sirasinda yapilan stokiyometrik degerle karsilagtirilmistir. Saf HAP o6rneginde
Ca/P oran1 (1.667) stokiyometrik hidroksiapatit oranina (Ca/P=1.67) yakin olarak
bulunmusken, bu oranin % 1 Ag-HAP orneginde 1.573 oldugu tespit edilmistir
(Sekil 5.3). % 1 Ag-HAP orneginde kalsiyum ve fosfor oranlarinda bulunan
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farkliligin HAP kafesindeki kalsiyum iyonlarinin giimiis iyonlar1 ile yer
degisiminden kaynaklandigi distiniilmustiir. Ayrica, mikrodalga yontemiyle
yapilan toz sentezi sonrasinda 1s1l islem sirasindaki kizdirma kayiplari olarak da

degerlendirilmistir.

Feng et al. (1998), Ag-HAP kaplamalarin morfoloji ve kompozisyonunu
SEM ve EDS ile incelemislerdir. Giimiisii X-1sinlar1 ile algilama sonucunda
glimiisge zengin fazin kaplama yiizeyinde homojen bir sekilde dagildigini
gormislerdir. Ayni zamanda, ince filmin, uygulandig1r substrattan gelen Al
iyonunu ve yiizeyinden gelen Ca, P, ve Ag iyonlarini i¢erdigini de bildirmislerdir.
EDS ile yapilan kompozisyon analizi, giimiisle muamele gérmiis ve goérmemis
kaplamalardaki Ca/P atomik oraninin sirastyla 1.19 ve 1.46 oldugunu gdstermistir.
Glimiis iceren kaplamanimn Ca/P orani glimiis icermeyene nazaran daha diisiik
bulunmustur. Bu da, HAP biinyesindeki Ca®* iyonlarmin Ag"® iyonlar1 ile yer
degistirdigini dogrulamistir. Arastirmacilar, kaplama yapisinin su sekildeki
(CaAQ)10(PO4)s(OH), Ag katkili HAP olabildigini fakat, glimiisin HAP
biinyesinde XRD ile gozlemlenen diger bir faz (AgCaP) seklinde de olabilecegini

ileri slirmiiglerdir.

Pushpakanth et al. (2008), Ag-HAP’in EDS spektrumunda giimiis
nanopartikiillerinin artan bir sinyal ile varligmi agikca gozlemislerdir.
Arastirmacilar, giimils nanopartikiillerinin HAP biinyesinde fosfat iyonlar1 ile

stabilize olduklarini belirtmislerdir.
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Sekil 5.3. HAP o6rneklerinin EDS goriintiileri

5.1.3. XRF analizine ait bulgular

XRF analizi vasitasiyla elde edilen elementlerin ana oksit degerlerinen CaO
ve P,Os gore hidroksiapatit biinyesindeki Ca/P orani hesaplanmis ve sonuglar
Cizelge 5.1°de verilmistir. Saf hidroksiapatit yapisinda bulunan Ca/P oraninin,
(%0.5-5) Ag-HAP katkili hidroksiapatit 6rnekleriyle farkli degerlere sahip oldugu,
giimiis miktarinin artmasiyla bu oranin orantili bir sekilde azaldig1 belirlenmistir.
Bu farkliligin sebebi, EDS analizinde goriildigi gibi, glimiis iyonlarinin
hidroksiapatit kafesindeki kalsiyum iyonlari ile iyon degistirme sonucu kafesteki
kalsiyum iyonlarmin azalmasidir ve bu durum akabinde Ca/P oranini
diistirmiistiir. Cizelge 5.1°deki analiz sonuglarina gore, saf hidroksiapatitteki Ca/P
orani (1.67) stokiyometrik HAP oranina esit, % 1 giimiis katkili hidroksiapatitte
ise 1.60’tir. Bu sonuglarin elde edilen EDS sonuglarima yakin oldugu

goriilmektedir.

Koyas (2006), antibakteriyel toz iceren seramik filtrenin yar1 kantitatif
element analizini X-i1gmn1 floresan spektrometre cihazi ile degerlendirmis ve
bilesiklerin % degerlerini incelemistir. Ag,O, CaO ve P,Os igerigi sirasiyla
%0.241, % 6.204 ve % 3.751 olarak bulunmus ve bu verilere gére Ca/P oraninin
1.65 oldugu ortaya ¢ikmustir.



68

Cizelge 5.1. XRF analizi sonuglari

Numune Ca (%) P (%) Ca/P orani

Saf HAP 52.77 31.46 1.67
%0.5 Ag-HAP 51.62 32.02 1.61
%1.0 Ag-HAP 50.03 31.12 1.60
%1.5 Ag-HAP 49.33 31.81 1.55
%2.0 Ag-HAP 48.11 30.96 1.55
%3.0 Ag-HAP 50.52 32.88 1.54
%5.0 Ag-HAP 48.84 33.01 1.48

5.1.4. ICP-OES analizine ait bulgular

EDS ve XRF analizleri ile Ag’iin Ca ile yer degistirdigini hesaplanan Ca/P
oranlarindan belirlemistik. ICP-OES analizi ile Ag-HAP igerisindeki glimiis

miktari tayini yapilmistir.

ICP-OES spektroskopisi, endiiktif eslesmis plazma kaynagindan olusan
serbest atom ya da iyonlarin olusturdugu emisyon spektrumu temeline dayanan bir
elementel analiz teknigidir. Saf HAP ve glimiis katkili hidroksiapatit tozlarinin
hesaplanan ve ICP-OES’de Olgiilen degerler Cizelge 5.2 ve Sekil 5.4°te

sergilenmektedir.

Cizelge 5.2. Hidroksiapatite doplanan giimiis miktari

. Hesaplanan ICP degeri Aradaki fark
Ornek 5
deger (ppm) (ppm) (ppm)
Saf HAP 0 4 4
% 0.5 Ag-HAP 101 124 23
% 1.0 Ag-HAP 202 215 13
% 1.5 Ag-HAP 303 364 61
% 2.0 Ag-HAP 404 496 92
% 3.0 Ag-HAP 606 679 73
% 5.0 Ag-HAP 1010 919 -91
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Sekil 5.4. HAP orneklerindeki Ag miktarlar

ICP-OES sonuglarina gore, elementel analiz sonrasi elde edilen verilerin
onceden hesaplanan glimiis miktar1 ile orantili oldugu ve giimiis miktarinin
artmasiyla bu oranin proporsiyonel bir sekilde artmasi s6z konusudur. Ayrica,
hidroksiapatit blnyesine doplanan giimiis miktarinin hidroksiapatitin iyon
degistirme kapasitesine gore farkliliklar da gosterdigi gozlemlenmistir. Bu
farkliliklar, ICP degerlerindeki glimiis miktarlarinda bir artis olarak ortaya ¢ikmis
ve bu da giimiis iyonlarinin hidroksiapatit kafesindeki kalsiyum iyonlari ile iyon
degistirme sonucu kafesteki kalsiyum iyonlariin azalmasiyla giimiis iyonlarinin
artmasma sebep oldugu diisiincesini beraberinde getirmistir. Ancak, HAP’e
katilan glimiis miktar1 % 5 oldugunda doplanan giimiis miktarinda bir azalma sz
konusudur. Bu da, yukarida bahsedilen HAP’ in hidrasyon tabakasindaki
degisebilir Ca** iyonlari miktarmimn kristallerdeki toplam Ca®* iyonlarimin sadece
yaklasitk % 4’ kadar olduguna isaret etmektedir. Ayrica, Cizelge 5.2°de
gortldiigli gibi, saf hidroksiapatit 6rneginde bile 4 ppm giimiis bulundugu tespit
edilmistir. Bu olaym, toz sentezi sirasinda kullanilan kimyasallardaki

safsizliklardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Oh et al. (2003), sentezleme sonunda uygulanan buharlastirarak veya
dondurarak kurutma islemlerinin Ag katkili nano-HAP’in antimikrobiyal
ozelliklerine etkisini incelemislerdir. Bunun i¢in HAP tozunu AgNOj3 ¢Ozeltisine
daldirarak i¢ine Ag iyonlarin1 doplamislardir. AgNOj3 ¢Ozeltisi konsantrasyonu,
giimiisiin HAP teki toplam katyon oraninin (Ca+Ag) (mol tzerinden) % 5, % 8, %
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12 ve % 15’1 ile yer degistirecegini tahmin ederek ayarlanmistir. HAP’e doplanan
glimiis miktar1 ICP cihazinda tespit edildiginde, her ne kadar ayarlanan Ag
miktarinin artmasiyla doplanan Ag miktarinda az bir artis géziikse de, toplam
katyon molii tizerinden % 15 glimiis ile iyon degistirecegi diisiiniilen Ag-HAP igin
bile buharlagtirarak kurutmadan sonra % 2.21, dondurarak kurutmadan sonra ise

% 4.87 giimiis doplandigini gostermistir.

Diger bir calismada, ¢oktiirme yontemiyle elde edilen Ag-HAP’in ihtiva
ettigi Ag miktar1 ICP cihazinda tayin edilmis ve Ag/Ca oraninin artmasiyla
doplanan glimiis miktarinda bir artis gozlendigi bildirilmistir. Ayrica, ¢oktiirme ile
sentezlenen % 5 Ag-HAP ¢okelegine yikama isleminin uygulanmasinin doplanan
Ag miktarmni etkiledigini; diger bir deyisle, Ag-HAP’ in igeridigi Ag miktarinin
yikma islemi sonrast % 0.1, yikama islemi yapilmadan % 1.4, yikama ve

kaynatma islemi yapilinca % 2.5 oldugu belirtilmistir (Oh et al., 2004).

Chung et al. (2005), calismalarinda HAP’e doplanan Ag ve Zn iyonlar1
konsantrasyonlarini ICP cihazinda belirlemislerdir. HAP i¢ine 100 ppm Ag ilave
ettiklerinde gercek doplanan Ag miktarinin baslangic malzemede kullanilan
miktarin 2 kat1 yani 210 ppm, 1000 ppm Ag katildiginda 931 ppm ve 10000 ppm
Ag eklendiginde ise 10235 ppm oldugunu tespit etmislerdir. Ayruca, HAP
tozunun igine 100, 1000 ve 10000 ppm Zn iceren baslangi¢c malzeme katilidiginda
HAP’e doplanan gergek Zn miktariin sirastyla 150, 1148 ve 9871 ppm oldugunu
saptamiglardir. HAP’teki giimlis ve c¢inko konsantrasyonlariin baslangig
malzemedelerde ayarlanan konsantrasyonlara uymadigini; fakat, tespit edilen
degerlerin kabul edilebilir sapma oraninda oldugunu ve en 6nemlisi artis olayinin

bulundugunu belirtmislerdir.
5.1.5. FTIR analizine ait bulgular

HAP ve Ag-HAP tozlarinin bag yapilart FTIR spektroskopi teknigi ile
degerlendirilmistir. Bu amagla Perkin Elmer Spectrum 100 Fourier Transform
Infrared (FTIR) cihazi kullanilarak 4000-400 cm™ araligindaki FTIR spektrum
taramas1 gergeklestirilmis, sonuglar FTIR Spectrum Software (Perkin Elmer)
yaziliminda  degerlendirilmis  ve  literatiirde  verilen  spektrumlarla
karsilastirilmistir. HAP ve giimiis katkilh HAP tozlarindaki bag yapilariin
karakterize edilmesine yonelik olarak yapilan FTIR calismasinda elde edilen
spektrumlar ve gozlenen fonksiyonel gruplar Sekil 5.5 ve Cizelge 5.3’de

verilmistir.
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Sekil 5.5. Saf HAP ve % 0.5-5 Ag katkili HAP’in FTIR spektrumlari
Cizelge 5.3. % 0-5 Ag katkilt HAP’ in FTIR spektrumlarinda gozlenen
fonksiyonel gruplar
Saf | %05 | %1 | %15| %2 % 3 %5
. HAP | Ag- Ag- Ag- Ag- Ag- Ag-
Fonksiyonel gruplar HAP | HAP | HAP | HAP | HAP | HAP
Dalga boyu (cm™)
v, PO, titresim bandi” | 471 471 472 472 472 471 472
v4 POy titresim bandi 562 563 560 562 562 559 561
v4 POy titresim bandi 600 602 601 601 602 601 601
v1 POy titresim bandi 962 962 962 962 962 962 962
v3 POy titresim bandi 1025 | 1025 1025 1024 1024 1024 1023
-OH band1 632 632 632 633 632 631 632
v3 POy, titresim band1 | 1090 | 1090 | 1090 | 1090 | 1090 1090 | 1090
-OH band1 3570

“Sekilde yer almamaktadir

Chung et al. (2005), ¢alismalarinda hidroksiapatitin 6nemli karakteristik
bandlarin; 962 cm ! etrafindaki Vi PO437 bandi, 472 cm ! etrafindaki Vo PO437
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bandi, 1025 and 1090 cm ' etrafindaki v3 POs> bandi, 565, 559 and 603 cm '
etrafindaki v4 PO4>~ bandi oldugunu FTIR spektrumlarindan ortaya koymuslardir.

Wang et al. (2007), calismalarinda ~ 1090 ve 962 cm™’de uzanan bandlarin
zayif kristalize olan hidroksiapatit yapisin1 belirten P-O titresim modlarinm
yansittigimi, ~ 602 cm’’de uzanan bandin ise (PO,)” iyonlarmin gerilme

modlarina tekabiil eden hidroksiapatit piklerini yansittigini belirtmislerdir.

Su and Xiong (2007), 600°C’de 1s1l islem gormiis HAP ile 1s1] islem gormiis
ve gormemis Ag-HAP’ in FTIR spektrumlarini incelemisler ve 3571 cm™ ile 631
cm™*deki keskin piklerin O-H titresimi ile iliskili oldugunu, 1090 cm™, 1041 cm™,
962 cm®, 601 cm®, 567 cm™ and 474 cm™deki piklerin PO,> titresimini

yansittigini bildirmislerdir.

Rameshbabu et al. (2006), etiivde kurutulmus ve 900°C’de 1s1l islem gérmiis
Ag-HAP’in FTIR spektrumlarinda her iki ornekte HAP icin karakteristik
piklerini; 900-1200 cm™¥de PO, gerilme ve egilme modlari; 602 cm P de PO
egilme modu, 632 and 3571 cm™ -OH titresim modu olarak gozlemlemislerdir.

Nath et al. (2010), Ag,O ve AgO fazlarina ait Ag-O bandinin 400 — 4000
cm™ dalga boyu FTIR tarama limiti ile tespit edilemedigini, bu nedenle, 3570
cm™’daki O-H grubu titresim pikinin degisimi disinda Ag katildigii FTIR

sonuglar1 gostermedigini ifade etmislerdir.

Shirkhanzadeh et al. (1995), HAP’e giimiis doplayinca 400-4000 cm™ dalga
boyu araligindaki FTIR spektrumunda herhangi bir ekstra pikin gézlenmedigini
ifade etmislerdir. Lin et al. (2008), Sr** doplanan HAP ile ilgili ¢alismalarinda da
benzer sonuglara karsilastiklarm ve 3570 cm™ dalga boyundaki O-H piki
yogunlugunun diismesini Sr?* iyonlarinin  O-H grubunu zayiflattigindan

kaynaklandigin bildirmislerdir.

Bu nedenle, HAP’in dagilmadiginin yani sira O-H grubunun HAP kafesinde

Ag iyonu varliginda modifiye oldugu sonucunu ¢ikarmislardir.
Glimiisiin HAP kafesine diffiizyonu asagidaki denklem ile aciklanabilir:

Calo(PO4)6(OH)2 + 2XAg —>2Calo-XAgzx(PO4)6(OH)2 + xCaO (4)
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Yukaridaki tepkime, Ag’iin HAP kafesine girebildigini isaret etmekte ve bu
olayin sematik goriintiisii Sekil 5.6’da gosterilmistir. Simgesel olarak, HAP’in
kompleks kristal yapist OH siitlinii etrafindaki Ca ticgeni ile tanimlanir. Ag
mevcut oldugunda (katildiginda) Ca®" bir tarafi Ag ile yer degistirebilir. Ca ve Ag
iyonlar1 arasindaki valens farkliligindan asagidaki eksik tepkimede oldugu gibi

boslugun aniyon tarafinda olusabilecegi isaret edilmistir.

C :_ i o
DA AR, + VE

()

Sekil 5.6. HAP kafesindeki Ca’un Ag iyonu ile yer degistirmesinin sematik goriintiisii

Yukaridaki tepkimede Kroger-Vink’ in sembollerle gdsterme yontemi
uygulanmistir. Boylece, Sekil 5.6’dan oksijen boslugu olugsmasmin O-H grubu
protonunun yapidaki Ag-eksigine dogru ¢ekimini kolaylastirdigi anlagilmaktadir.
Bu nedenle, FTIR sonuglarinda gozlendigi gibi, OH grubunun gerilme titresimi
degisebilecektir.

Caligmamizda hem saf HAP hem Ag-HAP FTIR spektrumunda
hidroksiapatite ait karakteristik pikler literatiirdeki verilerle uygun ¢ikmustir.
Ancak, Ag-HAP bilesiginin FTIR spektrumunda 3570 cm™ hidroksil grubuna ait
pik gozlenmemistir. Gozlenmeme sebebinin, yukarida anlatildigr gibi HAP’e
yapilan  giimiis  ikamelerinin, CagAgy(PO4)s(OH), formiili  uyarinca

gerceklestigine isaret ettigi diisliniilmektedir.
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5.2. Deri Karakterizasyonuna Ait Bulgular

5.2.1. Derilerin ylizey morfolojisine ait bulgular

Elde edilen Ag-HAP kolloidal ¢ozeltileri astarlik deri cilt yiizeyine
uygulanmistir. Daha sonra film olusmast i¢in deri Ornekleri kurutma ve 1sil
islemlere tabi tutulmustur. Kontrol (islem gérmemis) ve % 0-5 Ag-HAP
uygulanan deri orneklerinin yiizey morfolojilerine ait SEM goriintiileri Sekil
5.7°de gosterilmistir. SEM fotograflarindan kontrol deri Ornekleri ylizeyinin
purizlt deri gozeneklerinin genis oldugu, saf HAP uygulanan deri 6rneklerinin
yiizeyinde olusan filmin HAP partikiillerinin topaklanma egilimi yiiziinden hafif
piirtizlii oldugu, Ag katkilit HAP ¢ozeltileri uygulanmis derilerin yiizeyinde ise
cok ince, agik renkte mat filmlerin olustugu goriilmektedir. Astarlik deriler
uzerine kaplanan Ag-HAP filmlerin ¢ok ince oldugundan genelde deri yiizeyi
formunu aldig1 ve gozeneklerin kontrol deri 6rnegine gore kapanmis oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica, glimilis konsantrasyonunun artmasiyla Ag-HAP
partikiillerin deri gozeneklerini doldurdugu ve deri yiizeyinde ince film
tabakasinin daha homojen olup derilerin cilt yiizeyini tamamiyla kapladig1 agikg¢a
goriilmektedir. Mikro yapidaki degisim deri gozeneklerinden, renkten ve
parlakliktan ileri gelmektedir.

~ HV |spot/mag O] WD |[det| pressure |
200kVI30 ! 100x |7.4 mm|ETD|1.50e-4 mbar IYTEMAM
a) Kontrol deri 6rnegi
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HV .spo!Amag O] WD | det| pressure 1 mm
200kV|30 | 100x |7.4mm ETD| 1.97e-4 mbar IYTEMAM

b) Saf HAP uygulanan deri 6rnegi

HV [spot/mag OO WD | det B e e p—

kV|130 | 1 7.3 mm |ETD | 1.25e-4 mbar IYTEMAM

) % 1 Ag-HAP ¢ozeltisi uygulanan deri rnegi
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HV [spot/mag O] W pressure | 1 mm
200kV| 3.0 761 TD | 9.15e-5 mbar IYTEMAM

d) % 2 Ag-HAP ¢ozeltisi uygulanan deri 6rnegi

HV |spot/mag O] WD |det| pressure
2.00kV| 30| 100x |7.3mm ETD|1.05e-4 mbar

e) % 3 Ag-HAP ¢ozeltisi uygulanan deri 6rnegi
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~ HV |spot, mag 0] WD |[det| pressure | ———1 mm—
200kV! 30! 100x |7.7 mm |ETD|7.99e-5 mbar IYTEMAM

f) % 5 Ag-HAP ¢o6zeltisi uygulanan deri 6rnegi

Sekil 5.7. Kontrol deri 6rnegi (islem gérmemis) ve % 0-5 Ag-HAP ile islem gormiis deri

drneklerinin SEM gorintileri

Mo et al. (2008), titanyum malzemesi Uzerine kaplanan Ag-HAP/Ti
nanokompozit ince filminin SEM ylizey tarama goriintiilerini incelemisler ve Ti
ile Ag’ in ince film i¢inde homojen dagilim gostediklerini, bu niteligin filme iyi

antibakteriyel etki sagladigini ileri slirmiislerdir.

Cavdar (2009), caligmasinda yas kimyasal metodu kullanarak sentezledigi
metal iyonlar1 (% 5 Ag' ve % 14 Zn2+) katkili kalsiyum fosfat esash
antimikrobiyal tozu tekstil kumaslarina uygulamis ve kumaglarin SEM
gorlintiilerini incelemistir. Deneylerde kullanilan her kumas tipi Uzerindeki
antimikrobiyal tozun homojen bir dagilim  gdsterdigini  belirtmistir.
Antimikrobiyal tozlarin yilizey enerjilerini azaltmak i¢in bir araya gelme
egiliminde olmalarina bagl olarak kumaslarin bazi yerlerinde aglomeratlarin
olustugunu tespit etmistir. Tozlarin dagilimina kumaslarin lif yapilarinin da
etkisinin oldugu, baglayicinin homojen olarak dagilamayarak birikim yaptig1 ve

aglomeratlarin da bu sebeple olustugu diisiiniilmiistiir.
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5.2.2. Derilerin giimiis icerigine ait bulgular

ICP-OES analizinden elde edilen giimiis tayini ile ilgili bulgular Cizelge 5.4

ve Sekil 5.8’de verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi kontrol deri 6rneklerinde

oldukca diisiik 1 ppm’in ¢ok altinda giimiis oldugu tespit edilmistir. Nitekim
tozlarin ICP-OES analizinde saf HAP tozunda da gimiis saptandigi gibi. Deri

islem basamaklarinda giimiis elementi direkt kullanilmamakta fakat iiretim

prosesinde kullanilan saf olmayan bazi kimyasallardan deri yapisina dahil

olabilecegi diistiniilmektedir. Ag-HAP uygulanan deri orneklerindeki glimiis

miktarlarinin hesaplanan miktarlara yakin oldugu ve Ag konsantrasyonunun

artmastyla artis olaymnin bulundugu goriilmiistiir. % 1 — 2 Ag-HAP ile islem

gormiis derilerdeki Ag miktarinda bir diisiis s6z konusuyken, % 3 ve % 5 Ag-

HAP ile islem goren derilerdeki Ag miktarinda artis saptanmistir. Ancak iki

Ol¢iim degerleri arasindaki fark diisiik oldugu icin 6nemli degildir.

Cizelge 5.4. % 0-5 Ag katkilt HAP uygulanan derilerdeki hesaplanan ve 6l¢iilen

giimiis miktarlart

Deri 6rnekleri Hesaplanan ICP-OES Aradaki fark
deger (ppm/cm®) degeri (ppm/cm?) (ppm/cm?)

Kontrol 0 0,013 0,013
Saf HAP 0 0,014 0,014

% 0.5 Ag-HAP 0,033 0,034 0,001

% 1.0 Ag-HAP 0,066 0,050 -0,016

% 1.5 Ag-HAP 0,099 0,087 -0,012

% 2.0 Ag-HAP 0,132 0,124 -0,008

% 3.0 Ag-HAP 0,198 0,252 0,054

% 5.0 Ag-HAP 0,333 0,417 0,084
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—&— Hesaplanan Ag miktari
0,45 - —o— Tespit edilen Ag miktar1

0,40 -

0,35 -

o

[

o
L

0,25 4
= 0,20 -

0,154

Derideki Ag miktari, ppm/cm2

o o
o =
(@3] o
1 1

0,00 T T T T
0 1 2 3 4 5

HAp icindeki Ag konsantrasyonu, %

Sekil 5.8. Ag-HAP uygulanan derilerdeki Ag miktarlar

5.2.3. Derilerin FTIR analizine ait bulgular

Kontrol deri 6rnegi ve % 0-5 Ag-HAP ile islem gormiis deri 6rneklerinde
meydana gelen kimyasal degisimlerin belirlenebilmesi i¢in deri rneklerinin FTIR
spektrumlar1 alinmistir. Bu tarama ile % 0-5 Ag-HAP katilarak uygulanan finisaj
islemi sonucunda deri icerisindeki fonksiyonel gruplardaki degisimler tespit
edilmeye calisilmistir. Yapilan FTIR taramalari sonucu derilerden elde edilen
FTIR spektrumlari ve fonksiyonel gruplar Sekil 5.9 ve Cizelge 5.5’de verilmistir.

Cizelge 5.5°de goriildiigii gibi Oncelikle derilerin FTIR spektrumalarinda
krom krust derilere ait fonksiyonel gruplarin tiimii gézlenmistir. Bununla birlikte,
HAP’e ait PO, band1 (1200-1202 cm™ araliginda) kontrol deri 6rnegi hari¢ (%0-
5) Ag-HAP ilave edilerek finisajlanan derilerde goriilmiistiir. Ayrica % 3 ve % 5
Ag-HAP ile iglem gérmiis derilerin spektrumlarinda C-O bandi 1161 cm™ dalga
boyunda goriilmiistiir. FTIR spektrumlari; (% 0-5) Ag-HAP katilarak uygulanan
finisaj kaplamalarmin derilerin  ylizeyine uygulandigint agikca ortaya

koymaktadir.



Absorbans

1331
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5% Ag-Hap

3% Ag-Hap

2% Ag-Hap

1.5% Ag-Hap

1% Ag-Hap

:

0.5% Ag-Hap

é
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|

1 M
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1
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Sekil 5.9. Kontrol ve % 0-5 Ag katkili HAP uygulanan derilerin FTIR spektrumlari
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Cizelge 5.5. Kontrol ve % 0-5 Ag katkilt HAP uygulanan derilerin FTIR

spektrumlarinda gézlenen fonksiyonel gruplar

Kontrol | Saf %05(% 1| %15(% 2% 3|% 5
Fonksiyonel HAP | Ag- Ag- Ag- Ag- Ag- | Ag-
gruplar HAP | HAP | HAP | HAP | HAP | HAP

Dalga boyu (cm™)

=C-H 837 835
C-0 1032 | 1031 | 1031 | 1032 | 1031 | 1031 | 1031 | 1031
c-0 1080 | 1080 | 1080 | 1080 | 1080 | 1080 | 1081 | 1081
C-0 1161 | 1161
PO, 1202 | 1201 | 1201 | 1202 | 1200 | 1202 | 1202
C-N 1236 | 1237 | 1236 | 1236 | 1237 | 1236 | 1237 | 1236
C-N 1335 | 1337 | 1335 | 1335 | 1336 | 1335 | 1336 | 1336
-C-H 1447 1448 | 1448 | 1448 | 1448 | 1448 | 1449 | 1448
N-O 1547 1549 | 1547 | 1547 | 1548 | 1548 | 1548 | 1547
Cc=C 1632 | 1633 | 1632 | 1632 | 1632 | 1632 | 1632 | 1632
C-H 2854 | 2853 | 2853 | 2853 | 2853 | 2853 | 2853 | 2853
C-H 2924 | 2923 | 2923 | 2923 | 2923 | 2923 | 2923 | 2924
-OH 3301 | 3311 | 3303 | 3309 | 3309 | 3311 | 3308 | 3302

5.2.4. Derilerin Raman analizine ait bulgular

Raman spektroskopisi, bir numunenin goriinlir bolge veya yakin-IR
monokromatik 1sindan olusan giiglii bir lazer kaynagiyla 1isinlanmasiyla sagilan
1s1nin belirli bir agidan dl¢limiine dayanir. Molekiillerin siddetli bir monokromatik
151n demeti ile etkilesmesi sirasinda 151k absorpsiyonu olayr ger¢eklesmiyorsa 151k
sacilmas1 olayr meydana gelir. Isik sacilmasi sirasinda sagilan 1518 biiyiik bir
kisminin enerjisi madde ile etkilesen 15181n enerjisine esit olur ve bu tiir elastik
sacilma olayma Rayleigh sagilmasi denir. Elastik sagilma olaymnin yani sira
sagilan 151811 ¢ok az bir kismu elastik olmayan sagilma olay1 ise Raman sagilmast
admi alir. Rayleigh sagilmasi olayinda Raman sagilmasina gore 104 - 105 kez
daha siddetli bir sacilmis 151k olusur. Ancak Rayleigh sacilmasi tek bir pik verir ve
titresim gecisleri hakkinda bilgi vermez. Raman sagilmasi sirasinda sagilan 1s18in
enerjisinde molekiil ile etkilesen 1s18inkine gore olusan fazlalik veya azlik 1sikla

etkilesen molekiillin titresim enerji diizeyleri arasindaki enerji farklar1 kadardir.
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Bu nedenle Raman sagilmasinin spektroskopik incelenmesi ile de molekiillerin
titresim enerji diizeyleri hakkinda bilgi edinilebilir. Bu tiir bir spektroskopik
yontem Raman spektroskopisi adin1 alir. Bu yontemde molekiil ile etkilesen 1s181n
dalgaboyuna gore sacilan 15181in dalgaboyunda olusan farklar olgiiliir. Bu farklar
Raman kaymasi olarak adlandirilir. Molekiiller ile etkilestirilen 15181n kaynagi
olarak ozellikle son yillarda genellikle lazer tiirii kaynaklar kullanildigindan bu
yonteme Lazer Raman Spektroskopisi adi da verilir. Raman spektroskopisi
inorganik, organik ve biyolojik sistemlerin kalitatif ve Kkantitatif analizine
uygulanir (Smith and Dent, 2005).

Kontrol deri 6rnegi ve % 0-5 Ag-HAP ile islem gormiis deri orneklerinde
meydana gelen kimyasal degisimlerin belirlenebilmesi i¢in deri drnekleri Raman
Spektroskopisinde incelenmislerdir. Bu tarama ile % 0-5 Ag-HAP katilarak
uygulanan finisaj islemi sonucunda deri igerisindeki fonksiyonel gruplarda
meydana gelen ve FTIR ile belirlenemeyen degisimler Raman Spektroskopisi ile
tespit edilmeye calisilmistir. Yapilan Raman taramalari sonucu kontrol (islem
gormemis) ve % 0-5 Ag-HAP ile islem goren ayakkabilik astarlik derilerden elde
edilen Raman spektrumlar1 ve bu spektrumlardaki fonksiyonel gruplar Sekil 5.10

ve Cizelge 5.6’da verilmistir.

Elde edilen Raman spektrumlarinda kromlu krust deriye ait fonksiyonel
gruplar goriilmiistiir. Bunun disinda, % 1, % 3, % 5 Ag-HAP ile islem goérmiis
derilerde sirasiyla 515 cm?, 671 cm?, 723 cm dalga boyu araliginda xMeO
(Ag20) pikler gozlenmistir. % 0.5 Ag-HAP uygulanan derilerin Raman
spektrumlarindaki xMeO (Ag,0) karakteristik bandinin goriilmemesi derinin cm®’

ine diisen giimiis miktarinin diisiik olmasindan kaynaklandig: diistintilmektedir.
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B %5 Ag-HAP

1 " 1

%3 Ag-HAP |

1 " 1

%1 Ag-HAP

Siddet

kontrol \

1 " 1

600 900
1

Dalga boyu, cm”

Sekil 5.10. Kontrol ve % 0-5 Ag katkili HAP uygulanan derilerin Raman spektrumlari

Cizelge 5.6. Kontrol ve % 0-5 Ag katkili HAP uygulanan derilerin

Raman spektrumlarinda gézlenen fonksiyonel gruplar

Fonksiyonel | Kontrol | Saf % 1% 3|% 5
gruplar HAP | Ag- Ag- | Ag-
HAP | HAP | HAP
Dalga sayist (cm™)

vXmetal-O - | - | 515 [ 671 | 723
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5.3. Mikrobiyolojik Analiz Sonug¢lari
5.3.1. Hidroksiapatit ¢ozeltilerinin MIC degerleri sonuclari

Broth Mikrodillisyon yontemi ile 24 saat sonra saf hidroksiapatit ve % 0.5-5
araliginda Ag katkili HAP c¢ozeltilerinin kullanilan test mikroorganizmalarina
karst MIC degerlerinin belirlendigi mikroplate resimleri Sekil 5.11°de
gosterilmistir. % 1-5 araliginda Ag katkilh HAP ¢ozeltilerinin gram-negatif ve
gram-pozitif bakteriler ve C. albicans’a karsi hesaplanan MIC degerleri Cizelge
5.7 ve Cizelge 5.8’de verilmistir.

Ny -
,};!/ e D O S ~ \ \
A N N \
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Sekil 5.11. Saf hidroksiapatit (S) ve % 0.5-5 araliginda Ag-katkili HAP ¢6zeltilerinin kullanilan
test mikroorganizmalarina karst MIC degerlerinin belirlendigi mikroplatelerin
goriuntdleri: a) E. coli, b) S. aureus, ¢) P. aeruginosa, d) B. subtilis, €) K. pneumoniae,
f) E. faecalis, g) S. typhimirium, h) C. albicans. Kirmizi kuyucuklar {iremenin

oldugunu gostermektedir. En sagdaki siitiinler negatif ve pozitif kontrollerdir.

Caligmamizda mikrodalga yontemi ile elde edilen Ag katkili hidroksiapatit
cozeltilerinin nicel etkilerini gorebilmek amaciyla 7 test bakteri ve bir adet maya
tiiriine karst MIC degerleri belirlenmis ve elde edilen sonuglara gore saf HAP ve
% 0.5 Ag-HAP tiim test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etkinlik
gostermedigi, % 1-5 oraninda Ag doplanan HAP c¢o6zeltilerinin mikroorganizma
tiriine gore farkli antimikrobiyal etkinlik gosterdigi gdzlemlenmistir. Gram-
negatif bakterilere kars1 etkili MIC degerinin 2.09-12.25 pg/ml (Cizelge 5.7),
gram-pozitif bakteriler ve C.albicans i¢in bu degerin 4.18-12.25 pg/ml araliginda
oldugu saptanmistir (Cizelge 5.8). Ag-HAP K. pneumoniae (2.09-5.38 pg/ml) ve
P. aeruginosa’ya karst (2.09-9.10 pg/ml) en etkin MIC konsantrasyonu

sergilemistir.

Cizelge 5.7. % 0-5 Ag katkilt HAP ¢ozeltilerinin gram-negatif bakterilere karst

MIC degerleri (ug/ml)
E.coli | S.typhimirium | P.aeruginosa | K.pneumoniae
Saf HAP - - - -
% 0.5 Ag-HAP - - - -
% 1 Ag-HAP 10.76 10.76 5.38 5.38
%1.5 Ag-HAP 9.10 9.10 9.10 4.55
% 2 Ag-HAP 6.12 12.25 6.12 3.06
% 3 Ag-HAP 8.37 8.37 2.09 2.09
% 5 Ag-HAP 11.50 11.50 2.87 2.87
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Cizelge 5.8. % 0-5 Ag katkilt HAP ¢ozeltilerinin gram-pozitif bakteriler ve
C.albicans’a kars1t MIC degerleri (ug/ml)

S.aureus B.subtilis E. faecalis C.albicans

Saf HAP - - - -

% 0.5 Ag-HAP - - - -

%1 Ag-HAP 10.76 10.76 10.76 10.76
%1.5 Ag-HAP 9.10 9.10 9.10 9.10
%2 Ag-HAP 6.12 12.25 6.12 6.12
%3 Ag-HAP 4.18 8.37 4.18 4.18
%S5 Ag-HAP 5.75 5.75 5.75 5.75

Feng et al. (1998), calismalarinda aliiminyum substrati tizerindeki Ag-HAP
ince fiminin antibakteriyel etkisini gram-negatif E. coli ve P. aeruginosa ile gram-
pozitif S.aureus ve S. epidermidis’e karsi incelemislerdir. Ag-HAP ince filmi,
hidroksiapatitin 20 ve 100 ppm AgNO; (12.7 ve 63.5 ppm Ag) ¢ozeltisiyle
muamele edilerek iyon degistirme tepkimesi sonucu elde edilmistir. HAP i¢indeki
12.7 ppm Ag konsantrasyonun aliiminyum substrati lizerindeki test bakterilerin

iiremelerini engelledigi ve bakterleri 6ldiirdiigli tespit edilmistir.

Oh et al. (2003), Ag katkili nano-HAP’in antimikrobiyal ozelliklerine
buharlagtirarak veya dondurarak kurutma islemlerin etkisini incelemislerdir.
Gimiis miktar1 artmasinin test edilen E. coli’ye karsi diisiik MIC degeriyle
sonuglanmistir. Buharlastirilarak kurutulan % 2.07 ve % 2.21 Ag-HAP icin E.
coli’ye kars1t MIC degerleri sirastyla 1000 ve 500 ppm iken, dondurarak kurutulan
% 2.33 ve % 4.87 Ag-HAP igin bu degerler 500 ve 100 ppm olarak bulunmustur.

Oh et al. (2004), diger bir calismalarinda iyon degistirme ve ¢Oktiirme
yontemleriyle elde ettikleri Ag-HAP’in gram-pozitif S. aureus ve gram-negatif E.
coli Dbakterilerine karsi MIC degerlerini kiyaslamiglar. Giimiis miktarinin
artmasiyla her iki yontemle sentezlenen Ag-HAP MIC degerlerinin her iki
bakteriye karsi daha yiiksek seyreltmelerde etkili oldugunu belirtmislerdir. S.
aureus’a karsi ¢oktiirme yontemiyle elde edilen % 0.11 Ag-HAP 10000 ppm,
%1.93 Ag-HAP ise 500 ppm MIC degeri gostermis, buna karsin iyon-degistirme
yontemiyle elde edilen % 0.16 Ag-HAP 1000 ppm, % 1.59 Ag-HAP ise 100 ppm
MIC degeri gostermistir. E. coli’ye karst bu degerler ¢oktiirme yontemiyle
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sentezlenen % 0.11 ve % 1.93 Ag-HAP igin sirasiyla 5000 ve 1000 ppm iken,
iyon degistirme yontemiyle elde edilen % 0.16 ve % 1.59 Ag-HAP i¢in sirasiyla
10000 ve 100 ppm olarak bulunmustur. Bununla birlikte, yaklagik ayn1 miktarda
giimiis iceren Ag-HAP’in her iki bakteriye karst MIC degerlerinde sentezlenme

yontemlerine bagli olan farklilig1 da gozlemlemislerdir.

Han et al. (2007), iyon demeti destekli depolanmis kalsiyum fosfat ince
filmi i¢ine giimiis katmislar ve 0.4 mol/L giimiis konsantrasyonunun E. coli ile S.

mutans bakterilerinin azalmasinda etkili oldugunu bildirmislerdir.

Nirmala et al. (2010), biyomedikal uygulamalar icin Ag-HAP’i dana
kemiginden elde edilen hidroksiapatitin AgNOj3 ¢ozeltisiyle muamele sonucu elde
etmigler ve E. coli ile (Methicillin’e direngli ve direnci olmayan) S. aureus
tiirlerine kars1 test etmislerdir. Ag-HAP’in bakterisidal etkisinin Ag miktarinin
artmasiyla daha da belirgin oldugunu ve (Methicillin’e direngli ve direnci
olmayan) S. aureus tiirlerine kargt MIC degerinin % 1 Ag igeren HAP, E. coli’ye
kars1 ise % 3 Ag iceren HAP’in gosterdigini ifade etmislerdir.

5.3.2. Agar yayma testi sonuclari

Kontrol ve % 0-5 Ag-HAP ile islem goren derilerin Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ve Candida albicans’a kars1 antimikrobiyal etkileri Agar
yayma yontemi ile tespit edilmistir (Sekil 5.12 - Sekil 5.14). Fotograflardan
goriildiigt gibi kontrol deri drnekleri ile % 0-1.5 Ag iceren ¢Ozelti ile muamele
edilmis deri Orneklerinin lizerinde mikroorganizmalarin gelisimi goriilmesine
karsin % 2 ve tlizeri oranlarda Ag-HAP ile islem goéren deri 6rnekleri iizerinde
mikrobiyal biliylime goriilmemistir. Bu durum Ag katkili HAP ile islenmis deri

orneklerinde antimikrobiyal etkinin nitel bir kanit1 olarak kabul edilmistir.

Yapilan test sonucunda % 2 ve Uzeri oranlarda glimiis i¢eren hidroksiapatit
ile muamele edilen derilerin, 24 saat sonra tiim test mikroorganizmalarina karsi
antimikrobiyal etkinlik gosterdigi ve 1iyi bir antimikrobiyal o6zellige sahip
olduklari tespit edilmistir.
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Sekil 5.12. Derilerin E. coli’ye kars1 agar yayma test sonuglari: (2) kontrol, (b) saf HAP, (c) % 0.5
Ag-HAP, (d) % 1Ag-HAP, (e) % 1.5 Ag-HAP, (f) % 2 Ag-HAP, (g) % 3 Ag-HAP, (h)
% 5 Ag-HAP uygulanan deriler
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9) h)

Sekil 5.13. Derilerin S. aureus’a kars1 agar yayma test sonuglari: (a) kontrol, (b) saf HAP, (c) %
0.5 Ag-HAP, (d) % 1Ag-HAP, (e) % 1.5 Ag-HAP, (f) % 2 Ag-HAP, (g) % 3 Ag-HAP,
(h) % 5 Ag-HAP uygulanan deriler
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Sekil 5.14. Derilerin C. albicans ’a Kars1 agar yayma test sonuglari: (a) kontrol, (b) saf HAP, (c) %
0.5 Ag-HAP, (d) % 1Ag-HAP, (e) % 1.5 Ag-HAP, (f) % 2 Ag-HAP, (g) % 3 Ag-HAP,
(h) % 5 Ag-HAP uygulanan deriler
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Lv et al. (2006), calismalarinda Ag ve Ti katkili HAP’1 tekstil kumasina
uygulamiglar ve antibakteriyel aktivitesini disk diffiizyon testi ile E. coli, S.
aureus ve C. albicans’a kars1 belirlemislerdir. Test sonucunda, % 0.5 Ag katkili
HAP uygulanan kumaslarin etrafinda 3 mm, % 0.5 Ag ve % 5 Ti katkilh HAP
uygulanan kumaglarin etrafinda ise 4 mm inhibisyon zonunun olustugunu tespit

etmislerdir.

Cavdar (2009), calismasinda yas kimyasal yontemle sentezlenen % 5 Ag” ve
% 14 Zn** iyonlart katkili kalsiyumfosfat esasli antibakteriyel tozunu tekstil
kumaslar1 {lizerine uygulamis ve gram-negatif E. coli bakterisine karsi
antibakteriyel niteligini incelemis ve test sonucunda kumaslarin 20 yikama

sonrasinda bile antibakteriyel etkinliklerini koruduklarini belirtrmistir.

Zhang et al. (2010), Ag katkili mercan hidroksiapatitin antibakteriyel
ozelliklerini incelemisler ve 8x10° (% 1.5) ve 1x107 (% 4) mol/L giimiis
konsantrasyonunun E. coli ile S. aureus bakterilerine karsi antibakteriyel etki
gosterdigini, ayrica, yiiksek konsantrasyondaki glimiisiin antibakteriyel etkisinin
artmasina daha genis inhibisyon zonu caplart olugmasinin isaret ettigini
belirtmislerdir. Bununla birlikte, ayni1 konsantrasyondaki glimiisiin S. aureus’a
nazaran E. coli’ye daha iyi antimikrobiyal etki gosterdigini tespit etmislerdir.

Celik (2011), calismasinda glimiis katkili hidroksiapatit (Ag-HAP)
malzemesini EDTA selat dekompozisyonu metodu ile sentezlemis ve glimiis
katkisinin artmas1 ile malzemenin antibakteriyel o6zelliginin de artmasini

gozlemlemistir.
5.3.3. AATCC 147 testi sonuclari

Saf HAP, lak ve % 1-3 oranlarinda Ag katkili HAP ile islenmis deri
Orneklerinin 24 saat sonra E. coli, S. aureus, P. aeruginosa ve S. typhimurium’e
kars1 antimikrobiyal aktivitelerine ait sonuglar Sekil 5.15°de, C. albicans, K.
pneumoniae, B. subtilis ve E. faecalis’e kars1 antimikrobiyal aktivite sonuglari ise
Sekil 5.16°da gosterilmistir. AATCC 147 yontemine gore yapilan calismada,
antimikrobiyal madde ile islem gormemis ya da az etkili islem gormiis test
materyali lizerinde ve etrafinda inhibisyon zonu (engelleme alani) olusmaz (Sekil
5.15a, b, c, d ve Sekil 5.16 a, b, ¢, d). Yeterli derecede antimikrobiyal madde
ile islem gdormiis olan materyal yilizeyinde ve kenarinda inhibisyon zonu olusur

(Sekil 5.15 e ve Sekil 5.16e). Etkili bir sekilde islem gdrmiis materyal igin,
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materyal yiizeyinin yani sira etrafinda da halo efekti denilen bir inhibisyon zonu
olusur (Sekil 5.15 fve Sekil 5.16 f).

e)

Sekil 5.15. Derilerin E. coli, S. aureus, P. aeruginosa ve S. typhimurium’e karst AATCC 147 testi
sonuglar1: a) kontrol, b) saf HAP, c) lak, d) % 1 Ag-HAP, e) % 2 Ag-HAP, f) % 3 Ag-
HAP uygulanan deriler.
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e) f)

Sekil 5.16. Derilerin C. albicans, K. pneumoniae, B. subtilis ve E. faecalis’e karst AATCC 147
testi sonuglart: a) kontrol, b) saf hidroksiapatit, c) lak, d) % 1 Ag-HA, e) % 2 Ag-HA,
) %3 Ag-HA uygulanan deriler.

Yapilan test sonucunda % 2 ve % 3 oranlarda giimiis igeren hidroksiapatit
ile muamele edilen derilerin 24 saat sonra tiim test mikroorganizmlara karsi agar

yayma testi sonucunda da gozlendigi gibi antimikrobiyal etkinlik géstermistir.



94

Koyas (2006), giimiis katkil1 hidroksiapatit tozunu yas kimyasal yontemiyle
nano boyutlarda elde etmis ve antibakteriyel 6zellikte seramik filtreler elde etmek
amaciyla sentezlenen tozu farkli oranlarda bir dokiim camuruna katmistir.
Antibakteriyel analiz sonucunda hidroksiapatit tozu igerisine katilan glimiis
miktarmin artmasi ile bakteri oraninda azalma goriildiigiinii ve % 7 oraninda
antibakteriyel toz iceren filtrede bakterilerin tamamen inhibe edildigini
belirtmistir.

Zhang et al. (2010), Ag-HAP’in antibakteriyel mekanizmasinin pozitif
yukli giimiisiin negatif yiiklii bakterilere yaklasarak onlarin yilizeyine iyonik
etkilesim ile yapismasi sonucu, bakteri hiicre duvarini1 bozarak hiicre ig¢ine girmesi
ile acgiklanabildigini ifade etmislerdir. Burada, Ag lisin, arginin ve sistein ile
reaksiyona girer ve onlarin karboksilik (-COOH) ve tiyol (-SH) gruplarini bozar.
Boylece, aktif proteinler pihtilagir ve bakterideki temel metabolik enzimlerin
aktivitesi diiser. Ayni anda, giimiis ve enzimin —SH grubu, bakteri solunumunu
engelleyen S-Ag bilesigini olusturur. Ayrica, Ag niikleik asiti pihtilastirarak DNA
molekiilleri ile baglanir veya DNA molekiillerinin kimyasal yapisin1 bozarak

serbest radikalleri olusturmak i¢in katalize olur.

Agar yayma ve Paralel ¢izgi yontemleri antimikrobiyal etkinin nitel olarak
gozlemlenmesinde hizli ve basit yontemler olarak kabul edilir. Bir ¢ok ¢alismada
bu test metodlar1 uygulanip malzemenin antimikrobiyal aktivitesi nitel olarak
tespit edildikten sonra, antimikrobiyal aktivitenin hangi oranda etkin oldugunu
belirlemek i¢in ASTM E 2149-01 veya AATCC 100 test metodu
uygulanmaktadir. Caligmamizda nicel test olarak AATCC 100 test metodu

kullanilmis ve test sonuglar1 asagida verilmistir.

5.3.4. % Azalma AATCC 100 testi sonuclar:

Saf ve % 0.5-5 oranda Ag katkil1 hidroksiapatit ¢ozeltileri ile islenmis deri
orneklerinin Escherichia coli ve Staphylococcus aureus’a karst % azalma test
sonuglar1 Cizelge 5.9 ve Cizelge 5.10°da verilmistir. % 0.5 Ag katkili
hidroksiapatit uygulanmis olan deri Orneginde 1 saat sonra Escherichia coli
sayisinda % 43.86 azalma gorilmiis iken, 2 saat sonra % 100 azalma
gozlemlenmistir; Staphylococcus aureus sayisinda ise % 0.5 Ag katkili
hidroksiapatit uygulanan deri 6rneginde 1 saat sonra % 69.30; 2 saat sonra ise

%100 azalma goriilmiistiir.



95

Cizelge 5.9. % 0-5 Ag katkili HAP ¢6zeltileri uygulanan derilerin E. coli’ye karsi

% azalma test sonuglar1

Escherichia coli 1 saat % Azalma 2 saat % Azalma
Baslangi¢ say1 35.2x 10° 17.6 x 10°
Kontrol 5.7x 10° 11x10°
Saf HAP 3.6x 10° % 36.84 0.8x 10° % 27.27
% 0.5 Ag katilmis HAP 3.2x 10° % 43.86 0 % 100
% 1 Ag katilmis HAP 2.6x10° % 54.39 0 % 100
% 1.5 Ag katilmis HAP 0.1x 10° % 98.24 0 % 100
% 2 Ag katilmis HAP 0 % 100 0 % 100
% 3 Ag katilmis HAP 0 % 100 0 % 100
% 5 Ag katilmis HAP 0 % 100 0 % 100

Cizelge 5.10. % 0-5 Ag katkili HAP ¢ozeltileri uygulanan deri drneklerin S.aureus ’a

kars1 % azalma test sonuglari

Staphylococcus aureus 1 saat % Azalma 2 saat % Azalma

Baslangi¢ Sayisi 27.2x 10° 18.2x 10°
Kontrol 1.14x 10° 0.2x 10’

Saf HAP 0.51x 10° % 55.26 0.1x 10’ % 50

% 0.5 Ag katilmig HAP 0.35x 10° % 69.30 0 % 100

% 1 Ag katilmig HAP 0.28 x 10° % 75.44 0 % 100

% 1.5 Ag katilmis HAP 0.18x 10° % 84.21 0 % 100

% 2 Ag katilmis HAP 0 % 100 0 % 100

% 3 Ag katilmis HAP 0 % 100 0 % 100

% 5 Ag katilmis HAP 0 % 100 0 % 100

Genger (2006), kalsiyum fosfat bazli antibakteriyel seramik tozunu yas

kimyasal yontem ile sentezlemis ve antibakteriyel emayeler elde etmek amaciyla

emaye bilesimi i¢ine ilave etmistir. Antibakteriyel emaye yiizeyinin zararl

patojenik mikroorganizmalara karsi antibakteriyel aktivitesini incelemek icin
bakteri kontak testleri gerceklestirilmistir. Antibakteriyel aktivite testi igin
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indikator bakteri olarak giinliik hayatta insanlarin en ¢ok rastladiklar1 Escherichia
coli bakterisi secilmistir. Analiz sonucunda, 24 saat inkiibasyondan sonra bakteri
sayisinda % 99.91 azalmanin gozlendigi ve % 0.5 antibakteriyel tozun emaye
kompozisyonuna ilavesiyle bile emayenin antibakteriyel oOzellik gosterdigi

saptanmuigtir.

Peksen (2006), (Ag™' ve Ag™ ile Zn™) metal iyonlar katkili kalsiyum fosfat
esasli antimikrobiyal tozlarin bakteriostatik ve bakterisidal etkinliklerini agar
diltisiyon yontemi ile P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922, S. aureus
ATCC 43300 ve C. albicans ATCC 90028’¢ kars1 incelemis ve tozlara katilan
metal iyonlari oranlarinin artmasi ile antimikrobiyal 6zelliklerinin de arttigini
tespit etmistir. Yapilan test sonucunda % 3.5 metal katyonu katkili hidroksiapatit
esasli tozun 24 saat sonra antibakteriyostatik ve antibakteriyosidal etkinlik

gosterdigini saptamistir.

Chen et al. (2007), vakum plazma puskirtme yontemiyle Ag-HAP
kaplamasini titanyum substrat1 lizerine uygulamislar ve antibakteriyel 6zelliklerini
incelemislerdir. Caligma sonucunda, Ag-HAP kaplamasinin E. coli, P. aeruginosa
ve S. aureus bakterilerine karst % 95 antibakteriyel etki gosterdigini ifade

etmislerdir.

Ruan et al. (2009), antibakteriyal 6zellikli bilesik malzeme gelistirilmesi
icin % 3 Ag-HAP kaplamasini vakum plazma piiskiirtme yontemiyle titanyum
iizerine uygulamislar ve saf HAP kaplamasi ile kiyasla antibakteriyel 6zelliklerini
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853) bakterilerine kars1 degerlendirmiglerdir. Ag-HAP kaplamasmin her iki
bakteri biyofilmleri kalinliklarin1 incelttigini ve canli bakteriler sayisin1 dnemli
derecede azalttigini, boylece Ag-HAP kaplamanin antibakteriyel aktivitesinin test
bakteri  kiiltlirlerinin  hiicre duvart kompozisyonuna bagli olmadigini

bildirmislerdir.

Jelinek et al. (2010), Ag-HAP ince filmlerin Escherichia coli K12 C600
tiiriine kars1 antibakteriyel 6zelliklerini arastirmislar ve atom tizerinden % 1.2, 4.4,
8.3 ve 13.7 Ag-HAP filminin > % 99 antibakteriyel etkinlik gosterdigini tespit
etmiglerdir. Bununla birlikte, 1 saat i¢inde glimiis konsantrasyonu ve zamana bagli
olarak Ag-HAP filmi Gzerindeki E. coli kolonilerinin azaldigint gézlemislerdir.
Glimiis konsantrasyonuna bagli olmadan % 90 {istiinde bakteri sayisindaki

azalmanin gozlenmesi i¢in 2 saat inkiibasyon siiresinin yeterli oldugu ortaya
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cikmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasi ise bakterinin % 100’niin inhibe edildigi
saptanmis ve bdylece s6z konusu c¢alismada elde edilen Ag-HAP filminin

miikemmel antibakteriyel 6zellik gosterdigi belirtilmistir.

Stanic et al. (2010), ¢alismalarinda monofaz Ag-HAP tozunu nétralize
yontemi kullanarak elde etmisler ve antimikrobiyal etkisini E. coli, S. aureus ve
C. albicans’a kars1 degerlendirmislerdir. Antimikrobiyal testler sonucunda yiiksek
miktarda glimiis igceren Ag-HAP’ in tiim test mikroorganizmalarina karsi {stiin
antimikrobiyal activite sergiledigini ve E. coli kolonilerinin tiimiinii 6ldirdiigiini,
S. aureus ve C. albicans kolonilerinin % 99 azalmasina neden oldugunu
bildirmislerdir. AFM calismas1 sonucunda Ag-HAP’ in test mikroorganizmalar
hiicreleri yapisinda 6nemli morfolojik degisimlere yol agarak mikroorganizmalar

hiicrelerinin 6lmesine sebep oldugunu ortaya koymuslardir.

Kasuga et al. (2011), arastirmalarinda pamuk ve polipropilen kumaslar1 Ag
ve Ti katkili hidroksiapatit nanokompoziti ile kaplamislar ve antibakteriyel
aktivitesini E. coli, S. aureus ve P. aeruginosa’ya karsi belirlemislerdir. Ag/Ti
katkilt HAP ile kaplanan kumaslar iizerindeki P. aeruginosa bakterilerin 3-6 saat
sonra, S. aureus Ve E. coli bakterilerin ise 18 saat sonra inhibe oldugunun tespit

etmislerdir.

Trujillo (2011), arastirmasinda titanyum tizerine Ag-HAP ince filmini
kaplamig ve antibakteriyel Ozelligini aerobik gram-pozitif Staphylococcus
epidermidis (RP62A) ve aerobik gram-negatif Pseudomonas aeruginosa (PA0L)
bakterilerine karsi test etmistir. 24 saat sonra % 1.5 Ag-HAP Uzerinde
S.epidermidis kolonileri sayisinin % 60’1n iizerinde, P.aeruginosa’nin ise % 80’in
Uzerinde azaldigini gozlemlemistir.

Aragtirmamizda deriye uyguladigmiz % 2 Ag-HAP her iki test
mikroorganizmasina karst 1 saat sonra % 100 azalma gostermistir. Diigiik
miktarda, yani % 0.5 Ag-HAP bu sonucu 2 saat sonra vermistir. Basit bir
uygulama ile derilere antimikrobiyal 6zellik kazandirilmasi ¢aligmamizin ana

gayesi oldugundan bu sonug deri endiistrisi i¢in oldukga timit verici bulunmustur.

5.3.4. ASTM D 4576-08 testi sonuclari

ASTM D 4576-08 standart1 ile yapilan kiif direnci testi sonuglar1 3. ve 7.
giinler i¢in ayr1 ayrt verilmistir (Sekil 5.17-5.20). T. viride fungusuna (Sekil
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5.17a) kars1 uygulanan test sonucunda 3 giin sonra kontrol (Sekil 5.17b) ve saf
HAP (Sekil 5.17¢) uygulanan deriler iizerinde fungus iiremesinin gorildiigii, %
0,5 Ag-HAP (Sekil 5.17d) ile islenen deri yiizeylerinde iireme goriilmedigi, fakat
kenarlarinin mikroorganizma ile hafif sarildigi, % 1 ve lizeri konsantrasyonlarda
Ag-HAP (Sekil 5.17e-i) ile muamele edilen deri Ornekleri Gzerinde hi¢ bir
iiremenin olmadig: tespit edilmistir. 7 giin sonra ise kontrol (Sekil 5.18a) ve saf
HAP (Sekil 5.18b) uygulanan deriler iizerinde T. viride fungusunun ¢ok gelistigi
goriilmiis, % 0.5-2 Ag-HAP (Sekil 5.18c-f) ile islenen deri tizerinde az olsa da
fungus tiremesinin goriildiigii ve kenarlariin mikroorganizma ile sarildigi, % 3 ve
% 5 konsantrasyonlarda Ag-HAP (Sekil 5.18g-h) ile muamele edilen deri

ornekleri lizerinde fungus gelisiminin olmadig: tespit edilmistir.
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Sekil 5.17. Derilerin T. viride fungusuna karsi ASTM D 4576-08 testine ait 3. giin sonuglari:
a) T.viride fungusu, b) Kontrol, c) Saf HAP, d) % 0.5 Ag-HAP, e) % 1 Ag-HAP, 1)
%1.5 Ag-HAP, g) % 2 Ag-HAP, h) % 3 Ag-HAP, i) % 5 Ag-HAP uygulanan deriler
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9) h)

Sekil 5.18. Derilerin T. viride fungusuna karst ASTM D 4576-08 testine ait 7. giin sonuglart:
a) Kontrol, b) Saf HAP, c) % 0.5 Ag-HAP, d) % 1 Ag-HAP, e) % 1.5 Ag-HAP,
f) % 2 Ag-HAP, g) % 3 Ag-HAP, h) % 5 Ag-HAP uygulanan deriler

A. niger fungusuna (Sekil 5.19a) kars1 uygulanan test sonucunda 3 giin sonra
kontrol (Sekil 5.19b), satf HAP ve % 0.5 Ag-HAP (Sekil 5.19¢, d) uygulanan
deriler iizerinde fungus liremesinin goriildiigii, % 1 ve % 1.5 Ag-HAP (Sekil
5.19, f) ile islenen deri ylizeylerinde ¢ok az tireme gorildigi, % 2 ve % 3 Ag-
HAP (Sekil 5.19g, h) ile muamele goren derilerin (izeri mikroorganizma ile hafif
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sartlldigt, % 5 konsantrasyonunda Ag-HAP (Sekil 5.19i) ile muamele edilen deri
Ornegi lizerinde hi¢ bir liremenin olmadig: tespit edilmistir. 7 giin sonra ise A.
niger fungusunun (Sekil 5.20a), kontrol (Sekil 5.20b), saf HAP ve % 0.5 Ag-
HAP (Sekil 5.20c, d) uygulanan derileri kaplayarak gelistigi goriilmiis, % 1 ve
%1.5 Ag-HAP (Sekil 5.20e, f) ile islenen deri iizerinde fungus gelisiminin daha
belirgin oldugu, % 2 ve % 3 Ag-HAP (Sekil 5.20g, h) ile muamele goren derilerin
iizerinde mikroorganizmanin az da olsa iiredigi ama kenarlarina kadar ulasmadig,
% 5 Ag-HAP (Sekil 5.20g-h) ile muamele edilen deri 6rnegi iizerinde fungus

gelisiminin ¢ok hafif oldugu tespit edilmistir.
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i)

Sekil 5.19. Derilerin A. niger fungusuna karsi ASTM D 4576-08 testine ait 3. giin sonuglar
a) A. niger fungusu, b) Kontrol, c) Saf HAP, d) % 0.5 Ag-HAP, e) % 1 Ag-HAP, f)
% 1.5 Ag-HAP, g) % 2 Ag-HAP, h) % 3 Ag-HAP, i) % 5 Ag-HAP uygulanan deriler
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i)
Sekil 5.20. Derilerin A. niger fungusuna karst ASTM D 4576-08 testine ait 7. giin sonuglar
a) A. niger fungusu, b) Kontrol, c) Saf HAP, d) % 0.5 Ag-HAP, ) % 1 Ag-HAP, f)
%1.5 Ag-HAP, g) % 2 Ag-HAP, h) % 3 Ag-HAP, i) % 5 Ag-HAP uygulanan deriler
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Kontrol ve saf HAP ile islem gormiis deri 6rnekleri funguslara kars1 direng
gostermemislerdir. Ortalama korunmus alanlara gore degerlendirildiginde ise
derilerin her iki fungusa karsi performanslarinin HAP igerisindeki gilimiis
miktariin artmasiyla arttig1 gozlenmistir. % 2 ve % 3 Ag-HAP ile islenmis deri
ornekleri oldukca iyi performans gosterirken, % 5 Ag-HAP ile islem géren deri

orneklerinde antifungal performansi en yiiksek olmustur.
Boylece, Ag-HAP’in astarlik deri tlizerinde antibakteriyel 6zelligine ilaveten
antifungal bir kaplama materyali olarak da kullanilabilecegi antimikrobiyal testler

sonucunda agikca ortaya konulmustur.

Cizelge 5.11. Derilerin T. viride fungusuna karst ASTM D 4576-08 testi sonuglari

3 gln sonra 7 gun sonra
Deri 6rnekleri fungusla kaplanan | Puan | fungusla kaplanan Puan
alan (%) alan (%)
Kontrol 85 3 100 4
Saf HAP 55 2 90 3
% 0.5 Ag-HAP 12 05 50 2
% 1.0 Ag-HAP 5 0 50 2
% 1.5 Ag-HAP 5 0 25 1
% 2.0 Ag-HAP 0 0 12 0.5
% 3.0 Ag-HAP 0 0 0 0
% 5.0 Ag-HAP 0 0 0 0

Cizelge 5.12. Derilerin A. niger fungusuna karst ASTM D 4576-08 testi sonuglari

3 gun sonra 7 gun sonra
Deri 6rnekleri | fungusla kaplanan | Puan | fungusla kaplanan Puan
alan (%) alan (%)
Kontrol 75 3 100 4
Saf HAP 65 2 90 3
% 0.5 Ag-HAP 50 2 85 3
% 1.0 Ag-HAP 25 1 65 2
% 1.5 Ag-HAP 12 0.5 50 2
% 2.0 Ag-HAP 12 0.5 25 1
% 3.0 Ag-HAP 12 0.5 25 1
% 5.0 Ag-HAP 5 0 12 0.5
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Percival et al. (2005), yaptiklar1 ¢alismada iyonik giimiisiin (Ag") bircok
mikroorganizmaya karsi diisiik konsantrasyonda etkili oldugunu ve bakteri,
fungus, viral patojenlere karsimn 10° — 10° M konsantrasyonunun yeterli oldugunu
tespit edilmislerdir. Arastirmacilar, giimiisiin mayalarda oksidatif enzimleri,
E.coli’de solunum zincirini inhibe ettigini ve DNA replikasyonunu engelledigini
bildirmislerdir.

Dogan ve Peksen’in (2005), ¢alismalarinda metal iyonu katkili kalsiyum
fosfat esasli antimikrobiyal seramik tozunu yas kimyasal yontemi ile elde etmisler
ve farklt mikrobiyolojik analiz yontemleri ile antimikrobiyal o6zelliklerini
incelemislerdir. Antimikrobiyal tozun kati madde iizerinden % 3-5 araliginda
sargl bezi, ayakkab1 kecesi, karo sirasi, duvar yiizeyi kaplamasi i¢in kullanilan
boya malzemesi, plastik malzemenin iist katmanina eklendiginde bu malzemelere

1yi bir antimikrobiyal 6zellik kazandirdigin1 ortaya koymuslardir.

Shibata et al. (2007), (% 0, 1, 5, 10) TiO,-HAP katkili akrilik regine elde
etmigler ve antifungal etkisini C. albicans ATCC 1002’ye karst
degerlendirmislerdir. UV 1sinlamasindan sonra % 1 TiO,-HAP katkili akrilik
recine tizerindeki fungus sayisinin % 0 TiO,-HAP igeren recineye nazaran daha az
oldugu fakat istatiksel olarak 6nemli bir fark olusturmadigi, ancak, 2, 4 ve 6 saat
UV i1sinlanmasi sonra % 5 ve % 10 TiO,-HAP katkili akrilik re¢ine iizerindeki

fungus sayisinda 6nemli derecede azalma gozlendigi bildirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada mikrodalga yontemi kullanilarak sentezlenen glimiis katkili
hidroksiapatitin antimikrobiyal madde olarak ayakkabilik astarlik deriye
uygulanabilirligi ve antimikrobiyal etkinligi arastirnllmistir. Cok amaglh X-151m1
Difraktometresi (XRD), Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrometresi (FTIR) ve
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM-EDS) cihazlar1 kullanilarak materyalin
fiziksel, kimyasal ve yapisal Ozellikleri ortaya konulmustur. Elde edilen giimiis
katkili hidroksiapatit ¢ozeltilerindeki giimiis miktarlari Endiiktif Eslesmis Plazma
Optik Emisyon Spektroskopi (ICP-OES) cihazi kullanilarak tespit edilmis ve
katilan glimlis miktarinin, hesaplanan miktar ile orantili oldugu saptanmistir.
Sentezlenen ¢ozeltiler deri 6rneklerinin cilt ylizeyine uygulanmis ve kurutma ile {tii

islemlerinden sonra kaplama filmleri elde edilmistir.

Glimiis katkili hidroksiapatitin test mikroorganizmalara kars1 etkin
konsantrasyonlar1 Broth Mikrodiliisyon teknigi kullanilarak belirlenmis ve Gram-
negatif bakterilere kars1 (E. coli, S. thyphimirium, P. aureginosa, K. pneumoniae)
etkili MIC degerinin 2.09-12.25 ug/ml, gram-pozitif bakteriler (S. aureus, B.
subtilis, E. faecalis) ve C. albicans i¢in bu degerin 4.18-12.25 nug/ml araliginda
oldugu saptanmustir. Hidroksiapatit uygulanan (saf ve % 0.5-5 Ag katkilt HAP) ve
kontrol derilerinin antimikrobiyal Ozellikleri, Agar yayma ve Paralel cizgi
yontemleri (nitel) ve Bakteri sayisindaki % azalma testi (nicel) ile mukayese
edilmistir. Antimikrobiyal aktivite testleri (nitel) sonuglarina gére % 2 oraninda
glimils iceren hidroksiapatit ile muamele edilen derilerin 24 saat sonra tim test
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etkinlik gosterdigi, bu oranin iizerinde
ise etkinligin arttign goriilmistiir. Bakteri sayisindaki % azalma testi (nicel)
sonucunda, % 0.5 Ag katkili hidroksiapatit uygulanmis olan deri 6rneginde 1 saat
sonra Escherichia coli sayisinda % 43.86 azalma goriilmiis, 2 saat sonra ise % 100
oldugu gozlemlenmistir; Staphylococcus aureus sayisinda ise % 0.5 Ag katkili
hidroksiapatit uygulanan deri 6rneginde 1 saat sonra % 69.30; 2 saat sonra ise %

100 azalma goriilmiistiir.

ASTM D 4576-08 testine gore degerlendirildiginde Ag-HAP ile muamele
edilen derilerin A. niger ve T. viride test funguslarina kars1 6zelliklerinin HAP
icerisindeki glimiis miktarinin artmasiyla arttigir gozlenmistir. % 2 ve % 3 Ag-
HAP ile islenmis deri drnekleri oldukga iyi 6zellik gosterirken, % 5 Ag-HAP ile

islem goren deri 6rnekleri en iyi antifungal 6zellik gdstermistir.
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Mikrobiyolojik testler sonuglarina gore, elde edilen Ag Kkatkili
hidroksiapatitin etkin antimikrobiyal Ozellikte oldugu ve astarlik deriye
antimikrobiyal 0zellik kazandirdigi ortaya konmustur. Bu 6zellikteki deri
materyalinin ayakkabi yapiminda kullanilmasi, ayak sagligi ve hijyeni agisindan
olduk¢a 6nem tasimaktadir.

Glimiis ile deri uygulamasina ait ¢aligmalarin olmasina karsin, Ag-HAP’in

deriye uygulanmasi tarafimizca ilk defa uygulanmis ve iyi sonuglar alinmstir.

Bu yontemin deriye uygulanmasinin hizli, basit, ucuz ve kolay olmasi bir
iistiinliilk olarak ortaya g¢ikmaktadir. Ayrica yontem astarlik deriler disindaki
derilere de uygulanabilmektedir.
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