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Bitkilerin; biyolojik ve yan etkileri, kimyasal igerik ve Ozellikle oral ortamda biyofilm
olusumutam olarak bilinmeden tiiketimi sdz konusudur. Giiniimiizde siklikla tiiketilen sebzelerden biri
olan; Brokoli (Brassica oleracea Italica), turpgiller (Brassicaceae) familyasinda bulunan, glukosinolatlari,
fenolleri, antioksidantlar1 ve temel besin minerallerini de i¢eren oldukca zengin besin kaynagi olan bir
sebzedir. Bu galismada; agiz sagliginda biyofilm olusumunu engelleyebilecek; daha ucuz, kaliteli ve
saglikli yasami siirdiiriilebilmeyi, agiz hastaliklarin tedavisinde, belirtilerin azaltilmasinda veya
hastaliklarin engellenmesinde brokoli ekstrelerinin kullanilabilirligini arastirmayi hedeflemistir. Bu
amagla; brokoli ekstrelerin, sentezlenen hidroksiapatit biyomateryali ile hazirlanan diskler iizerinde
Staphylococcus aureus bakterisine karsi oral ortamda biyofilm olusumundaki etkilesimi incelenecektir.
Hidroksiapatit diskler iizerine Staphylococcus aureus suslar1 4 hafta boyunca inkiibe edilmis ve biyofilmi
tizerindeki antimikrobiyal etkinlikleri bakteri kiiltiir yontemiyle gézlemlenmis ve disk yiizeyleri taramali
elektron mikroskobu (SEM) yardimiyla degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Brokoli, Biyofilm, Staphylococcus aureus
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The plants ofbiological and side effects, chemical content, and especially consumption of the

biofilm formation in the oral environment is not fully known. Today, one of the most frequently
consumed vegetables; Broccoli (Brassica oleracea Italica) is a very rich source of nutrients, including
glucosinolates, phenols, antioxidants and basic food minerals found in the family radishes (Brassicaceae).
In this study; Prevent biofilm formation in oral health; the aim of investigated the availability of broccoli
extract in order to maintain cheaper, better quality and healthy life, to treat oral diseases, to reduce
symptoms or to prevent diseases. For this purpose; The broccoli extract was examined for biofilm
formation invitro against Staphylococcus aureus bacteria on discs prepared from the synthesized
hydroxyapatite biomaterial. Staphylococcus aureus strains on hydroxyapatite disks were incubated for 4
weeks and antimicrobial activities on biofilm were observed by bacterial culture method and disk surfaces

were evaluated by scanning electron microscopy (SEM).

Keywords: Broccoli, Biofilm, Staphylococcus aureus



ONSOZ

Yiiksek lisans 6grenimim ve tez ¢alismalarim boyunca, danigmanligimi {istlenen,
calismamin her asamasinda yol gosterici ve destekleyici olan, emegini hicbir sekilde
esirgemeyen Selcuk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyokimya Boliimii Ogretim Uyesi
Sayin Dog¢.Dr. Giilsin ARSLAN’a en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans tez calismamda bakteri ¢alismalarimi izleyip bana destek olan
Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Saym
Prof.Dr. Ugur ARSLAN’a ve Aras.Gor. Nurullah CIFTCI’ye tesekkiirlerimi sunarim.
Ayrica 114Y163 nolu TUBITAK projesinden burs almami saglayan, yol gosterici ve
destekleyici olan Selcuk Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii Ogretim Uyesi
Saymn Prof.Dr. Mustafa ERSOZ’e tesekkiirii bir borg bilirim. Tez ¢alismam boyunca
destegini ve yardimlarin1 esirgemeyen arkadaslarim Ayse HUZUR, Mehmet OGUZ,
Samet CADIRLAR a tesekkiir ederim.

Bu calismaya desteklerinden dolayr Selcuk Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigii (BAP); 15201103 nolu proje ile desteklediginden dolay1
tesekkiir ederim.

Son olarak beni bugiinlere getiren, her kararimda beni sorgusuz destekleyen
aileme, saygi ve siikranlarimi sunmay1 bir borg bilirim.

Aysegil YAMAN
KONYA-2017



ICINDEKILER

OZET ... i
ABST R A CT ettt ettt b ettt e e b e nhe e enreeenre e iv
ONSOZ ..o v
ICINDEKILER .........cooooiiiiieeeeeeeeeeees ettt vi
KISALTMALAR ..ottt viii
R €] 1 23 1 OO 1
L1 TEZIN AIMACT .c.utiiitieiii ittt ettt ettt sttt s se e sbe e s sb e e beesnneenbeeanneennee s 2
0 =7 3 W O 111X R 2
2.  GENEL BILGILER ve KAYNAK ARASTIRMASL........c.cocoonuvimiininirnniienenn. 3
2.1 BIYOTHIM NEAII? .ot 3
2.1.1 Biyofilm Olusturma Nedenleri?............cccuviriiiiiiiiniiiiice e 5
2.1.2 Biyofilm YapIST....oioieeiiiiiiesie e 6
2.1.3 Biyofilmin Geligim EVIeleri .........cccciiviiiiiiiiiiiiiiiciec e 10
2.1.4 Biyofilm Olusumunun Kontrolii ve Engellenmesi ...........cccocovvvviiiiiiinnnnne 14
2.1.50ral Biyofilm .....ooiiiiiiece s 16
2.1.6 StAPNYIOCOCCUS AUTEUS .......oviiiiiiiiieiieie ettt 20
2.2, HIArOKSIAPALIT. ... eeiiicciicciee ettt reeenre e 21
2.2.1 Genel OzelliKIEri V& YaPISL.......ccoevivevieirirereriiieeeietesesesceesesss s, 21
2.2.2 HA’tin Uretim YONtemMIETi..........cevevevevceeeeierieeececteteteseeceeeieses s sen s, 23
2.3. Brokoli (BrassiCa Oleracea).........c.cuuueerieienienieii e 24
2.3.1 Brokolinin Insan Sagligma BtKiSi..........ccccoueveiireinicreiiirersieesseeseee s 25
3. MATERYAL VE YONTEM..........ccccooiiiiiiieoieieeeeeeeesesis s ennie s, 27
3.1 Kullamilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler....................c.ccccoviiiiiiiii, 27
3.2 Biyofilm Olusumu Asamasi i¢in Yiizey Hazirlama ............ccccoovviiiiiiiniinniinnenne, 28
3.2.1 Kalsiyum Hidroksiapatit (CaHA) SENtezi .........cccevveieevieiiiice e 28
3.2.2 CaHA Tozlarinin Disk Haline Getirilmesi ..........oocvveviiiiiiiiiiiiie e 29
3.2.3 CaHA Tozlarinin KaraKterizaSyonu ..........cccoveviiieniniiieenieieseeseene e 30
3.3 Brokoli Ekstresinin Hazirlanmasi...........cccoovveiiiiiiiiiei e 30
3.3.1 Brokoli Ekstresinin KaraKterizasSyonu..........cccccovvevveiieenieiiee e sie s 31
3.4 Antimikrobiyal Calismalar ...........cccocviiiiiiiiii 31
3.4.1 Koyun Kanlt Aar.......cccociiiiiiiiiiiiiice e 31
3.4.2 %0,25 glukoz igeren Triptik Soy Broth (TSB)......cccooiiiiiiiiiieee 31
3.4.3 Oral Ortam Sartlarimi Saglamak I¢in Yapay Tiikiiriik Hazirlanmasi............. 32
3.4.4. Brokoli Ekstraktinin Duyarliliginin Mikrodiliisyon Y 6ntemi ile Belirlenmesi
................................................................................................................................ 33
3.5 Biyofilm CaliSmalari........cccocviiiiiiiiiiieciiie e 33
351 TUP YONEIM ..ttt 33



3.5.2 CaHA Diskler Uzerinde Biyofilm Olusturma CaliSmast..........c.coceeveveverennn. 34

4. ARASTIRMA SONUCGLARI ........ooooiiiiiiei e 38
4.1 CaHA Tozlarinin KarakterizaSyonu .........ccccovcueiiriieniiesiiieesniieesnieee e sneeesiee e 38
4.1.1 CaHA Tozlarinin XRD Analiz SONUCU ......ccccovieriiriiiieiiiiieesiie e 38
4.1.2 CaHA Tozlarinin EDX Analiz SONUCU..........cccvviiiiiiieiiciieie e 39
4.1.3 CaHA Tozlarmin FT-IR Analiz SONUCU .........ceoviriiiiiiiieie e 40
4.1.4 CaHA Tozlarinin SEM Analiz SONUCU...........cccvviiiiiiiiieiieee e 42
4.1.5 Pargacik Boyut ANaliZi.........cccooveiiiiiiiiiiiiiiicsccec s 42
4.2 Brokoli Ektresinin KarakterizaSyOnU...........ccceovueiierieiiesieenesieeseesieseeseeseesnaesneas 45
4.2.1 Brokoli Ekstresinin HPLC Analiz SONUCU ...........cooviviiciiiiiiceeen 45
4.2.2 Brokoli Ektresinin SEM ANAliZ SONUCU ..........covoirieiiinineesciceeseeens 49
4.3 Biyofilm Caligma SONUGIAIT.........ceeiiiiiiiiiiiii e 50
4.3.1 Tip Yontemiyle Yapilan Calisma Sonuglart.........ccoccoovvviiiiiiiicicieenns 50
4.3.2 Farkli Ortamlarda Kurutulan Brokoli Kapli CaHA Disklerin
DeZerlendirilmesi........voiviiiiiii e 52
4.3.3 CaHA Diskler Uzerinde Biyofilm Olusumunun SEM ile Gériintiilenmesi... 53
4.3.4 CaHA Disklerinin Koyun Kanli Agar Uzerindeki Calisma Sonuglari .......... 62
A, TARTISMA ... ..ottt et st e bt et e e beesneeenbeesnbeenbee s 63
KAYNAKLAR Lttt ettt et et e e ib e e be e e b e e nneeennas 64
OZGECMIS ..ot 72

vii



KISALTMALAR

Kisaltmalar

ACP: Amorf kalsiyum fosfat

ATCC: American Type Culture Collection
BAP: Birlesmis Protein Yapisi

DNA: Deoksiribo Niikleik asit

EPM: Ekstraselliiler Polimerik Matriks

EPS: Ekzopolisakarit

GTF: Glikoziltransferaz

HA(CaHA): Hidroksiapatit (Kalsiyum hidroksiapatit)
RSHM: Refik Saydam National Public Health
QS: Quorum sensing (Yogunluk hissetme)
TCP: Trikalsiyum fosfat

TSB: Triptik Soy Broth

viii



1. GIRIS

Agiz; sindirim sisteminin baslangict olup, dislerle mekanik, tiikiiriikteki amilaz ile
kimyasal olarak ilk sindiriminin baglatildig1 dig ortam ile etkilesim halinde olan bir
yapidir. Agiz ortami; ekolojik olarak farkli mikrogevrelerden olusmasindan dolayi
cesitli mikrofloralar igermektedir (Aas ve ark., 2005). Agiz igerisi; yanak epiteli, dil
sirt1, supragingival ve subragingival ¢evrelerden olusmaktadir. Dis etinin iistiinde kalan
supragingival ¢evre tiikiiriik ve yiyecekler ile yikanmakta ve ayni zamanda mekanik
etkilere maruz kalmaktadir. Dis etinin altinda kalan subgingival ¢evre ise dis eti oluk
sivistyla yikanmaktadir.

Oral ortamda bulunan mikroorganizmalarin canli kalabilmesi icin yapisarak
tutunmalar1 6nemli bir ekolojik faktordiir. Agiz ortami dis gibi tutunabilmesi kolay
yiizeyler icermesinden dolay1 biyofilm olusumuna oldukga yatkin bir yapidadir (Avila
ve ark., 2009). Biyofilm dis yiizeyinde, dental plak olarak adlandirilan, konagin polimer
matriksinin icerisine yerlesen mikroorganizma topluluklaridir. Mikroorganizmalar
ortam sartlar1 uygun ise tiim yiizeylerde biyofilm olusturabilmektedir.

In vitro caligmalarda biyomalzemelerin kullanmilmas1 siklikla goriilmektedir.
Biyomalzemeler, insan viicudundaki organ veya dokularin islevlerini yerine getirmek ya
da desteklemek amaciyla kullanilan malzemelerdir (Gimiisderelioglu, 2002).
Biyomalzemelerin en onemli 6zellikleri, viicuda uyumlu (biyouyumluluk) olmalari,
cevresindeki dokularin normal islevlerine engel olmamalari ve dokuda yan etki
olusturmamalaridir. Klinik olarak kemik, dis ve dis minesi dokusunun inorganik
yapisina benzer biyoseramik malzeme olan hidroksiapatit kullanilmaktadir (Mostafa,
2005; Pasinli ve Aksoy, 2010).

Mikroorganizma kaynakli gesitli hastaliklarin tedavisi amaciyla farkli yontemler
denenmistir. Bu yontemlerden biri dogal olarak yetisen ve halk arasinda sifali otlar
olarak adlandirilan bir¢ok bitkisel kaynakli ilaglarin kullanilmasidir. Son yillarda
antimikrobiyal etki gosteren bitki tlirlerinin mikroorganizmalar iizerindeki etkileri
bliyiik ilgi olusturmustur. Bu ilginin baslica sebebi ise sagliga zararli sentetik
maddelerin 6zellikle yiyeceklere eklenmesidir (Reische ve ark., 1998). Bitkisel ilaglar;
hastaliklarin tedavisinde, engellenmesinde ve belirtilerin azaltilmasinda kullanilabilir
(Goldman, 2001). Yapilan calismalarda, dogada tabii olarak yetisen bazi Dbitki
ekstraklarinin ve ugucu yaglarin bakterilere oldugu kadar, mantarlara kars1 da antifungal

aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Tanker ve Tanker, 1990).
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1.1 Tezin Amaci

Giliniimiizde siklikla tiiketilen sebzelerden biri olan; Brokoli (Brassica oleracea
Italica), turpgiller (Brassicaceae) familyasinda bulunan, glukosinolatlari, fenolleri,
antioksidantlar1 ve temel besin minerallerini de igeren olduk¢a zengin besin kaynagi
olan bir sebzedir. Ancak bitkilerle ilgili olarak biyolojik ve yan etkiler, kimyasal icerik
ve Ozellikle oral ortamda biyofilm olusumu tam olarak bilinmeden bir tiikketim s6z
konusudur. Bu amagla tez ¢alismasinda brokoli ekstrelerinin, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 bakterisine etkisi incelenmistir. Yapilan bu ¢alismalar dogrultusunda

brokoli ekstrelerinin oral ortamda biyofilm olusumundaki etkisi degerlendirilmistir.

1.2 Tezin Onemi

Ag1z hastaliklar1 gibi diste enfeksiyonel hastaliklara sebep olan bakterilerin biiytik
bir kismi biyofilm olarak bilinen kompleks bakteri kolonileri halinde bulunmaktadirlar.
Planktonik bakteriler antimikrobiyal maddelerle kolayca ortadan kaldirilabilirken,
biyofilm hiicreleri bu maddelerden etkilenmezler ve kontaminasyonun tekrar
olugsmasina sebep olurlar. Bu ylizden biyofilm olusumunu engelleyebilecek yeni
caligmalar biiyiik 6nem tasimaktadir. Bir kisim ¢aligmalar agiz sagligi alaninda dogal
tirtinler tizerine odaklanmigtir. Dogada tabii olarak yetisen bazi bitki ekstraktlarinin
ve ugucu yaglarinin bakterilere oldugu kadar, mantarlara karsi1 da antifungal aktivite
gosterdigi yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir. Bitkiler boylece hastalik tedavisinde,
belirtilerinin azaltilmasinda ya da hastaliklarin engellenmesinde kullanilabilir. Bundan
dolay1 agiz hastaliklar1 bu yontemle azaltilabilir ya da engellenebilir. Bu sayede daha

ucuz, kaliteli ve saglikli yasam siirdiiriilebilir.



2. GENEL BILGILER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Biyofilm Nedir?

Mikroorganizmalar, tek basina serbestge dolasarak hizla ¢ogalabilen canlilar
olarak goriilmekteydi. Calismalar, planktonik olarak da adlandirilan, diger bakterilerden
bagimsiz mikrobiyal hiicrelerin davranislarini inceleyerek bu yonde gelismistir. Fakat
bakterilerin planktonik formdan ¢ok, bir ylizeye tutunarak ve biyofilm adi verilen bir
yap1 olusturarak hayatlarini devam ettirdikleri bir¢ok calismayla kanitlanmistir (Ciftei,
2005).

Biyofilm, giinimiize kadar birgok bilim adami tarafindan farkli sekillerde
tammlanmustir. Ik olarak 17. yiizyilda Anton von Leewenhoek kendi disinden almis
oldugu ornekteki birikintiler i¢erisinde yasayan mikroorganizmalardan bahsetmesinden
sonra 1978 yilina kadar biyofilm varligindan s6z edilmemistir (Rosan ve Lamont, 2000;
Donlan ve Costerton, 2002; Sakarya, 2005). 1970°li yillarin basinda Costerton
daglardaki akarsularin igerisinde yasayan bakterileri incelerken bakterilerin
%99,99’unun bir yiizeye yapisarak, balgik benzeri bir yapi igerisinde yasadiklarini
ortaya koymustur. 1978 yilinda ise, bakterilerin, yeterli besin bulunan yiizeylere yapisan
bir matriks ile ¢evrili biyofilm i¢inde {iredigi tezi ortaya atilmis ve ilk defa “biyofilm”
terimi Costerton tarafindan kullanilmistir (Donlan ve Costerton, 2002).

Yapilan ¢alismalarda, bakterinin biiyiik bir kisminin biyofilm adi verilen besleyici
bir olusum igerisinde oldugu ve bakterinin yapismis sekli ile serbest bulunan sekli
arasinda farklilik oldugu gosterilmistir. Mikroskobik incelemelerde bakterilerin, derin
yer alt1 sular1 ve okyanuslarin derinlikleri hari¢, dogadaki su ekosistemi basta olmak
lizere, tlim tabii ekosistemde olusabildigi ve farkli ylizeylere yapisarak ¢ogalmasinin
%99,9 oraninda biyofilm araciligiyla oldugunu gostermistir (Donlan ve Costerton,
2002; Ciftei, 2005; Sakarya, 2005; Yiiksel, 2006).

Zamanla biyofilmin tanimi, yapilan ¢aligmalar ve elde edilen bilgiler kapsaminda
gelistirilmistir. Marshall 1976 yilinda, biyofilmin ¢ok ince bir ekstraselliiler polimer
fibril oldugunu ve bakterinin ylizeye tutunmasinda 6nemli oldugunu bildirmistir
(Donlan ve Costerton, 2002; Davey ve O'toole, 2000).

Costerton ve arkadaslari, bakterilerin polisakkarit yapida bir glikokaliks matriks
icerisinde bulundugunu ve bu yapmin canli veya cansiz yiizeylere adezyonu

kolaylastirdigin1 gozlemlemislerdir. 1987°de Costerton, biyofilmin yiiksek oranda sulu
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(hidrate) anyonik ekzopolimer matriks i¢inde bulunan mikrokoloniler oldugunu
belirtmistir (Donlan ve Costerton, 2002).

Bunlarin yaninda Elder ve arkadaglari, biyofilmi, mikroorganizmalarin
ekzopolimer matriks araciligiyla olusturduklar1 yapisal birlik olarak tanimlarken,
Carpentier ve Cerf de ¢ok basitce biyofilmin, bakterilerin gémiilii olarak bulundugu ve
ylizeye yapismis olan organik polimer matriks oldugunu belirtmislerdir (Carpentier ve
Cerf, 1993; Elder ve ark., 1995).

Biyofilmin en genel tanimi ise; “Mikroorganizmalarin canli yada cansiz bir
ylzeye yapisarak kendi iirettikleri organik bir ekstraselliiler polisakkarit matriks igine
gomiilii ve hareketsiz olarak birbirleriyle, bir kat1 yiizeye ya da bir ara ylizeye, geri
dontisiimsiiz olarak tutunmus oldugu karmasik topluluk” olarak tanimlanmaktadir.
Genetik yap1 ve protein sentezi agisindan tamamen farkli fenotip gosterebilen yapida
bulunmaktadirlar (Davey ve O'toole, 2000; Rudney, 2000; Donlan ve Costerton, 2002;
Jacob, 2006; Rolland ve ark., 2006; Thomas ve Nakaishi, 2006; Thurnheer ve ark.,
2006; Altun ve Sener, 2008; Jayaraman ve Wood, 2008).

Biyofilm, bir ylizeye yapisarak, belirli bir yapisal biitiinliik icerisinde toplu halde
yasayan ve birbirleriyle haberleserek varliklarinin devami igin gerekli islevlerin yerine
getirilmesini saglayan bakterilerin olusturdugu karmasik bir organizasyondur. Yapilan
arastirmalar ve fosil kayitlarindan edinilen bilgiler 3 milyar yildan daha uzun bir
siireden beri prokaryotlarin biyofilmler icerisinde yasadiklarini ortaya c¢ikarmiglardir
(Post ve ark., 2004)

Biyofilmler canli veya inert ylizeylerde olusabilirler. Bu ylizeyler arasinda canli
dokular, dogal akuatik sistemler, su ile temas eden tiim yiizeyler, drnegin; endiistriyel ya
da evsel su sistemleri, 1s1 degistiricilerde, su ileten borularda, su aritma, depolama,
isleme ve dagitim tesislerinde, sogutma kulelerinde, kagit makinelerinde, tibbi
cihazlarda ve dis tinitelerinde rastlanabilmektedir (Thomas ve Nakaishi, 2006; Altun ve
Sener, 2008). Biyofilm tabakasi bu gibi ortamlarda, bakterileri basta klor olmak iizere
dezenfektanlardan, besinsizlikten, kurakliktan, pH degisikliklerinden ve toksinlerden
korumaktadir. Biyofilmlerin bir kismi organizmayi koruyucu bir rol amaglarken,
Ozellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda ve kalici tibbi ara¢ ya da kateteri
kullanan hastalarda ciddi infeksiyonlara yol acabilmektedir. Biyofilm yapist insan
viicudunda kontak lens, protez kalp kapakgiklar1 ve kalp pilleri, kateterler, rahim igi
arag, bobrek tasi, akciger dokusu gibi canli, cansiz bir¢ok yilizeyde bulunabilmektedir
(Altun ve Sener, 2008; Nadell ve ark., 2009).

4



2.1.1 Biyofilm Olusturma Nedenleri?

Bakteriler in vitro ve in vivo ortamlarda biyofilm olusturmak suretiyle bazi
avantajlara sahip olurlar. Biyofilmler bakterileri nem, 1s1 ve pH degisiklikleri gibi
cevresel faktorlerden, ultraviyole 1siga maruz kalmanin doguracagi zararlardan ve
antibiyotik gibi toksik maddelerden korumaktadir. Bu biyofilm icerisindeki bakterilerin
en biiyiik avantaji olarak goriilmektedir (Socransky ve Haffajee, 2002; Petersen ve ark.,
2005). Biyofilm; bir tiiriin digeri i¢in yararli besini iiretmesi anlamina gelen ¢apraz
beslenmeyi, yine bir tiiriin digeri i¢in zararli olan metabolik {iriinii ortamdan
uzaklastirmasi avantajlar1 arasindadir (Socransky ve Haffajee, 2002). Bakterilerin grup
halinde ve ekzopolisakkarid (EPS) matriks igerisinde bulunmalari sonucu yok
edilmeleri gili¢lesir ve hiimoral immiin sistem bilesenlerinin bakterilere ulagsmalar
engellenmis olur (Post ve ark., 2004).

Mikroorganizmalarin planktonik formda yasamak yerine daha ¢ok biyofilm
olusturarak yasamlarini siirdiirmelerinin genel sebeplerini siralarsak;

1)  Cevrenin zararh etkilerinden korunmak: Farkli biyofilm topluluklarinin
kendi tirettigi EPS matriks yapisinin farkli rolleri oldugu bilinmektedir. EPS
matriksinin ayni zamanda cesitli ajanlarin biyofilm icerisine girislerini
engelledigi de bilinmektedir. Ayrica UV 1s1ma, pH dalgalanmalari, osmotik
sok ve kuruma gibi g¢evresel faktorlerin zararli etkilerinden korumada rol
oynar.

2) Besin elde etme ve metabolik isbirligi: Biyofilm igerisindeki
mikrokolonileri ¢evreleyen alanlardan gegen yiiksek gecgirgenlige sahip su
kanallar1 bulunmaktadir. Bu kanallar primitif bir dolasim sistemine
benzemektedir. Bu kanal sistemi hem besinlerin biyofilm igerisinde esit bir
sekilde dagitilmasini, hem de potansiyel olarak toksik metabolitlerin
uzaklastirilmasi gorevini yapmaktadir.

3) Yeni genetik ozelliklerin kazanilmasi: Horizontal gen transferi dogal
mikrobiyal topluluklarin evrimi ve genetik ¢esitliligi icin ¢ok 6nemlidir. Bu
durum ozellikle bir¢ok ilaca karsi direng gosteren bakterilerin ortaya
¢ikmasinda 6nemlidir. Ozellikle biyofilm igerisindeki kapali ortam
konjiigasyonun kolaylikla yapilabilmesine imkan tanir (Davey ve O'toole,
2000).



Yiizeyde, mikroorganizmalarin olusturdugu koloni seklindeki her tabakaya
biyofilm denilmemelidir. Bulunduklar1 ortam igerisinde biyofilm olmayan topluluklar,
ylizeylerde planktonik hiicre davranisi gosterebilirler. Bunlarda biyofilm igerisinde
gozlenen geri doniisiimsiiz yapisma ve direng gibi biyofilme ait &zellikler
goriilmemektedir. Fakat bunlarin yaninda biyofilm igerisindeki bakterilerin zamanla
matriks yapisindan koparak planktonik forma gectikleri unutulmamasi gereken bir
konudur. Planktonik formdaki bu hiicreler dolagima gectikleri halde ayrildiklar
toplulugun direng 6zelligini tasimaktadirlar (Donlan ve Costerton, 2002; Ciftgi, 2005).
Biyofilm yapisi, ¢evresel faktorlere karst planktonik bakteri formuna gore daha direncli
davranis sergiler (Marsh, 1995; Davey ve O'toole, 2000; Nagayoshi ve ark., 2004;
Rolland ve ark., 2006; Miiller ve ark., 2007; Nadell ve ark., 2009).

2.1.2 Biyofilm Yapisi

Yapilan arastirmalar; biyofilmlerin, sadece bir yiizeye yapisarak homojen bir
tabakadan olugmadigi, igerisinde bulunan mikroorganizmalarin belirli bir yapiya sahip
toplu halde yasayan ve haberleserek varliklarini siirdiirebilmek i¢in gerekli islevlerin
yerine getirilmesini saglayan karmasik bir biyolojik sistemdir (Davey ve O'toole, 2000).
Bakteriler, ekstraselliiler polimerik maddeler olarak da bilinen ve bir dizi polisakkarit,
protein ve niikleik asit igeren camur veya balgik benzeri bir matriks igerisinde gomiilii
olarak bulunurlar (Ciftci, 2005).

Biyofilmin olusabilmesi i¢in gerekli olan ana bilesenler mikroorganizma,
glikokaliks ve yiizeydir. Bu bilesenlerden herhangi biri olmadigi takdirde biyofilm
olusmamaktadir. Yap1 icerisindeki mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen
polisakkaritler, biyofilmin ana ekstraselliiler 6gesini olusturmaktadir (Nadell ve ark.,
2009).

Biyofilm yapisinin yaklagik %97’si gibi biiyiik bir kismini su olusturur. Matriks
icindeki diger bilesenler ise; %1-2 EPS, %1-2 glikoproteinler, globuler ve diger
proteinler, %21-2 lipit, fosfolipit ve niikleik asitlerdir. Fakat bu oranlar mevcut
organizmalarin ¢esidine, fizyolojik 6zelliklerine, gelisme ortaminin dogasina, akiskanin

tipine, genel fiziksel 6zelliklere gore degisebilmektedir (Sekil 2.1) (Allison, 2003).
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Sekil 2.1. Biyofilmin genel yapist.

Polisakkaritler, DNA, protein ve sudan olusan ektraselliiler matriks biyofilm
mikroorganizmalarin yiizeye tutunmasini saglar. Yiizeye siki bir sekilde tutunmus olan
bakteriler burada ¢ogalarak 6nce mikrokolonileri, onlarda bilyliyerek ve genisleyerek
biyofilm tabakasini olusturmaktadirlar. EPS salinimi, organizmalarin ylizeye geri
doniisiimsiiz olarak tutunmasi igin gereklidir ve fiiretimi biyofilm olusumunun bir
gostergesidir.  Olgunluga ulasmigs bir biyofilm tabakasinin = %75-90’m1  EPS
olusturmaktadir (Padera, 2006).

Bakteriyel tutunma i¢in, proteinler gibi organik molekiillerin de varhigi ¢ok
onemlidir. Yiizey proteinleri, biyofilm matriksinin igerisinde diizenli bir sekilde
olusurlar (Lasa ve Penadés, 2006). Bu proteinlerin bazilari, EPS varliginda biyofilm
olusumuna tesvik olabilmektedir. Biyofilm agisindan Birlesmis Protein Yapisi (BAP-
Biofilm Associated Protein), organizmalarin yiizeye kolonize olmasi ve burada siirekli
kalmasinin saglanmasi agisindan énemlidir (Tormo ve ark., 2005).

Tablo 2.1°de biyofilm olusturan mikroorganizmalarin ylizey proteini ve
fonksiyonlar1 verilmistir.

Kives ve arkadaslariin Pseudomonas fluorescens B52 susundan planktonik ve
biyofilm icerisindeki EPS iiretimini karsilastirdigi calismalarinda, biyofilm icinde
polisakkaritlerin glukoz, glukozamin ve ramnoz disinda glukoronik ve guluronik
asitlerin de temel bilesikler oldugunu, miktarlarinin paslanmaz ¢elik yiizeyde cam mal-
zemeye kiyasla daha fazla oldugunu belirlemislerdir (Kives ve ark., 2006). EPS jel ya
da viskoelastik davranis bi¢imi sergileyebilmektedir. Biyofilmin  yapisinin
saglamlagmasi protein, Ca*? iyonlar1 ve polisakkaritler sayesindedir (Hussain ve ark.,
1993). Bununla birlikte biyofilmin bilesimine ve fiziksel 6zelliklerine; liyaz, hidrolaz,

glikozidaz, esteraz ve diger enzimler de etki edebilmektedirler. Yapidaki bu enzimlerin

7



birgogu diisiik molekiil agirlikli pargalanma {iriinlerinin olusumuna neden olmakta,
bunlar da biyofilmde tutunan bakterilerin metabolizmasinda karbon ve enerji kaynagi

olarak kullanilabilmektedir (Allison, 2003).

Tablo 2.1. Biyofilm olusturan mikroorganizmalar ve yiizey proteinlerinin fonksiyonlar: (Latasa ve ark.,

2006).
Mikroorganizma psnfci)itze eif]i BAP’la hemoloji Fonksiyon
Staphylococcus aureus BAP - Baglangig  tutunmasi ve abiyotik
yiizeylerde biyofilm olusumu
Peudomonas luorescens LA o5y utanma ssamasinda desekleme
Pseudomonas putida Mus 20 f?/f é]é?’tgmmlanmls Bagslangic¢ ¢ekirdek kolonizasyonu
Salmonella enteritidis BAPA f/(?éél‘[immlanmls Eéfgrﬁlzglsyoﬁbusumu ve  konukgu
Escherichia coli Yeel E’/f;iammlanmls Yapisma
Enterecoccusiigeealis Esp ‘?/Zéltgmmlanmls }l?izjlzscl;/?egrlge btil;/t(l)lfr'ﬁllfsc.)lluszfnu wbvok
Enterecoccus faecium Espfm }/f é:;ztinlmlanmls Okaryotik hiicrelerde yapisma
Burkholderia cepacia —al g/;iliiimmlanmls ¥ ad g fiim olusumu
Vibrio parahaemolyticus VP1443 308 Biyofilm olgunlagmasi

%20 tanimlanmis

Biyofilmler tek bir mikroorganizma tiirii tarafindan olusabildigi gibi birden fazla
tiiri de yapisinda bulundurabilmektedir. Farkli tlirlerde olusan biyofilmlerde her tiir
kendi mikrokolonisini olustururken, bu mikrokoloniler birbirlerinden su kanallar1
araciligi ile ayrilmistir. Bu su kanallari, iginde devam eden su akisi besin maddelerinin
ve oksijenin diflizyonunu saglayan, kilcal damarli gozenekli bir yapidir (Davey ve
O'toole, 2000; Altun ve Sener, 2008).Su kanallar1 mikrokolonilerin hem altinda hem de
arasinda bulunmaktadir. Biyofilm tabakasini tabanina besinlerin taginmasi bu o6zel
kanallar aracilifiyla olmaktadir. Hiicresel atik sistemi de biyofilmin ylizey alaninda
gizlenir. Tasima islemi, su kanallar1 igerisinde bulunan su yardimiyla ya da pasif
difiizyonla daha kolay gerceklesmektedir. Bunlarla birlikte su kanallarinin igteki
alanlara oksijen tasidigi ve molekiil tasimasina da yardimci oldugu bilinmektedir
(Costerton ve ark., 1995).

Biyofilmin yapisi, saf kiiltiirler i¢in tiire, ¢oklu kiiltiirler i¢in substrata 6zgiidiir.
Heterojenik biyofilmlerde yapi ¢ogunlukla diizensizdir. Biyofilmin yapisi, etrafindaki

akis orani, farkl tiirlerin say1 ve tipine bagl olarak degismektedir. Biyofilm kalinlig1
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laminer ve tlirblilant akis arasinda maksimum seviyededir. Laminer alandaki kalinlik
substrata ulasabilirligine, tiirbiilant akista ise asinmaya bagh olarak degismektedir
(Poulsen, 1999).

EPM (Ekstraselliiler Polimerik Matriks) ii¢ boyutlu biyofilm yapisinin iskeletini
olusturur ve biyofilmin yiizeylere adezyonu ve kohezyonundan sorumludur(Flemming
ve Wingender, 2010). Tam hidrate ve canli biyofilmin %15 hiicre, % 85 matriks
materyali tarafindan olustugu ve hiicrelerin matrikslerinin ¢evreledigi farkli
yiiksekliklerdeki “kuleler” veya “mantarlar” igerisinde bulunduklari anlasilmistir
(Donlan ve Costerton, 2002).

Biyofilm matriksi, igerisinde yasayan organizmaya bagh olarak farkli 6zellikler
tastyabilir. Gram pozitif bakterilerin katyonik matriksler olusturdugu, gram negatif

bakterilerin ise nétral veya polianyonik biyofilmler olusturdugu bilinmektedir.

2.1.2.1 Quorum’= Sensing

Biyofilm igerisinde bulunan mikroorganizmalar ve mikrokoloniler, birbirleriyle
iletisim kurabilme oOzelligine sahiptirler. Cesitli kimyasal mekanizmalarini iletisim
sinyali olarak kullanmaktadirlar (Rudney, 2000; Saragli, 2006; Jayaraman ve Wood,
2008). Kimyasal sinyalin lokal ekstraseliiler konsantrasyonu belirli bir seviyeye
ulagsmasi, ¢evrede bulunan bakteriler i¢in o bolgede belirli yogunlukta bir hiicresel
kiimelenmenin basladigi anlamia gelir. Yani mikroorganizmalarin hiicre yogunlugu
belli bir seviyeyi asinca bakteriler autoinducer adi verilen sinyal molekiilleri salgilar,
bdylece ¢evredeki bakterilerde gen ekspresyonu aktive olur (Marsh, 2005; Petersen ve
ark., 2005). Bakteriler irettikleri sinyal molekiillerinin yogunlugunu o6l¢ebilmekte,
boylece c¢evrelerindeki diger mikroorganizmalarin  popiilasyon  yogunlugunu
hissedebilmektedir. Quorum sensing olarak adlandirilan bu iletisim yontemi, hiicre
yogunluguna baglidir. Az miktarda hiicre ile sinyaller diisiik seviyede kalirken, hiicre
miktar arttik¢a da iletisim igin ideal bir ortam saglanmig olur (Marsh, 2005).

"Quorum: yogunluk, ¢ogunluk" ve "sense: hissetme, algilama" kelimelerinin
birlesmesiyle olusturulmustur (Baskin, 2005). QS c¢alismalari ilk olarak 1960’larda,
serbest yasayan iki deniz vibriosu olan Vibrio fischeri ve Vibrio harveyi iizerinde

gerceklestirilmistir (Kempner ve Hanson, 1968; Jayaraman ve Wood, 2008). Hastings

! Quorum: Yogunluk



ve Nealson’un bu caligmalarinda, bazi gram negatif bakterilerin belirli bir yogunluga
ulastiktan sonra floresans 1s1k yaydiklarini fark etmislerdir.

QS mekanizmasini1 gram pozitif bakterileri de kullanirlar ancak bu mekanizmada
ti¢ farkli bilegsen bulunur. Bunlar salgilanan bir peptid, membrana bagl bir histidin kinaz
reseptorii ve bir instraselliiler yanit regiilatoriidiir. Buna ek olarak hem gram negatif
bakterileri hem de gram pozitif bakterilerin otoindiikleyici 2 (aotoinducer 2: Al-2)
adinda {igiincii bir sistemde kullandiklari belirlenmistir (Cloak ve ark., 2002).

QS iletisim yontemiyle bakterilerin fizyolojik 6zellikleri bile degistirilebilir. Yani
bakteri bir baska bakteri ile karsilastiginda iletisim kurabilme ve davranigini
degistirebilme yetenegi kazanirken, bununla birlikte bireylerden olusan toplulugun
birlikte hareket etmelerine ve ¢ok hiicreli birim olarak davranmalarina izin vermektedir.
Ayni zamanda topluluga yararhi tiirlerin gelisimi de bu iletisim yOntemi sayesinde
uyarilabilir. Bu sistemin bakteriye pek ¢ok avantaji bulunmaktadir. QS sayesinde
bakteri davranislarini koordine eder ve besin kaynaklarina adaptasyon gelistirerek besin
icin yarisan diger bakterilere karsi savasabilmektedir. Sistemin sagladigi en 6nemli
avantaj ise, infeksiyon sirasinda viriilans faktorlerinin diizenlenmesi sonucu konakta
immiin yanittan kagabilmektedir (Saragli, 2006). Bunlarla birlikte biyofilm igerisinde
bilgi tasimmasi icin tek yol sinyal iletimi degildir. Bakteriyel hiicrelerin yogunlugu
yiksek oldugunda, ayni tiir veya farkli tiirler arasinda genetik bilgi transferi

olabilmektedir (Marsh, 2005).

2.1.3 Biyofilmin Gelisim Evreleri

Biyofilm, farkli ¢evre ve ortamlarda olusabilir fakat en basit bir biyofilm tabakasi
bile karmasik bir yapiya, dinamiklige sahiptir. Biyofilmlerin sabit bir noktada biyolojik
dontigiimlerini tamamladiklar1 yapilan g¢alismalarda gosterilmistir (O'Toole ve ark.,
2000). Biyofilm gelisim asamalarmin baslayabilmesi, besin durumu gibi spesifik
cevresel faktorler gibi etmenlere bagli olarak degisim gostermektedir. Gelisim agamasi
ortama taze besiyer saglandigi siirece devam eder. Ancak ortam igerisindeki besin
tilkenince yiizeyle olan baglantilar1 zayiflayarak planktonik formuna geri déner. Bu
ayrilmayla, hiicreler yeni besin kaynaklar1 aramaya baglar ve ortama daha iyi adapte
olarak yayilmaya baglarlar (Kolter ve ark., 1993). Bundan dolay1 biyofilmin gelisim
asamalarinin hepsinde besin ihtiyacim1 giderme durumunun etkili olacagi yapilan

calismalar sonucu belirlenmistir (O'Toole ve ark., 2000).
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Biyofilm olusum asamasinda sadece besin degil bununla birlikte ylizey
kosullarinin da 6nemli oldugu unutulmamasi gereken bir konudur. Bakteriler, farkl
yapidaki ylizeylere tutunabilirler. Buna bagli olarak biyofilm olugma ve gelisme
asamas1 yiizey kosullarma gore degisebilmektedir (Mafu ve ark., 1990). Ornegin;
Rogers ve ark. Legionella pneumophila bakterisinin kauguk bir ylizeye tutunmasinin
daha kolay iken, polivinil klortir, polipropilen, etilen-propilen, paslanmaz ¢elik ve cam
ylizeylere tutunmasinin daha az ve zor oldugunu belirlemislerdir (Rogers ve ark., 1994).
Yiizeyin organik veya inorganik yapida olmasi da biyofilmin ylizeye tutunmasini
etkilemektedir (Kumar ve Anand, 1998).

Gelisim evrelerine gore mikroorganizmalar planktonik ve sessile (yerlesik) olmak
tizere iki gruba ayrilirlar. Planktonik hiicreler serbest halde tek baslarina yasarlarken,
yerlesik hiicreler ise bir yiizeye tutunur ve toplu halde yasayarak fonksiyonlarimi
gerceklestirirler. Yiizeye tutunma asamasi zamana bagli bir olusumdur. Doniistimli ve
doniisiimsiliz olmak iizere bu durum iki asamaya ayrilir. Mikroorganizmalarin biyofilm
olusturmasi c¢esitli asamalardan meydana gelmektedir. Biyofilm olusumu temel olarak
mikroorganizma c¢esidine, ortam kosullarina, ylizeye ve zamana baghdir (Lundberg,
1998).

Biyofilm olusturacak bakteriler, yasadiklar1 ekosistem ne kadar farkli da olsa, ayni
dongiisel bigimde biyofilm olusturmaktadirlar (Danhorn ve Fuqua, 2007). Biyofilm
gelisimi 5 evrede (Sekil 2.2) ger¢eklesmektedir:

1. Doniistimlii tutunma (tutunma)

2. Doniisiimsiiz tutunma (yapisma)

3. Koloni gelisimi (kolonizasyon)

4. Biyofilm olgunlasmasi

5. Biyofilm hiicrelerinin koparak ayrilmasi

1. Doniisiimlii Tutunma

Biyofilm olusum evresinin ilk asamasi, bakterilerin bir yilizeye tutunmalari ile
baslayan dinamik bir siiregtir (Ciftgi, 2005; Fraud ve ark., 2007). Bakterilerin tutunma
asamasini yapabilmeleri icin ylizey ile etkilesimlerinin farkinda olmalar1 gerekmektedir.
Bakteriler bir verici ve bir alicidan olusan diizenleyici bir sisteme sahiptir ve bu sistem
cevresel uyarilar1 fenotopik degisikliklere cevirmektedir. Ilk tutunma asamasinin
gerceklesmesinden sonra biyofilm olusturmak i¢in ‘Quorum Sensing” sisteminden gelen

yanitlara bagli olarak hareket edilmektedir. Bu sistem sayesinde bakteriler, etrafindaki
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bakteri varliginin yogunlugunu belirler ve yiizeye tutunan her bir bakteri ‘ben
buradayim’ mesajin1 veren bir molekiil salgilayarak bakterileri bulundugu kisma
cekmektedir. Gonderilen sinyalin lokal konsantrasyonun artmasi i¢in yiizeye tutunan
bakterilerin sayisinin artmasi gerekmektedir. Bu sekilde biyofilm olugmasi icin bir dizi
islem baslatilmis olur (Ciftgi, 2005; Fraud ve ark., 2007).

Dontigiimlii basamakta, bakteri hiicresi ylizey ile tam olarak temas etmemekte,
aralarinda uzun mesafeli etkilesimler meydana gelmektedir. Bu etkilesimler; hidrofobik
etkilesimler, Van der Walls giicleri ve elektrostatik giigler olup zayif etkilesimlerdir.
Elektrostatik etkilesimler daha ¢ok itici giiglerdir, ¢linkii bakteriler ve kati yiizeyler
negatif yiiklidiir (Costerton ve ark., 1995; Poulsen, 1999).

Yiizey ile bakterinin ilk temasinin ger¢eklesmesinde hidrofobik giiglerin etkisi
biiytiktiir (Costerton ve ark., 1995). Bu asamada bakteriler durulama gibi basit yikama
islemleri ile kolayca uzaklastirilabilirler. Doniisiimlii tutunma asamasi, bakterilerin
durgun ve yapismis haldeki dengeli dagilimin bir sonucu olabilir. Bu kisimda
mikroorganizmalar yiizeye yakindir fakat heniiz yiizey ile temas etmemistir (Lindsay ve

Von Holy, 2006).

2. Doniisiimsiiz Tutunma (Yapisma)

Doniistimsiiz tutunma, bakterilerin yiizeye yapisma ya da kuvvetli bir sekilde
tutunmasidir. Yiizeye tutunan bakteriler, hiicre zarindaki proteinlerin uyarimi sonucunda
ekstraselliiler polisakkarit sentezlemeye baglar ve bu da hiicrelerin birbirine ve ylizeye
tutunmasini saglar. Bu madde zamanla, olumsuz olan ¢evre kosullarina kars1 koruma
saglar (Davey ve O'toole, 2000; Cift¢i, 2005; Lindsay ve Von Holy, 2006; Fraud ve
ark., 2007; Altun ve Sener, 2008; Nadell ve ark., 2009).

Doéniislimsiiz tutunma asamasinin ilk asamadan farki yiizeyle kisa mesafeli
etkilesimlerin olusmasidir. Bu etkilesimler dipol-dipol ve iyon-dipol etkilesimleri,
hidrofobik etkilesimler, iyonik ve kovalent baglar ve hidrojen bagi etkilesimleridir.
Mikroorganizmalar yapisma esnasinda hayatlarini siirdiirebilmek i¢in yiizey alaninda
yeterli besin olup olmadig1 arastirmasini yapmaktadirlar. Bakteriler yilizeye doniisiimsiiz
tutunabilmeleri icin, flegella ve pili organelleri ile EPS olusturarak ylizeye
baglanabilirler (Poulsen, 1999). Ancak EPS olusturmayan bazi bakteri tiirleri de
bulunmaktadir ve bu tiirlerinde yiizeylere baglanabildigi belirtilmistir.

Bu basamakta, bakterilerin yiizeylerden uzaklastirilmasi firgalama ve kazima gibi

giiclii islemler vasitasiyla gerceklesmektedir.
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3. Koloni Olusumu (Kolonizasyon )

Biyofilm olusum asamasmin son evresi yiizey kolonizasyonudur. Tutunan
bakteriler bu asamada gelisir ve daha sonra boliinlip ¢ogalarak biyofilm yapisinin en
kiigik organizasyon birimi olan mikrokolonileri olusturur (Cift¢i, 2005). Bir bakteri
hiicresi yiizeyde koloni olusturduktan sonra(ilk koloni), ayni yiizeyde diger bakteri
gruplari da koloni olusturmaktadir(ikincil koloni). Biyofilm yapisi biiyiimesiyle,
matriksde kapsiil olusturmus bakterilerde de artis goriilir (Poulsen, 1999). EPS ile ayni

zamanda diger planktonik formdaki bakterilerin yakalanmasi saglanir.

4. Biyofilm Olgunlasma

Olgunlagma evresinde, mikrokoloniler biiyiiyerek kompleks, mantar ya da kule
seklindeki yapilara doniismektedir. Bakteriler, EPS matriksinin ¢evreledigi
mikrokoloniler igerisinde yasamaktadirlar. Farkli yikseklik ve boyutlarda olan
mikrokoloniler arasindaki besin alisverisi ve atiklarin uzaklastirilmasi su kanallari ile

yapilmaktadir (Kumar ve Anand, 1998; Poulsen, 1999).

5. Kopma ya da Ayrilma

Bu asamada mikrokolonilerin olgunlasmasiyla, biyofilm tabakasindan tek bir
bakteri ya da bakteri kiimeleri halinde kopmalar meydana gelerek ortama yayilirlar. Bu
kisim biyofilm olusum evresinin bir agsamasi olabilecegi gibi dis kuvvetlerin etkisiyle de
kopmalar meydana gelmektedir (Poulsen, 1999). Koloniden ayrilan bakteri ve bakteri

kiimeleri baska bir yiizeyde tekrar biyofilm olusturma yetenegine sahiptirler.

J ) g planktonilk bakcerter Wk o

yiizeye tutunma

ekstraselliiler

polimerik dagihm
substrat a
("slime") A, sinyal
A molekiilleri
Qoo . a

A kimyasal olarak cekilme
geri doniisiimsiiz tutunma o

-
olgun mikrokoloni olusumu \ su kanallan

l sinyal /
» g 8™
: @ molekiiller
\ a
.

biiyiime ve béliinme

Sekil 2.2. Biyofilm olusum agamalar1 (Harrison ve ark., 2005).
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2.1.4 Biyofilm Olusumunun Kontrolii ve Engellenmesi

Biyofilm olusumunun kontrolii ve engellenmesinde ilk agsama biyofilm olusmadan
gerekli onlemlerin alinmasidir. Biyofilm olusturacak yiizeylerde belirli araliklarla uygun
ve etkili bir temizlik islemiyle mikroorganizmalarin tutunabilecegi organik maddeler
uzaklastirilmali ve bunu etkili bir dezenfeksiyon uygulamasi izlemelidir (Midelet ve
Carpentier, 2004; Simdes ve ark., 2006). Bu temizlik asamasindaki amag¢ EPS
tabakasinin par¢alanmasidir. Biyofilmin uzaklastirilmasi i¢in temizlik esnasinda ylizeye
mekanik kuvvet uygulamakta gerekebilmektedir. Biyofilmin olusacagi ortam sartlarina
gore; mekanik islemler, otomatik firga veya yliksek basingla temizlik yapilmasi, jel te-
mizleyiciler veya diisiik basingla yapilan temizlikten daha etkilidir. Amonyak,
formaldehit, deterjan maddeleri, katalize modifiye yiizeyler, elektriksel alanlar,
enzimler, ultrason ve yiiksek basincli temizleme sistemlerinin kullanimi biyofilm
olusumunu engelleme yontemleri arasinda yer almaktadir. Yontem cesitlerinin her biri
biyofilm olugumunu saglayan bakteri tiiriine, uygulama sekline ve biyofilm olusacak
ylizeye gore degisim gdostermektedir (Meyer, 2003).

Biyofilm olusturan mikroorganizmalar ile planktonik haldekiler karsilastirildig:
zaman biyofilm yapisi; antibakteriyel maddelere, gluteraldehit, klorin, monokloramin,
peroksijenler, iodin, iodinpolivinil-pirollidon gibi biositlere ve 1s1ya kars1 daha dayanikli
yapidadirlar (Cloete, 2003).

2.1.4.1 Kimyasal Madde Kullanimi

Biyofilm olusumunda mikroorganizmalari yok etmek icin kullanilan kimyasal
maddelerin EPS matriksine niifus etmeleri gerekmektedir (Meyer, 2003). Kimyasal
uzaklastirma yonteminde en ucuz yoOntem klor ile biyofilm organizmalarini
uzaklagtirmaktir. Fakat EPS matriksi klorun mikroorganizmalara ulasmasini
engellemesinden kaynakli olarak yiiksek konsantrasyonda kullanilmasi gerekmektedir.
Planktonik organizmaya gore biyofilm organizmalar1 klora kars1 150-3000 kez daha
direnclidir. Ozon, klora karst iki kat daha etkili olmasinin yaninda sistemin ozona
dayanikli bir maddeden yapilmasi gerekmektedir. Biyofilmin uzaklastirilmasinda
kullanilan diger bir kimyasal dortlii amonyumlardir. Bu maddeler uzaklagtirmada etkili
olurken kopan parcaciklar1 ylizeyden uzaklagtirmak i¢in yiizeyin basingli su ile

durulanmas1 gerekmektedir.
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2.1.4.2 Enzimler

Spesifik kimyasal molekiiller lizerinde katalitik bir aktiviteye sahip olan enzimler,
ozellikle gida endistrisinde biyofilm uzaklastirilmasinda 6nemli bir yontemdir. EPS
matriksi, heterojenik kompleks yapiya sahip bir molekildir ve bu kompleks yapiyi
bozabilmek i¢in enzimlerin yardimina ihtiyag vardir (Simoes ve ark., 2010). Biyofilm
uzaklastirilmasinda, bakterinin tiiriine gére enzim etkisinin degisebildigi ve ylizey aktif
maddelerle kombinasyon saglanarak daha kolay uzaklastirilabildigi gosterilmistir
(Lequette ve ark., 2010).P. Fluorescens’in olusturdugu biyofilmEPS yapisinin iizerine
amilaz enziminin etkisi az olurken, proteaz enzimiyle kolaylikla parcalandigi yapilan
calismalarda go6zlenmistir (Molobela ve ark., 2010). Biyofilm uzaklastirmasinda,
polisakkarit hidrolize eden enzimler ile oksidorediiktazlarin kombinasyonu da
onerilmektedir. Biyofilm matriksini polisakkarit hidrolize eden enzimler pargalarken
(Johansen ve ark., 1997), oksidorediiktazlar ise bakteriyi 6ldiiren etkiye sahip oldugu

icin gelisimi engellemektedir.

2.1.4.3 Ultrason

Ozellikle gida endiistrisinde kullanilan ultrason yontemi, kesme, dondurma,
tavlama, sterilizasyon, beyazlatma ve ekstraksiyon asamalarinda kullanilmaktadir
(Chemat ve Khan, 2011). Ancak gida endiistrisinde bu bakteriler sadece ultrasonik
yontemle yok edilemeyebilir. Bundan dolay1 diger yontemlerle beraber uygulanmasi
tavsiye edilir (Qian ve ark., 1997; Piyasena ve ark., 2003).

Yapilan aragtirmalar sonucu ultrasonun antibiyotiklerin biyofilme olan etkisini
arttirdig1 goriilmiistiir ve matrikse oksijen diflizyonu saglayarak biyofilm hiicrelerini

aktif hale getirerek antibiyotik kullanim1 saglamaktadir (Peterson ve Pitt, 2000).

2.1.4.4 Elektrik Alan

Biyofilm olusumunu engelleyebilmek icin yapilan c¢alismalar igerisinde
biyoelektrik alan son yillarda biiyiik ilgi géormektedir. Yapilan caligmalarda; glimiis,
karbon ve platin gibi elektrotlar: kullanarak 200-400 pA gibi diisiik akimla olusturulan

elektriksel alanda, gram negatif ve gram pozitif bakterilerinin planktonik hiicreleriyle
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birlikte Candida albicans gibi biyofilm olusturan organizmalarin hiicrelerini de yok

ettigi gortilmiistiir (Davis ve ark., 1991).

2.1.5 Oral Biyofilm

Dis minesi, kok yiizeyleri, dental implantlar ve materyaller gibi kat1 yilizeyler
tizerine yapisarak EPS matriksi icerisinde yasayan bakteriyel toplulugu oral biyofilm
olarak adlandirilmaktadir (Zijnge ve ark., 2010). Dis yiizeyinde oral biyofilm olarak
olusan, matriks igerisinde yerlesmis mikrobiyal orijinli mikroorganizma topluluklar1 ise
‘dental plak’ olarak bilinmektedir (Sakaguchi ve Powers, 2012; Simsek ve Bulut, 2012).

Oral biyofilm, giirliklerinin ve periodontal hastaliklarin olugsmasinda onemli
derece rol oynayan mikrobiyal bir ekosistemdir. Biyofilm sistemlerinden arastirma
konusu olarak en cok calisilan ve Onemli dereceye sahip olan bir konu oldugu
bilinmektedir. Bu c¢alismalar; tip, endiistri ya da doga gibi alanlarla ortak kesisim
noktalar1 olup, biyofilmin yapisi, igerigi, mekanizmasi gibi konular arastirilmistir
(Bowden ve Li, 1997).

Oral biyofilm sisteminin bakteri i¢eriginin fazla olmasindan dolay1 kismen karigik
bir yapidadir (Davey ve O'oole, 2000; Overman, 2000). Bu sistemdeki
mikroorganizmalarin EPS leri hem sentez yapabilmesi hem de yikabilmesi ayirt edici
ozelligi olarak gosterilmektedir. Mikroorganizmalar i¢in bazi O6nemli besinlerin
baglanmasi, zararli ajanlara karsin mikrobiyal hiicrelerin korunmasi ve adezyonun etkili
bir sekilde yapilmasi i¢in EPS nin kimyasal igerigi ve yapisi 6nemlidir (Socransky ve
Haffajee, 2002; Marsh, 2005).

Oral ortamdaki biyofilm siirecinde bakterinin yapismasi, gelisimi, uzaklasmasi ve
tekrar yapismasi olaylari ayn1 anda meydana gelir (Marsh, 1995). Agiz icerisinde ve
tilkiiriikteki bakteri fazlaliginin sebebi dis ve yumusak dokularda olusan biyofilmlerden
kaynaklandig1 soylenmektedir (Socransky ve Haffajee, 2002).

Oral ortamda biyofilm olusum asamalari belli bir diizendedir (Marsh ve Nyvad,
2008). Bunlar;

1. Pelikil olusumu

2. Bakterilerin yapismasi (0-4 saat)

3. Yapismis olan bakterilerin gelismesi ve farkli mikrokolonilerin olusumu(4-
24 saat)

4. Mikrokolonilerin gelisimi (1-14 saat)
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5. Olgun biyofilm olusumu (2 hafta)

1.Pelikil olusumu:

Mikroorganizmalar, dis yiizeyine direkt olarak tutunup kolonize olamamaktadir.
Dis yiizeyleri tamamen temizlenmiste olsa, kisa siirede glikoproteinler, musinler, alfa
amilaz gibi egzo {irlinler, bakteri hiicre debrisleri, asidik prolinden zengin proteinler ve
sialik asitten zengin bir karisim olan aseliiler proteindz yapida bir madde ile kaplanir.
Ve pelikil adim1 alir. ilk 24 saat icerisinde kolonizasyonun gergeklesmedigi alanlarda
pelikil kalinlig1 0,01-1 pm’ye ulasir (Marsh ve Nyvad, 2008) ve bu yapiya ‘kazanilmis
pelikil’ ad1 verilir (Onisei ve ark., 2008). Pelikil, ¢ogunlukla tiikiiriik bilesenlerinden
olusan bir mine Ortiislidiir ve asitlere karst mineyi korumaktadir. Bunun yaninda disler
arasindaki slirtinmeyi azaltabilmek, remineralizasyon i¢in matriks saglamak,
mikroorganizmalarin yilizeye tutunmasini kolaylastirmak ve kolonize olmus bu
organizmalar i¢in besin kaynagi durumunda olmasi pelikilin diger fonksiyonlari

arasinda yer almaktadir.

2. Bakterilerin yapismasi:

Oral bakterinin dis ylizeyine pasif tasinmasi kismidir. Ancak agiz ortaminda 700
den fazla bakteri cesidi bulunmakta fakat her mikroorganizma oral biyofilm
olusturmamaktadir. Bazilar1 belirli 6zel sartlarla oral biyofilm olusturmaktadir.
Biyofilmin olusumu, fiziksel ve hiicresel etkilesimler ile baslamaktadir. Mikrobiyal
hiicre yiizeyi ve pelikil kapli dis arasinda, zayif uzun vadeli fizikokimyasal etkilesimler
olusur ve bu etkilesim ile geri donilisiimlii tutunmay1 saglayan net ¢ekimin zayif oldugu
bir bolge olustururlar (Simsek ve Bulut, 2012). Bu etkilesim cesitleri; fiziksel yakinlik,
metabolik aligveris, isaret molekiillii aracili iletisim, genetik materyal aligverisi,
koagregasyon (genetik olarak farkli hiicre tipleri arasindaki 6zel hiicre-hiicre tanimalart:
adezin-reseptor iligkisi) seklinde siralanabilmektedir (Sakaguchi ve Powers, 2012).
Kolonizasyon asamasinin temeli adezin-reseptor mekanizmasina dayanmaktadir
(Lamont ve Jenkinson, 2010). Oral ortamda mine veya kok fark etmeksizin, ¢ogunlukla
ilk kolonize olan mikroorganizmalart S. Sanguis, S. Oralis ve S. Mitisolan
Streptococcus tiirleridir (Marsh ve Nyvad, 2008). Yanak ve mukoza yiizeyinde biyofilm
olusuyorsa ilk once Leptothrischia buccalis ve Streptococcus salivarius tiirleri tutunur.

Bundan sonra say1 ve bakteri ¢esitliligi artmaktadir.
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Birincil(erken) kolonizasyon olarak adlandirilan bu asamada yiizeye tutunan
bakteriler mikrokoloniler olusturmaya baslarlar. Bu sathada olusan mikrokoloniler saf
bakteri kiimeleridir. Biyofilmler burada aralikli olarak olusan bakteri kolonileri

seklindedir (Marsh, 2005).

3.Yapisan bakterilerin gelisimi ve farkli mikrokolonilerin olusumuna énciiliik

etmesi:

Oral biyofilmler i¢erisindeki mikroorganizmalar adezin ve reseptorler ile molekiiler
iligki kurarak giiclii ve tiire 6zgii bir baglanti kurarlar. Kolonize olan bakteriler gelisirler
ve ortam sartlarin1 diger bakteriler i¢in uygun hale getirirler(Erdem, 2006).

Ikincil (gec) kolonizasyon olarak gecen bu asama igerisinde adezin-reseptor
sistemine benzer baglanma olusmaktadir. Bu asamada olan baglanma sekli; genetik
olarak farkli olan bakterilerin birbirini tanimasini, hiicreler arasi iletisimi ve yapismasini
saglamaktadir ve ‘koagregasyon’ olarak adlandirilmaktadir (Hajishengallis ve Michalek,
1999; Davey ve O'toole, 2000; Donlan ve Costerton, 2002; Marsh, 2005).

4. Mikrobiyal yiZihm ve koagregasyonla farkli mikrokoloni tiirlerinin
gelisimine onciiliik etmesi ve olgun biyofilm olusumu:

Oral biyofilmin gelismesi ve olgunlagmast koagregasyon iletisim yOntemine
dayanmaktadir. Bakteri kiimeleri kalinlagan adezin tabakasinin igerisine girer ve adezin
tabakasi Ortii gibi bakterileri kusatir. Bu asama, bakteriyel boliinmenin en fazla oldugu
kisimdir (Donlan ve Costerton, 2002).

Hiicreler boliinerek dis yiizeyinde dikey uzanan koloniler meydana getirirler. Oral
biyofilm tabakasinin genigsleme asamasinda, tiikiiriikten adsorbe edilen serbest haldeki
mikroorganizmalar bakteriyel atiklarin ¢ogalmasina katkida bulunmaktadirlar.
Mikroorganizmalar yiizey tabakada diger tiirlerle koagre olur. Bundan dolay1 kiiresel
mikroorganizmalar flamant6z bakterilerin iizerinde birikerek misir kogani ‘corn-cob’
seklinde bir goriintii kiimesi olustururlar (Marsh ve Nyvad, 2008).

Kolonizasyon olusumu devam ettikge bakteriler saldiklar1 ekzoenzim ve araci
maddeler ile birbirlerinin boliinmesini saglarlar. Aymi1 zamanda da yeni adezin
sentezleyerek etraflarini matriks ile sararlar. Biitlin bakteri kiimelerinin orta kisminda ve
icerisindeki bakterileri besleyebilmek i¢in adezin matriks iizerinde su kanallar1 olusur.
Bu kanallar, bakteri kiimeleri arasinda su ve besin sirkiilasyonu yapmak i¢in gereklidir

(Donlan ve Costerton, 2002). Kanallar biyofilmin 6énemli bir pargasi olup yapiya katkisi
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oldukca biiyiiktiir. Oral biyofilm yapisina siirekli disaridan yeni bakteriler eklenirken,
Olen bakteriler ise diger bakteriler tarafindan besin kaynagi olarak kullanilmaktadir.
Bakteri eklenmesiyle ve cogalmasiyla biyofilm tabakasi zamanla kalinlasir. Biyofilm
yapisi aslinda; simbiyotik, kendiliginden organize olmus bir bakteri dokusudur (Davey
ve O'toole, 2000). Olgunlasma evresi, zarara ugramazsa 2-3 hafta i¢erisinde meydana

gelmektedir. Kalinligi 50-100 pm’ ye ulagsmaktadir (Donlan ve Costerton, 2002).

2.1.5.1 Oral Biyofilmin Olusumuna Etki Eden Faktorler

> Yiizey alanimin durumu:

Aragtirmalar sonucu, oral biyofilmin olusmasi sirasinda mikroorganizmalar ilk
olarak dis minesi tizerindeki ¢atlak, oyuk vb. alanlara tutundugu goriilmiistiir. Goriilen
bu 6zellikten dolay1 da biyofilm olusumunda yiizey yapisinin 6dnemi biiyiiktiir. Bunun
yaninda yiizey alaninin enerjisi de olusumda dnemli rol oynar. Yiizeyin piiriizlii oldugu
noktalarda enerjinin fazla olmasindan dolay1 biyofilm olusumu daha kolaydir (Shahal ve
ark., 1998; Carlen ve ark., 2001; Auschill ve ark., 2002).

> Besin faktorleri:

Biyofilm olusumu i¢in sakkaroz gerekli besin kaynagidir. Bu madde farkli bakteri
tiirleri i¢in farkli gorevler yerine getirmektedir. Ornegin; substrat olusturarak
Streptococcal glikoziltransferaz (GTF) i¢in ¢6ziinebilen ve ¢oziinemeyen glukanlarin
olusumu saglanirken, Veillonella tiirii icin sentezlenmesiyle birlikte laktik asit kaynag:
olmaktadir. Bunlarin yaninda ortamda fazla miktarda bulunmasiyla ortam pH’sini
diisiirmekte ve sinirli oranda bulundugu zaman da enerji kaynagi olarak bulunmaktadir
(Bowden ve Li, 1997). Besin olarak diger mono-di-polisakkaritler de gelisim igin besin
kaynagi olabilmektedir (Marsh ve Nyvad, 2008).

Sakkaroz, matrik yapisint daha piiriizlii hale getirdiginden dolay1 ¢iirige neden
karbonhitratlarin basinda yer almaktadir. Bunlarla birlikte sakkoroz yiiksek
konsantrasyonda bulundugu ortamlarda, oral biyofilm yapisinin kalsiyum, fosfor ve
fluorid gibi iyonlarin konsantrasyonlarinin az oldugu belirlenmistir. Oral ortam pH’si
degistirebilen sakkaroz, S. Mutans tiirliniin ¢ogalmasina sebep olmaktadir (Leme ve
ark., 2006).

» Tiikiiriik:

Oral biyofilmin olusumda en 6nemli faktorlerden biride tiikiiriiktiir (Rudney,

2000; Al-Ahmad ve ark., 2007). Tukirtk, igerisinde bulunan proteinlerden kaynakli
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olarak agiz igerisindeki tiim alanlarda biyofilm olusturma yetenegine sahiptir. Bu
sayede olusan pelikil iizerinde, mikroorganizmalarin tutunabilmesi igin pozitif bir
seleksiyon olusmaktadir. Planktonik durumda olan farkli tiirler arasinda ise
koagregasyon olusturmaktadir (Rudney, 2000).

Yapilan c¢alismalarda; bakterinin cinsine gore tiikiiriikk, proteinleri sayesinde
bakterinin yiizeye tutunmasini kolaylastirabildigi gibi engellendigi de gorilmiistiir
(Steinberg ve ark., 1999). Tiikiiriik icerisinde bakteri oraninin kritik noktaya geldiginin
iletimini yapan kimyasal haberciler bulunmaktadir. Bu haberi alan bakteriler tiremeye
baslayarak biyofilm kalinlasmasini1 saglamaktadir. Biyofilm kalinlasarak antimikrobiyal
etkilere kars1i direng kazanmaktadir (Rudney, 2000). Ayrica tiikiiriik; bakteri
yogunlugunun kritik noktaya gelindiginin anlagilmasini saglayan kimyasal haberciler
tagimaktadir. Kritik noktaya gelindigi anlasildiktan sonra iireme baglamakta ve biyofilm

kalinlasarak antimikrobiyal ajanlara kars1 direngli bir hal almaktadir (Rudney, 2000).

2.1.6 Staphylococcus Aureus

Staphylococcu saureus mikroskop altinda incelendiginde kisa zincirli, ¢ift ve
tizim gibi salkim halinde oldugu gozlenmistir. Bu hiicreler 0,7-1,2 um boyunda,
hareketsiz ve sporsuz kok seklinde gram pozitif bakterisidir(Mutlu ve ark., 1999).
Uremeleri esnasinda  birbirlerinden ayrilmayarak diizensiz kiimeler meydana
getirmelerinden dolay1 bakterilere aureus sekilde isim verilerek adlandirilmigtir
(Bilgehan, 1995). Patojenler arasinda yer alan stafilokoklar insan i¢in; deri, yumusak
doku ve triner sistem enfeksiyonlarina neden olmaktadir (Mahon ve ark., 2014). Bu
enfeksiyonlarda en ¢ok karsimiza ¢ikan tiir Staphylococcus aureus (S.aureus)’dur ve
bakterinin siiflandirilmast Tablo 1°de gosterilmistir (Torun ve Kiraz, 2011).

Tablo 1. Staphylococcus aureus siniflandirilmast.

Smiflandirma Bakteri

Alem Eubacteria
Boliim Firmicutes

Simf Bacilli

Takim Bacilliales

Aile Staphylococcaceae
Cins Staphylococcus

Staphylococcus aureus kapsiilleri polisakkarit yapidadir. Bu yapi1 bakterileri

fagositoz gibi etkenlerden korurken, dokulara, katetelere ve diger sentetik materyallere
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karsida tutunma 6zelliklerini attirir. Bakterinin biitiinliigiinii koruyan ¢oklu tabakalardan
olusan hiicre duvar1 bulunmaktadir. Hiicre duvarlarinin yapisi; peptidoglikan,
reseptorler ve yiizey proteinlerinden olusmaktadir. Peptidoglikan (mukopeptid, miirein)
tabakasi; gozyasi, tiikliriik, insan monosit ve makrofajlarinda bulunan lizozime
(muramidaz) kars1 direng saglamaktadir (Bilgehan, 1995). Bakteri yiizeyinde bulunan
proteinler, bakterinin konak hiicresine tutunmasini saglarlar. Bu yiizey proteinleri;
protein A, koagiilaz, elastin, kiimelenme faktorii, kollajen baglayan proteinler ve
fibronektin baglayan proteinlerdir (Novick, 2000).

Ekstraselliiler patojenik bir bakteri olan S.aureus, biyofilm olusum asamasi iki
basamakta gerceklesmektedir. Ilk basamak yiizeye tutunmadir. Bu asamada;
ekzopolisakkarit yapilar ile bakteriler birbirine ve hiicre dis1 ylizeylere kuvvetli bir
sekilde tutunur. ikinci asamada; olusan polisakkarit yapisi icerisinde mikrokoloni
olusumu ile kolonizasyon meydana gelmektedir. Biyofilmin {ist tabakasindan kopan
hiicreler, yeni mikroorganizmalarda biyofilm olusturabilir (Vancraeynest ve ark.,
2004;Patti ve ark., 1994; Foster ve Hook, 1998; Cramton ve ark., 1999; Jefferson,
2004).

2.2. Hidroksiapatit

2.2.1 Genel Ozellikleri ve Yapisi

Biyomalzemeler; dogal ya da sentetik malzemeler olup viicuttaki canli dokularin
fonksiyonlarmi yerine getirmek ve desteklemek amaciyla kullanilan malzemelerdir.
Bunlar siirekli veya belli araliklarla viicut akigkanlariyla temas etmektedirler (Pasinli,
2004). En 6nemli 6zellikleri yapisal ve yiizey biyouyumluluklaridir. Yapisal uyumluluk,
biyomalzemelerin viicut dokularinin mekanik davranigina sagladigi optimum uyumdur.
Yiizey uyumluluk ise, malzemenin viicut dokulariyla fiziksel, kimyasal ve biyolojik
olarak uygun olmasidir (Wintermantel ve ark., 1996).

Hidroksiapatit (HA), biyouyumlulugu ¢ok yiikksek olup biyoseramik
malzemelerarasinda onemli bir yeri vardir. Yapis1 kalsiyum fosfat igeren, formiile
edilmis hali Ca;o(PO4)s(OH), olan hidroksiapatitler kemik dokusunun inorganik
yapisina benzer yapisiyla sert dokularla dogrudan kimyasal bag kurabilmektedir.
Kimyasal ag¢idan benzerliklerinden dolay1 kemik ve dis gibi sert dokularin igerisinde toz

haliyle dolgu maddesi olarak kullanilirken, sinterlesmis haliyle de viicuda yerlestirilen
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metal implantlarin kaplanmasinda kullanilabilmektedir (Mostafa, 2005; Pasinli ve
Aksoy, 2010).

Yapisindan dolayr tip ve disgilik gibi saghk alanlarinda siklikla kullanilan
biyoseramik bir malzemedir. Kemik gorevini alabilmek maksadiyla protez yapiminda,
catlak ve kirik kemiklerin onarim asamasinda ve metalik biyomalzemelerin
kaplanmasinda siklikla kullanilmaktadir (Pasinli ve Aksoy, 2010).

Saflik orani yilizde yiizi bulan HA’in viicut igerisinde, diger kalsiyum fosfat
tiirevlerine gore en az ¢oziiniirliige, en yiiksek dayanima ve en kararli yapiya sahip olan
madde oldugu belirlenmistir (37°C, pH >4,2). Kalsiyum fosfat seramikleri viicutta belli
oranda emilime ugramaktadirlar. Bu emilim 3 faktore bagl olarak degismektedir.

1. Coziiniirlik katsayis1 ve pH (fizikokimyasal ¢oziiniirliik): Bu durum yeni

kalsiyum fosfat tiirevlerinin olusumuna neden olabilmektedir.

2. Biyolojik faktorler: Viicudun kendini savunma mekanizmasi tarafindan
yabanc1 pargaciklarin  etkisiz hale getirilmek amaciyla partikiiliin
bozulmasidir.

3. Dis etkiler: Sinir noktasina ulasan malzeme dis etkilerden dolay1 fiziksel
pargalanma yasar (Hasret, 2010).

Hidroksiapatit yilda %5-10 emilim hiziyla diisiik bozunmaya sahiptir. Kalsiyum
fosfat tlirevleriyle karsilagtiracak olursak; Amorf kalsiyum fosfat(ACP, Ca3(PO4)2.xH20)
> Trikalsiyum fosfat(TCP) > a-trikalsiyum fosfat > B-trikalsiyum fosfat >> hidroksiapatit
(—Artan bozunma hizi) seklinde siralanmaktadir (Corbridge, 1990; Hench ve Wilson,
1993; Park ve Bronzino, 2002).

HA yiiksek sicakliga (900-1200°C) maruz birakildigi zaman yapisindaki Ca/P mol
oranina bozunmaya ugramaktadir. Sinterlesme sicakliginin iizerinde; Ca/P orami 1,67
olan HA’in stokiyometrisinde hafif sapmalarda olsa baska kalsiyum fosfat tiirevlerinin
(alfa, beta, trikalsiyum fosfat, tetrakalsiyum fosfat) olusmasina neden olabilmektedir.
Malzemenin  ¢Ozlniirliigli, stokiyometrisi ve asitligi  arasindaki iliskiler
degisebilmektedir. HA’in ¢oziiniirliigiiniin artmasi, Ca/P mol oraninin diismesinden ve
HA’in bulundugu ortamin asitliginin artmasindan kaynaklanmaktadir. Mol oraninin
1,67’ye yaklasmasiyla HA’in ¢ozliniirliigiiniin azaldig: tespit edilmistir (Orlovskii ve
ark., 2002; Safronova ve ark., 2007).

HA, genel olarak hegzagonal kristal yapist ve mekanik 6zellikleri Sekil 2.3’de
gosterilmistir (Bronzino, 2000). Ideal Ca/P oram1 10/6 ve hesaplanan yogunlugu 3,16
g/lcm®olarak verilmektedir (Park, 1992). Mekanik dayanim, pargacik boyutuna (Mostafa,
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2005) ve biiyiik oranda sinterlesme sicakligmma (Yang ve ark., 2004) baghdir. HA
yapisinin bozulmasiyla mekanik dayanim biiyiik 6l¢iide azaldigi goriilmiistiir (Yang ve

ark., 2004).

Elastisite modiilii (GPa) 4,0-117

Bas1 mukavemeti (MPa) 294
Egilme mukavemeti (MPa) 147

Sertlik (Vickers, GPa) 3,43

Poisson orani 0,27

Yogunluk (teorik, g/em®) 3,16

Sekil 2.3. Hidroksiapatitin kristal yapist ve mekanik &zellikleri.

HA gozenekli bir yapiya sahiptir. Bu gozenek yapisi sayesinde hiicrelerin,
gozeneklerin igerisine dogru niifus edip biiylimesiyle dokularin biyomalzemeye
tutunmasi saglanir. Ayn1 zamanda bu gozenekler sayesinde 6nemli viicut sivilariin ve
kanin kemik yapiya ulagimi saglanir (Pasinli ve Aksoy, 2010). Bundan dolay1 icinde

kemik biiyiimesi istenilen durumlarda HA tercih edilmektedir.

2.2.2 HA’tin Uretim Yontemleri

HA sentezi ilk olarak kimyasal ¢oktiirme yontemiyle yapilmistir(Hayek ve
Newesly, 1963). HA sentezinde ¢Oktiirme yonteminin yaninda kati hal, sol-jel,
emiilsiyon, sprey-piroliz, hidrotermal sentez ve mekano kimyasal yontem gibi birgok
yontem kullanilmaktadir. Bazi HA sentez reaksiyonlar1 asagida verilmistir (Evcin ve
ark., 2009).

Kati hal sentez reaksiyonu;

3Ca3(P0Oy)+ CaO —HA
Hidroliz sentez reaksiyonu;
a-Caz(POs); + H,0 —HA + H3PO,

(Cokelme sentez reaksiyonu,

Ca(NOs); + (NH4)2HPO4 + NH3 + H,O —HA + NH4NO3

Hidrotermal sentez reaksiyonu;

Ca(OH); + (NH4),HPO4— HA + H,O + NH3
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Sol-jel sentez reaksiyonu;

Ca(NOg); * 4H,0 + (CH30),PO —HA
Mekano kimyasal sentez reaksiyonu;

CaHPO, * 2H,0 + CaCO3;—HA

Her sentez yonteminin kendine gore avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir.
Bunlarin arasindan kimyasal ¢oktiirme yontemi; islem kolayligi, diisiik sicaklik, basit
ekipmanla ve istenilen stokiyometrik oranda saf {irlin eldesi gibi avantajlarindan dolay1
en 6nde yer almaktadir (Kong ve ark., 2002; Kumta ve ark., 2005).

HA iiretim yontemi; biyomalzemenin kullanim alanina gére yani, malzemenin
sert doku degisimi veya doku ve protezlerin birlestirilmesinde kullanilacak olmasina

gore farklilik gostermektedir.

2.3. Brokoli (Brassica Oleracea)

Brokoli (Brassica oleracea) bitkisi, turpgiller (Brassicaceae) familyasindan
gelen bir bitkidir. Olgunlasmamis yesil renkli ¢icek taslaklari igin yetistirilmektedir.
Tiiketilen kisimlar1 cicek taslaklar1 ve kalin, etli c¢icek saplaridir. Morfolojik yapisi
karnabahara benzemektedir (Vural ve ark., 2000). Brassicaceae familyasindan gelen
sebze tiirleri diinya capinda tiiketimi fazla olup, insanlarin beslenmesinde nemli bir
yere sahiptirler (Ferreres ve ark., 2005). Brokoli bitkisinin ana vatani tam olarak
bilinmemekle birlikte, Akdeniz bolgesi olarak kaynaklar arasinda yer almaktadir.
Brokoli ismi Latince’de “kol” anlamma gelen brachium kelimesinden (Italyancasi
braccio) tliretilmistir. Brokoli ¢esitlerinde, yesil renkli olgunlasmamis ¢igek taslaklarina
“calabrese” ad1 verilmektedir. italya’da yer alan bir bdlgenin adi olmasindan dolayt,
anavataninin Italya oldugunu diisiiniilmektedir (Vural ve ark., 2000). Ulkemizde iiretimi
cok az yapilmaktadir.

Brassicaceae familya grubunda yaygin olarak yetistirilen sebze gesitleri; brokoli,
karnabahar, lahana, briiksel lahanasi, kanola, hardal, turp bu grup igerisinde yer
almaktadir. Bu familya grubundaki sebze cesitleri zengin fitokimyasal besin
kaynaklaridir. Fenolleri, antioksidanlari, glukosinolatlari ve temel besin mineralleri
acisindan oldukga zengin yapiya sahiptirler (Moreno ve ark., 2006). Cig veya haglanmis
tilketilen brokoli bitkisinin, haslanmasiyla suya gegen vitaminlerinden dolay1 suyu

dokiilmeyip degerlendirilmelidir. Diisiik kaloriye sahip besleyici grup olan brokoli,
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diyet meniilerinde yerini almaktadir. Cig brokoli(Brassica oleracea) bitkisinin igerdigi
besin degerleri Tablo2.2 deki gibidir (USDA: United States Department of Agriculture).
Arastirmalar sonucunda brokoli bitkisinin yiiksek miktarda selenyum igerdigi de

bulunmustur (Abdulah ve ark., 2009).

Tablo 2.2. Cig brokoli bitkisinin besin degerleri(USDA).

Karbonhidrat 6,64 g B6 vitamini 0,175 mg (%13)
Seker 1,79 Folik asit (Vit. B9) 63 ug (%16)

Lif 2649 C vitamini 89,2 mg (%149)
Yag 0,379 E vitamini 0,78 mg (%5)
Protein 2824 K vitamini 101,6 pg (%97)
Su 89,30 g Kalsiyum 47 mg (%5)

A vitamini 31 pg (%3) Demir 0,73 mg (%6)
Karoten 361 pg (%3) Magnezyum 21 mg (%6)
Tiyamin (Vit. B1) 0,071 mg (%5) Fosfor 66 mg (%9)
Riboflavin (Vit. B2) 0,117 mg (%8) Potasyum 316 mg (%7)
Niyasin (Vit. B3) 0,639 mg (%4) Cinko 0,41 mg (%4)
Pantotenik asit (Vit. B5) 0,573 mg (%11)

2.3.1 Brokolinin insan Saghgina Etkisi

Brassicaceae familyasinda bulunan sebzelerin; insan saghiginda kansere karsi
korudugu, 6zellikle kardiyovaskiiler ve gastrointestinal sistemde mevcut kanser riskini
azaltict yonde etkili oldugu bilinmektedir (Lin ve ark., 2009). Brokoli (Brassica
oleracea) bitkisi yapisinda siilforafen maddesini de igerdigi, bundan dolay1 kansere
kars1 koruyucu etkisinin var oldugu bulunmustur. Taze brokoli igerisinde 0,8-1,6 mg/kg
kadar siilforafen oldugu bildirilmistir (Hanlon ve ark., 2008). Brokoli bitkisinin
tilketilmesi ile akciger, kolon(kalin bagirsak) ve prostat kanserine yakalanma riskinin
azaldig1 goriilmiistiir. Kanserin yaninda kalp hastaliklarina, kalp krizi gegirme ve
katarakt gibi problemleri en aza indirgemede yardimci olmustur. Ayrica yiiksek oranda
demir ve folik asit icerdiginden kansizliga karsida etkisi bulunmaktadir. Brokolinin, iyot
emilimini azaltmasindan dolay1 tiiketen kisilerin iyotlu tuz almayi ihmal etmemeleri
gerekmektedir (Bekki, 2010). Yapilan biyolojik calismalar sonucunda; Brassicacea
familyasina ait sebze gruplarinin igerisinde bulunan flavonoidler, glukosinolatlar ve bazi
fenolik bilesiklerin antioksidan ve serbest radikalleri yok edici Ozellikleri oldugu
gozlemlenmistir (Vallejo ve ark., 2002; Ambrosone ve ark., 2004; Lin ve Harnly, 2009;
Lopez-Berenguer ve ark., 2009). Brokoli ¢i¢eklerinde iki ana flavonol glikosidin olan

kuarsetin 3-O-soforizid ve kaempferol 3-O-soforozid igerdigi bulunmustur (Price ve
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ark., 1998). Brokoli (Brassica oleracea) bitkisinde bulunan flavonol glikosidlerin

molekiiler yapilar1 Sekil 2.4’teki gibidir.

Bilesik R,
Kuarsetin 3-O-soforozid -OH
Kaempferol 3-O- soforozid -H
Isokuarsetin -OH
Kaempferol 3-O-glukozid -H

Sekil 2.4.Flavonol glikosidlerin molekiiler yapilar.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan cihazlar ve kullanim amaglar1 Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari.

Cihazlar

Kullanim amacglari

Analitik terazi / ANT marka
pH Metre / Thermo Scientific Orion 2 Star

Manyetik Karistirict/ Wisester MHS-200

Etliv / Binder
Mantolu Isitict /Trade Raypa

Rotarevaporatdr/ Heigdolph Laborato 4001

Liyofilizator / Labronco
HPLC / Shimadzu

Buzdolab1 / Beko
Deiyonize ultra-saf su cihazi / Elga

Kiil Firin / Lenton
Schuett Phoenix
Sonikator / WiseClean

Steril Kabin/ Class Il Safety Cabinet
Inkiibator /Sanyo

Tartimlar 00,0001
yapilmustir.

HA sentezi igin gerekli olan ¢ozeltilerin pH ayarlanmasi
yapilmistir.

HA elde edilmesi i¢in hazirlanan ¢6zeltilerin homojen
halde karistirilmasi i¢in kullanilmustir.

HA maddesinin kurutulmasi i¢in kullanilmustir.

Brokoli ekstrelerinin hazirlanmasi i¢in kullanilmistir.
Brokoli ekstrelerinden ¢6ziicii uzaklastirilmast  igin
kullanilmustir.

Brokoli ekstrelerini kurutmak amaciyla kullanilmistir.

Brokoli ekstrelerinin karakterizasyonunda kullanilmustir.
Ilgili ¢ozelti vs. saklamak i¢in kullanlmistir.
Saf su elde etmek i¢in kullanilmstir.

Elde edilen CaHA disklerini sinterlestirmek amaciyla
kullanilmustir.

g duyarhiktaki analitik terazide

Triptikaz soy broth igerisinde 0,5 McFarland
bulanikliginda ayarlama i¢in kullanilir.
Disk  iizerindeki  bakterileri  ¢ozmek  amaciyla

kullanilmustir.

Mikrobiyolojik caligmalar i¢in gerekli olan steril ortami
saglamak amaciyla kullanilmistir.

Bakterilerin biiylime ortamini saglamak i¢in kullanilmigtir.

Calisma esnasinda kullanilan kimyasallar Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildigi yer.

Formiil Temin edinilen yer
Ca(N0s),.4H,0 Analar Normapur-VWR-Chemicals
(NH4),HPO, Alfa Aesar
NH,OH Merck
CH;0H Sigma-Aldrich
NaCl Merck
MgCl,.6H,0 Analar Normapur-VWR-Chemicals
CH;COOK VWR-Chemicals
KCI Merck
CaCl,.2H,0 Sigma-Aldrich
K3PO, Sigma-Aldrich
NaF Flasher-Chemical
HsPO, Merck
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3.2 Biyofilm Olusumu Asamasi icin Yiizey Hazirlama

3.2.1 Kalsiyum Hidroksiapatit (CaHA) Sentezi

Kalsiyum hidroksiapatit sentezi i¢in akim semasi1 Sekil 3.1°de verilmistir.
\

[ (NH,),HPO, ]

U

NH,OH

>[ pH Ayarlama }

Sicaklik Ayarlama 80°C Ca(NO3),.4H,0

Coktiirme | )

I<:I

> [ Karistirma ]

[ Olgunlastirma ]

_/
A
?.flrma Yikama
(siizme)
Kurutma
100 °C

Sekil 3.1. CaHA sentezinin akim semasi.

CaHA sentezi i¢in ¢alismamizda ¢oktiirme yontemi kullanilmustir (Takarroumt
ve ark., 2013). Yapilan CaHA sentezi i¢in Ca/P oranmi1 1,67 olacak sekilde hesaplanarak
Ca(NO3)2.4H,0 ve (NH4):HPO,4 miktarlar1 belirlenmis ve ¢ozeltileri hazirlanmastir.
Ayr kaplarda hazirlanan ¢ozeltilerin pH’1 9 olacak sekilde NH4OH ile ayarlanir. pH
9’un altinda kalsiyum monofosfat, 7’in altinda olmasi1 halinde kalsiyum dihidrat
olugsmaktadir; pH nin 9 olmasi bu yiizden 6nemlidir (Afshar ve ark., 2003). 100 mL
(NH4)2HPOy4gozeltisi, 100 mL Ca(NO3),.4H,O c¢ozeltisine damla damla ilave
edilmelidir.
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10Ca(NO5),.4H,0 + 6(NH4),HPO, + 8 NH;OH — Cayo(PO4)s(OH), + 20 NH;NO3 + 6 H,0

Elde edilen yeni ¢ozelti 24 saat karistirilarak 80°C altinda yaslandirma agamasi
tamamlanir. Olgunlagma evresini tamamlayan ¢ozelti Buncher huni yardimiyla siiziiliip
deiyonize su ile yikanir. Safsizliklar1 giderilen CaHA diizenli karistirma islemiyle
100°C’de kurutulur. Kurutulan tozlar 700-800°C’de 3-4 saat kalsine edilerek

karakterizasyon testleri i¢in hazir hale getirilir.

3.2.2 CaHA Tozlarimin Disk Haline Getirilmesi

Bu asama i¢in 10 mm ¢apinda 1,6 mm kalinliginda CaHA diski olusturabilecek
diizenek Sekil 3.2°deki gibi 6zel hazirlanmis; i¢ kismu ¢elik diskler ve dist silindir
seklindeki teflondan yapilmis diizenektir. 100°C’de kurutulan CaHA tozundan 0,4 g
tartilarak iki ¢elik disk arasina konularak teflon diizenek tizerine 2500 kg basing ile
sikistirilmis ve istenilen boyuttaki CaHA diskler hazirlanmistir. Hazirlanan diskler 700-
800°C’de sinterlestirilmistir (Kiirkglioglu ve Sammons, 2010). Sinterlestirilen diskler

biyofilm olusumunda kullanilmak amaciyla petri kabinda saklanmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3.Sinterlestirilmis CaHA diskleri.
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3.2.3 CaHA Tozlarinin Karakterizasyonu

Coktiirme yontemiyle elde edilen CaHA tozlarinin XRD, SEM, EDX analizleri
Selguk Universitesi Ileri Teknoloji Arastirma Uygulama Merkezinde yapilmistir. FT-IR
ve partikiil boyut analizleri Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Béliimiinde

yapilmustir.

3.3 Brokoli Ekstresinin Hazirlanmasi

Brokoli ekstrelerinin eldesi igin Soxhlet yontemi kullanilmistir. Marketten
alimmig brokoli Ornekleri 6nce oda sicakliginda kurutulup, daha sonra blender ile
ogiitiilerek kiigiik pargalara ayrilmistir. Tanecik boyutu kiigiiltiilen brokoli pargalar1 50 g
tartilarak, seliiloz kartus igerisinde Soxhlet aparatina yerlestirilir. Soxhlet ekstraktorii
tizerine sogutucu eklenerek hazir hale getirilir. Bitki igerisindeki fenolik ve flavonoid
bilesiklerin alinabilmesi i¢in; yuvarlak tabanli balon igerisine 250 mL metanol
konularak balon, Soxhlet aparati ile birlestirilir. Mantolu 1siticiyla uygun sicaklik
ayarlanarak reaksiyon baslatilir ve seliiloz kartus i¢erisindeki brokoli renksiz oluncaya
kadar reaksiyon devam ettirilir (Sekil 3.4). Ekstraksiyon asamasiin bitmesiyle elde

edilen madde, rotary evaporatdr ile ¢oziiciisii uzaklastirilarak saf hale getirilir.

Brokoli Soxhlet yontemi

Sekil 3.4. Brokoli ekstraksiyon asamalari.
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3.3.1 Brokoli Ekstresinin Karakterizasyonu

Brokoli ekstresinin HPLC ve SEM analizleri Selcuk Universitesi Ileri Teknoloji

Aragtirma Uygulama Merkezinde yapilmistir.

3.4 Antimikrobiyal Calismalar

Antimikrobiyal ve biyofilm calismalar1, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Calismada, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Lactobacillus casei RSHM
900, Streptococcus mutans RSHM 676 suslar1 kullanilmustir.

3.4.1 Koyun Kanh Agar

Bu besiyeri hazir olarak Biomerieux (Fransa) firmasindan alinmistir.

Icerigi: 1 Litre Saf Su i¢in Yaklasik Formiil

Kazeinin Pankreatik Dijesti 12,09
Hayvan Dokularinin Peptik Dijesti 509
Maya Ekstrakti 309
Sisir Eti Ekstrakti 309
Misir Nigastasi 109
Sodyum Kloriir 5049
Agar 13549
Defibrinlestirilmis Koyun Kani 5%

pH 73+0,2

3.4.2 %0,25 glukoz iceren Triptik Soy Broth (TSB)
Toz halinde alinmis olan besiyerine ihtiyag duyuldugu kadar asagida belirtilen

oranlarda hazirlanmistir. Besiyeri hazirlanirken %0,25 glukoz ilave edilerek istenilen

besiyeri elde edilmistir.
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Icerigi: 1 Litre Saf Su i¢in Yaklasik Formiil

Kazeinin Pankreatik Dijesti 17,09
Soya Fasulyesi Yemesi Papaik Dijesti 309
Sodyum Kloriir 5049
Dipotasyum Fosfat 2549
Dekstroz 259

Toz halinde temin edilen TSB besiyeri 36 g/L olacak sekilde distile su igerisinde
wsitilarak eritilip, otoklavda 121 °C'de 15 dakika steril edildi ve 45-50 °C'ye sogudugunda
steril Petri kutularina yaklasik 12,5'er mL dokiildii. Hazirlanmis besiyerinin 25 °C'de pH"t

7+0,2 olarak ayarlandi.

3.4.3 Oral Ortam Sartlarim Saglamak i¢in Yapay Tiikiiriik Hazirlanmasi

Calisma ortaminin agiz ortamini yansitmasi i¢in yapay tiikiirik hazirlanmistir

(Tablo 3.5).

Tablo 3.5. Calismada kullanilan yapay tiikiiriik formiilii (Ozkan, 2011).

Kimyasal Miktar/Litre
NaCl 1,2800 g
MgCl,.6H,0 0,125
KClI 0,095 g
CH3;COOK 1,508 g
CaCl,.2H20 0,167 g
KsPO, 0,386 g
H3PO, 0,05mL
NaF 042g9-429g-21g¢g

Tablo 3.5°de verilen kimyasal maddeler, 1 L deiyonize su icerisine sirastyla
katilarak ¢ozdirilir. Ancak CaCl,.2H,0 ilavesinden once hazirlanan H3PO, ilave

edilerek olas1 bulaniklik engellenir. Son madde ilavesiyle ortam sicakligi 37 °C’ye ve

pH 7,4’e ayarlanir (Ozkan, 2011).
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3.4.4. Brokoli Ekstraktinin Duyarhh@inin Mikrodiliisyon Yontemi ile
Belirlenmesi

Calismada kullanilan brokoli ekstresi, bozunma sicakliginin altindaki uygun
sartlarda sterilizasyonu yapildiktan sonra 0,45 pum’lik filtrelerden gecirilerek kati
partikiillerden arindirilmistir.

Mikrodiliisyon yontemi i¢in U tabanli 96 kuyucuklu plaklar kullanilmigtir.
Brokoli ekstresinin Serum fizyolojik (SF) ile 1/10°dan baslayarak 1/100.000°e kadar
dilisyonlart hazirlanmistir. Plak igerisine sivi buyyonda 0,5 McFarland degerinde
hazirlanan 150 pL bakteri siispansiyonu ilave edilmis ve bunun iizerine 150 pL TSB
besiyeri, 150 pL yapay tiikiiriik sivist ve 150 uL brokoli ekstresi eklenmistir. Plaklar
37°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra 540 nanometre dalga boyunda optik okuyucuda
okunarak degerlendirilmistir. Her bakteri ig¢in bir pozitif ve bir negatif kontrol
kullanilmustir (Tré-Hardy ve ark., 2008).

3.5 Biyofilm Calismalari

3.5.1 Tiip Yontemi

Calismada kullanilan  bakteriler:  Streptococcus mutans RSHM 676,
Lactobacillus casei RSHM 900, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Staphylococcus Aureus ATCC 25923, Salmonella enterica subsp. Enterica
ATCC 13076 dir.

Bakterilerin, % 0,25 glukoz igeren triptik soy broth besiyesi igerisinde 0,5
McFarland bulaniklik degerinde bakteri siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Daha sonra
steril haldeki bos tiiplere numaralandirma yapilarak icerisine, 500 puL % 25 glikozlu
TSB besiyeri, %100°lik 1000 pL brokoli bitki ekstresi ve 500 pL hazirlanan bakteri
siispansiyonu ilave edilmis ve etliv icerisinde 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda tiiplerin igerigi bosaltilip 1 mL % 25°lik safranin ilave edilmistir.
Tiipler kurutma kagidi iizerine ters ¢evrilip bekletilmistir. Tiip yiizeyinde hava ile temas
eden kisimda halka seklinde yapilarin olugmasi biyofilm olusturma c¢alismasi ig¢in
negatif sonu¢ olarak belirlenirken, tiip yiizeyinde biyofilm yapisinin olusmasi pozitif
sonug¢ olarak belirlenmistir (Christensen ve ark., 1985). Tiipiin i¢ ¢eperinde olusan

rengin koyuluk ve yogunluguna goére biyofilm olusumu zayif (+) orta (++), kuvvetli
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(+++) olarak pozitif sonuglari verirken, tiip ¢eperinde herhangi bir tabaka, renk

olusmamasi ise negatif (-) olarak degerlendirilir (Demir ve Inanc, 2015).

3.5.2 CaHA Diskler Uzerinde Biyofilm Olusturma Calismasi

Yapilan tiip deneyi sonuglar1 kontrol edilerek Staphylococcus aureus 25923
bakteri tiiriiniin agiz ortaminda bulunmasindan dolayr CaHA diskler iizerinde biyofilm
olusturup olusturmamasi incelenmeye karar verilmistir.

Calismada Soxhlet yontemiyle elde edilen brokoli ekstresi once 0,45 um’lik
filtrelerden gegirilerek igerisindeki partikiillerden arindirilmistir. Pozitif kontrol, negatif
kontrol ve %100, %90, %80 ve %70’lik diliisyonlar serum fizyolojik ile seyreltilerek
hazirlanmistir. CaHA diskleri steril haldeki 24 kuyucuklu diiz tabanli plaklara
yerlestirilmistir. Daha sonra CaHA diskler tizerine 150 pL brokoli ekstresi ilave edilir. 1
giin boyunca disklerin brokoli ¢6zeltilerini absorplamasi i¢in bekletilir (Brokoli ekstresi
ile kaplanan disklerde ise 2 saat UV 15181 altinda bekletildikten sonra bir sonraki
islemler ayni sekilde devam ettirilir). Sonraki asamada brokoli emdirilmis diskler
lizerine sirastyla 150 pL yapay tiikriik, TSB besiyeri ve bakteri siispansiyonu ilave edilir
(Staphylococcus aureus 25923 standart susu) ve 37°C’de 4 hafta boyunca CaHA diskler
tizerinde bakteri tarafindan biyofilm olusup olusmadigi gozlemlenmistir (Tablo 3.6)
(Sekil 3.5). Bu asama da kuyucuklar icerisindeki besiyerler 2 giinde bir
yenilenmektedir. inkiibasyon saati biten diskler iizerindeki biyofilmleri sdkebilmek igin
ultrasonik banyoda 1 dk bekletilmistir. Bakteri varligmi belirlemek igin hazirlanan
diliisyonlardan 0,05 mL alinarak koyun kanli agara ekimler yapilmistir ve 37 °C’lik
etiiv icersinde 2 giin boyunca inkiibe edilmistir.

Her haftanin sonunda ilk parti diskler koyun kanli besiyerine alinarak bakteri
{iremesini saptamak igin, ikinci parti diskler Selguk Universitesi Ileri Teknoloji
Arastirma Uygulama Merkezinde yiizey morfolojisindeki degisimleri gérebilmek adina
SEM analizi i¢in muhafaza edilmistir (Sekil 3.7).

Yapilan  konsantrasyon ¢alismamiz  sonucunda  brokoli  ekstrelerinin
konsantrasyona bagli bir etkisinin olmadigi goriilmiistir. CaHA disklerin brokoli
ekstresi ile kaplama asamasinda farkli kurutma yontemleri kullanilarak, CaHA disk
tizerinde ekstrenin homojen dagiliminmi saglayacak sartlar belirlenmistir (Sekil 4.17).
Bundan sonraki ¢aligmamizda CaHA disklerin %2100’liik brokoli ekstresi ile kaplanarak
calismamiz tekrar edilmistir (Tablo 3.7) (Sekil 3.6).
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3.5.2.1 CaHA Diskler Uzerine Brokoli Ekstresinin Kaplanmasi

Disklerin homojen bir sekilde brokoli ekstresi ile kaplanabilmesi i¢in oda

sicakliginda emdirerek kurutma, oda sicakliginda emdirerek liyofizatérde kurutma ve

oda sicakliginda dondiirerek kaplama yapilarak (spin coating) farkli kurutma

ortamlarinda kurutma seklinde farkli

yontemler denenmistir.

islemlerinde 150 pL brokoli ekstresi kullanilmigtir.

Tablo 3.6. Antimikrobiyal konsantrasyon ¢aligmasi.

Diske emdirme

(+) kontrol (-) kontrol %100 %90 %80 %70
CaHA Disk | CaHA Disk | CaHA Disk CaB":OAkZ'iSk Cz’g:’g‘ka'fk Cag'g‘ka'fk
& Yapay Yapay Brokgiijeskstresi Ekstresi Ekstresi Ekstresi
@ Tiikritk Tiikriik Yapay Tiikriik
= . . . Yapay Tiikriikk | Yapay Tiikriik | Yapay Tiikriik
a Besiyer Besiyer Besiyer Besiyer Besiyer Besiyer
Baigail Bakeit Bakteri Bakteri Bakteri
CaHA Disk | CaHA Disk | CaHA Disk CaB':OAkZ'iSk CaB':':ka'iSk CaBFrka'iSk
5:‘6 Yapay Yapay BrokelffEtresi Ekstresi Ekstresi Ekstresi
© Tiikrik Tiikrik Yapay Tiikriik
= 4 . . Yapay Tiikriikk | Yapay Tiikriik | Yapay Tiikriik
N Bl Besiyer Besiyer Besiyer Besiyer Besiyer
Bakteri Bakteri Bakteri Bakteri Bakteri
. . . HA Disk HA Disk HA Disk
CaHA Disk | CaHA Disk | CaHA Disk CaBrokol'iS CaBrokoIIiS C%rokol'is
:_*5 Yapay Yapay Brokoli Ekstresi Ekstresi Ekstresi Ekstresi
= e e e
< Takrik Takrik | Yapay Tukrlik |\ Tiikriik | Yapay Tiikrik | Yapay Tiikriik
® Besiyer Besiyer Besiyer Besiyer Besiyer Besiyer
Bakteri Bakteri Bakteri Bakteri Bakteri
. . . HA Disk HA Disk HA Disk
CaHA Disk | CaHA Disk | CaHA Disk CaBrokol'iS CaBrokol'iS CaBrokol'iS
§ Yapay Yapay Brokoli Ekstresi Ekstresi Ekstresi Ekstresi
2 Tukriik Takrik | Yapay Tukrlk |\ Tiikriik | Yapay Tiikrik | Yapay Tiikriik
¥ Besiyer Besiyer Besiyer Besiyer Besiyer Besiyer
Bakteri Bakteri Bakteri Bakteri Bakteri
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L - v CaHA Disk
CaHA Disk v Brokoli (%100)

¥ Yapay ¥ Yapay Tiikiiriik
Tiikiiriik v Besiyer

Y’ Besiyer v Bakteri

v’ CaHA Disk

v" Brokoli (%90)
v' Yapay Tiikiiriik
v’ Besiyer

v’ Bakteri

¥’ CaHA Disk

¥’ Yapay
Tiikiirik
v' Besiyer

v" Bakteri

v" CaHA Disk

v" Brokoli(%:80)
¥" Yapay Tikiirik
¥' Besiyer

v’ Bakteri

v’ CaHA Disk

v" Brokoli(%70)

v' Yapay Tiikiiriik
| ¥ Besiyer

v' Bakteri

Sekil 3.5. Antimikrobiyal konsantrasyon ¢alisgmasinin fotograf goriintiisii.

Tablo 3.7. Antimikrobiyal etkinlik ¢aligmalari.

(+) kontrol (-) kontrol %100 (+) kontrol | (-) kontrol %0100
CaHA Disk CaHA Disk Brgli:'iAEIID(z:(esi
= Yapay Tukruk Yapay Tukruk Yapay Tiikriik + - %100
< Besiyer Besiyer ;
- Bakteri pesiyer
Bakteri
CaHA Disk CaHA Disk Brgli:'iAEIID(z:(esi
= Yapay Tukruk Yapay Tukruk Yapay Tiikriik + B %100
< Besiyer Besiyer ;
o Bakteri pesiyer
Bakteri
CaHA Disk CaHA Disk Brf):li:'iAEDkzresi
= Yapay Tukruk Yapay Tukruk Yapay Tiikriik + B %100
< Besiyer Besiyer ;
“ Bakteri pesiyer
Bakteri
CaHA Disk CaHA Disk Brgli;'io\EllD(;i:(esi
= Yapay Tukruk Yapay Tukmk Yapay Tiikriik + B %100
< Besiyer Besiyer ;
~ Bakteri Besiyer
Bakteri
N _
v V
Mikrobiyolojik Test SEM Analizi
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v CaHADisk

v' CaHADisk) v" Brokoli (%6100)
v' Yapay Tukiiriik v' Yapay Tikiiriik
v’ Besiyer ¥’ Besiyer

v’ CaHADisk
v’ Yapay
Tukarik
v’ Besiyer
v' Bakteri

Sekil 3.6. Antimikrobiyal etkinlik ¢aligmasinin fotograf goriintiisii.

Mikrobiyal test icin ayrilan diskler koyun kanli agar iizerine yerlestirilerek 37
°C’de 2 giin inkiibe edilir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Disklerin koyun kanli agar ¢alismasinin fotograf goriintiisii.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI
4.1 CaHA Tozlarmin Karakterizasyonu
4.1.1 CaHA Tozlarmm XRD Analiz Sonucu

XRD analizi Selguk Universitesi Ileri Teknoloji Arastirma Uygulama
Merkezinde Bruker D8 Advance X-Isin1 Kirinim Cihazi ile yapilmistir.

Sekil 3.1°deki akim semasina gore optimum kosullarda sentezlenen ve 800°C’
de sinterlestirilen (Kalsine) CaHA, daha sonra XRD analizine tabii tutularak olusan

fazlar belirlenmistir. CaHAin kristal yapisin1 gosteren XRD analiz sonucu Sekil 4.1°de

verilmistir.

Commander Sample ID (Coupled TwoTheta/Theta)

Counts

2Theta (Coupled TwoTheta/Theta) WL=1.54060

Sekil 4.1. Coktiirme yontemiyle elde edilmis CaHA’in XRD sonucu.

Kalsinasyon sicakligi ve kullanilan kimyasal maddeler CaHA tozlarinin
olusumunda biiyiik 6nem tagimaktadirlar. CaHA tozlarinin pik genisliginin dar olmasi
kristalize derecesinin artmis oldugunu, spektrumlarin yiiksekliginin diisiik ve ¢ok genis

bir tepe halinde olmast maddenin tane boyutlarinin ¢ok ufak oldugunu gdstermektedir
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(Sekil 4.1) (Ipekoglu, 2004). Ergiin ve arkadaslarmin (Ergiin ve ark., 2015) 2015 yilinda
800 °C’de yaptig1 c¢alismada istenmeyen CaO olusumu meydana gelirken, bizim
calismamizda bu olumsuz sonucgla karsilasilmamistir. Sinterlesen CaHA’ in XRD
analizinde; 20° ile 80° arasinda alinan Ol¢limler sonucunda 32’ de alinan pikin (112)
yonelimine sahip oldugu goriilmiistiir. Sinterlesen CaHA kristal yapisinin hegzagonal
yapiya sahip oldugunun ispatidir. Analizlerde hidrate olmamis kalsiyum fosfat fazi
gozlemlenmemistir. Analizdeki tiim pikler stokiyometrik CaHA’i1 isaret etmektedir.
Kimyasal ¢oktiirme yontemi ile elde edilen CaHA tozlarin pik yiikseklikleri nispeten
yiiksek olmasi kristalinitenin yiiksek oldugunu gostermektedir. Sentezlenen CaHA’ in
kristalinite degerinin yiiksek olmast Ca kaynagr olarak kullanilan baslangic
malzemelerinin su igerisinde daha kolay c¢oOziinmesi PO, iyonlart ile kolayca
reaksiyona girerek HA kristallerini olusturmasidir. CaHA tozlarimin pik genisliginin
genis olmas1 CaHA toz kristalize derecesinin azaldigin1 gostermektedir. Piklerin genis

olmasi tozlarin aglomera halde oldugunu gostermektedir (Cakmak S., 2015).

4.1.2 CaHA Tozlarmn EDX Analiz Sonucu

Coktiirme yontemiyle elde edilmis CaHA tozlarina ait EDX spektrumu Sekil 4.3
de verilmistir. Kalsiyum, fosfor ve oksijen elementlerinin istenildigi gibi malzeme
icerisinde homojen bir sekilde dagilarak CaHA maddesini meydana getirmistir (Sekil
4.2). EDX spektrumlarina bakildiginda Ca, P ve O oraninin yiiksek oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.3).

43
MAG: 5378 x HV: 20.0 kV WD: 9.7 mm

Sekil 4.2.Coktlirme yontemiyle elde edilmis CaHA tozunun SEM goriintiisii.
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Sekil 4.3. CaHA tozunun EDX spekturumu.
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Malzeme igerisinde ¢ok fazla miktarda safsizlik olmadigr da Sekil 4.3 verilen

spektrumda ve Tablo 4.1°de verilen sonuglarda goriilmektedir. Buna gére EDX analiz

sonuglarinin XRD analiz sonucuyla uyumlu oldugu goriilmektedir.

Tablo 4. 1. CaHA tozlarmim EDX analiz sonucu.

Element Seri unn. C norm. C Atom. C Hata
[wt. %] [wt. %] [at.%0] [%0]
Oksijen K-serisi 31,98 38,23 56,00 4,7
Kalsiyum K-serisi 31,26 37,38 21,85 0,9
Fosfor K-serisi 17,81 21,29 16,11 0,7
Karbon K-serisi 2,59 3,10 6,04 0,6
Toplam: 83,64 100,00 100,00

4.1.3 CaHA Tozlarmin FT-IR Analiz Sonucu

Optimum sartlarda sentezlenen CaHA tozlarinin FT-IR analizi Selguk Universitesi

Fen Fakiiltesi Kimya Béliimiinde yapilmistir. FT-IR analizinde PO,, OH" iyonlarma ait

piklerin CaHA yapisini

karakterize

etmektedir.

Bazi

durumlarda baslangic

malzemelerine gore bu fonksiyonel gruplara ilave baska gruplara ait piklere
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rastlanmaktadir. CaHA tozunun FT-IR analiz sonucuna bakildiginda 1101.3, 1018.23,
971.19, 511.68 ve 589.73 cm™dalga boyundaki pikler PO, varligini gosterir iken,
606.13 ve 617.57 cm™dalga boyundaki pikler OHvarligii gostermektedir (ipekoglu,
2004). Sekil 4.4°te yaklagik 500-610 cm™ ve 1000- 1100 cm™dalga boyu araliginda
goriilen fosfat iyonlarina ait zayif absorbsiyon pikleri ise az miktarda da olsa sentez
sonrasi bir miktar apatit yapinin olustugunu gostermektedir. 800°C’de sinterleme islemi
sonrast, 500-610 cm™ ve 1000- 1100 cm™ dalda boyunda gériilen HA igin karakteristik
titresim modlari, elde edilen CaHA partikiillerin yiiksek kristalinitesine bagli olarak
daha keskin bir sekilde goziikkmektedir. Detayli olarak incelendiginde, 564 ve 605 em™
dalga boyundaki keskin pikler O-P-O egilme titresimine ait iken, 911 ve 1101 cm™dalga
boyunda goriilen pikler ise P-O baginin simetrik ve asimetrik gerilim titresimine aittir.
CaHA’e ait hidroksil gruplarina ait pikler ise 617 cm™ ve 3570 cm™ dalga boyunda
goriilmektedir (Sekil 4.4). Sonucta; CaHA sentez reaksiyon siiresi ve sinterlestirme
sicaklig1 bakimindan tek fazli HA nanopartikiillerin iiretiminde etkin bir yontem oldugu

goriilmiistiir.
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Sekil 4.4. CaHA FT-IR analizi sonucu.
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4.1.4 CaHA Tozlarmn SEM Analiz Sonucu

Calismanin biitiin SEM analizleri Selguk Universitesi Ileri Teknoloji Arastirma
Uygulama Merkezinde yapilmistir.

Coktirme yontemiyle elde edilmis ve 800 °C’de sinterlestirilmis CaHA
tozlarinin farkli boyutlardaki SEM goriintiileri incelendiginde kiiresel yapiya yakin
taneciklerin olustugu gortilmektedir (Sekil 4.5). 200 pum’lik SEM goriintiilerinde
goriildiigii gibi CaHA tozlar1t acik gozenekler, gozenekler arast baglantilar
goriilmektedir. CaHA’in yapisinin morfolojik olarak ¢ok piiriizlii ve gozenekli olmasi
yapay dis hazirlamada kullanilmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Birebir dis yiizeyini
karsilamak tizere; sinterlestirilmis CaHA disklerinin kullanilmasi, piiriizlii ve gozenekli
bir yiizey saglamasi SEM goriintiileriyle de desteklenmistir (Cakmak S., 2015).
Hazirlanan CaHA disklerin brokoli ekstreleri ile kaplamasinda yiizeye tutunmasinda
kolaylik saglayacagi ve biyofilm olusumu i¢in 1ideal ylizeyin olusturacagi
distiniilmektedir. Boylece, disk yiizeyindeki kaplama ile bakteriyel tasimmayi da

azaltacag: disiiniilmektedir.

4.1.5 Parcacik Boyut Analizi

Parcactk boyut analizi, Selcuk Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimiinde
Brookhaven Instruments Corporation 90 Plus marka cihazinda yapilmistir.

Coktliirme yontemiyle sentezlenen CaHA tozlarmin 800 °C’de sinterlestirildikten
sonraki analiz sonuglar1 asagida verilmistir (Sekil 4.6-4.7). Analiz esnasinda su ile
yapilan dagilimda maddenin su igerisinde ¢oziinmemesinden kaynakli olarak analiz
esnasinda zamanla topaklanma meydana gelerek aglomerasyona neden olmustur.
Tanecik boyutu ortalama 302.9 nm dir. Alkol ¢ozeltisiyle yapilan ¢alismada ise, dagilim
daha ytiiksek olmasindan dolay1 tanecik boyutu 94.3 nm olarak tespit edilmistir.
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Signal A = SE1 EHT =20.00 kV Mag= 20.00 K X
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@ SgalA=SEl  EWT=2000 o= 3p00kx 20 @
WD = 95mm | Probe= 500A H
1 pm 10.00 KX

YL : L : k ’ ' !
Signal A= SE1 EHT=2000kV  pag= 1000kx P
@ WD = 8.5 mm IProbe = 50 pA —

Signal A = SE1 EHT = 20.00 kv Mag= 5.00KX 1pm
WD=95mm | Probe= 50 pA

Signal A = SE1 EHT =20.00 kV Mag= 1.00KX 10 pm
@ WD = 9.5 mm | Probe = 50 pA

Sekil 4.5. Sentezlenmis CaHA tozunun farkli boyutlarda biiyiitilmiis SEM goriintiileri.
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Sekil 4. 7. Alkol igerisinde dagitilmig CaHA tozunun parcacik boyut analizi.
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4.2 Brokoli Ektresinin Karakterizasyonu

4.2.1 Brokoli Ekstresinin HPLC Analiz Sonucu

Brokoli ekstresinden 0,5 g alinip 3 mL methanol iginde ¢oziilerek, filtreleme
isleminden sonra HPLC sisteminde {i¢ tekrarli analizi yapilmistir. Brokoli ekstresi i¢in
uygulanan analiz kosullar1 Tablo 4.3’de verilmistir. Analiz sonuglar1 Sekil 4.8 ve Tablo

4.4°de verilmistir.

Tablo 4.3. Brokoli ekstresi igin uygulanan HPLC kosullari.

Cihaz Shimadzu-HPLC

Kolon Inertsil Ods-3 (Spm; 4,6 X250 mm)
Akis Hiza 1,0 ml/min

Injeksiyon Miktar1 20 ul

Dalga Boyu 280-330 nm

Mobil Faz A (dH,0-gAc_100-0,05) B (ACN)
Toplam Siire 45,10 Min

Sicakhk 30°C

gjOvom&ogunVnw

v Max intensdy < 4.001 405

1 fecion A Ln 1 abopm Tme rien
4000
30003 3 ¥ 8
e - P

* § § 5 5y : |

| 3 3 3 < é
1000 5 8 E —% r H 3

1 JLL 1% BgEE  E P LS

. ’

00 50 10.0 150 200 260 0.0 €0 400 e
2000-':\‘_1 = o =— uu':et:nm 1,762,012
1500

] 3 g 3
" 0 AR 1 A R

3 § i = 9 a ¢ E
i MR RN %g

0;.0 50 10.0 190 200 280 36.0 €0 400 mn

Sekil 4.8. Brokoli ekstresinin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.8 devamu. Brokoli ekstresinin HPLC kromatograma.
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Brokoli Ekstresinin HPLC kromatograminda sirasiyla; gallik, protakatekhuik,
katesin, 4-hidrobenzoik, vanilik, kafeik, siringirik, klorojenik, rutin trihidrat, trans-P-
kumarik, trans-ferulik, mirisetin, trans-resveratrol, kuarsetin, trans-sinnamik, narenferin,
kaempferol, isohamnetin, gallik, prokatekhuik asitler goriilmiistiir.

Sekil 4.8’deki HPLC kromatogramina gore hesaplanan fenolik ve flovanoidlerin
mg/g miktar1 Tablo 4.4’te verilmistir. Katesin, rutin trihidrat, kuarsetin, trans sinnamik
asit, kaempferol miktarlarindaki fazlalik brokoli ekstresinin  glukosinolatlar,
flavonoidler ve bazi fenolik bilesiklerin antioksidan ve serbest radikalleri yok edici
0zelligi bulunmaktadir. Yapilan ¢aligsmalarda iki ana flavonol glikosidin (quercetin 3-O-
sophoroside ve kaempferol 3-Osophoroside) brokoli ¢igeklerinde bulundugu rapor
edilmistir. Glukosinolatlar genellikle Brassica (Cruciferae) familyasindaki bitkilerde yer
alan, siilfiir ve azot igeren ikincil bitki metabolitleridir. Diger biyolojik aktif bilesik
gruplari ise dejeneratif hastaliklara karsi koruyucu etki gosteren kafeik ve sinapik asitler

gibi hidroksisinamik asitlerdir.
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Tablo 4.4. HPLC kromatogramina gore hesaplanan fenolik ve flovanoidlerin mg/g miktar1.

Brokoli Ekstresi

No Bilesik Ads Konsar:frasyon Konsa::t.rasyon Konsalr:tlr.asyon.
1 Gallik Asit 6.246 5.601 5.601
2 Protakatekhuik Asit 185.684 185.458 152.026
3 Katesin 387.350 385.756 330.559
4 4-Hidroksibenzoik Asit 73.568 69.434 68.152
5 Vanillik Asit 118.940 146.705 156.192
6 Kafeik Asit 93.123 88.580 95.332
7 Siringik Asit 24.177 34.328 31.367
8 Klorojenik Asit 137.453 138.661 142.975
9 Rutin Trihidrat 77.135 69.517 74.621
10 Trans-P-Kumarik Asit 54.263 55.310 55.003
11 Trans-Ferulik Asit 122.208 114.259 108.678
12 Mirisetin 66.330 77.155 170.894
13 Trans-Resveratrol 44831 49.191 55.730
14 Kuarsetin 65.519 75.579 83.665
15 Trans-Sinnamik Asit 15.689 16.764 18.261
16 Narenferin 17.564 18.945 21.695
17 Kaempferol 40.535 45.291 52.029
18 Isorhamnetin 32.982 25.187 31.749
19 Gallik Asit 131.365 54.690 74.641
20 Protakatekhuik Asit 17.069 315.961 6.619
21 Katesin 9500.978 6977.202 6513.039
22 | 4-Hidroksibenzoik Asit 3080.781 2889.270 2947.367
23 Kafeik Asit 9.397 9.859 11.169
24 Klorojenik Asit 75.619 75.876 75.933
25 Rutin Trihidrat 68.371 103.534 106.932
26 Trans-P-Kumarik Asit 55.214 60.197 41.541
27 Trans-Ferulik Asit 107.859 80.149 61.178
28 Mirisetin 31.247 31.859 37.005
29 Trans-Resveratrol 26.943 27.419 33.045
30 Kuarsetin 44.334 50.229 54.034
31 Narenferin 26.374 32.178 36.249
32 Kaempferol 25.428 26.900 31.941
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4.2.2 Brokoli Ektresinin SEM Analiz Sonucu

Brokoli ekstresinin farkl biiytikliikteki SEM goriintiileri Sekil 4.9’da verilmistir.

10 pm 1.00 X 10 pm 2.00 X

. fi . yA N
Signal A = SE1 EHT =20.00 kV Signal A = SE1 EHT =20.00 kV Mag= 200KX
e WD =115mm | Probe= 50 pA H WD =115 mm |Probe= 50 pA

2 pm 10.00 X 2 pm 10.00 X

; 7 Vi F
> / ; “8 L j
o ~— " . * / ' £ \
9 3 9 = =
@58 signalA=SE1 @58 signalA=SE1 EHT =20.00 kv
e 7
WD=115mm IProbe = 50pA @ WD=115mm |Probe = 50pA

2 pm 5.00 X 2 pm 5.00 X

A P S’ 3 = A~ Y A%
SgalA=SEl  EWT=2000R  yegs sookx VT SgnalA=SE1  EHT=2000K  pag= 500KX |2_| ﬁ
WD =115mm IProbe = 50pA &Y wo=115mm IProbe = 50pA

Sekil 4.9. Brokoli ekstresinin SEM goriintiileri.
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1 pm 30.00 X

Signal A = SE1 EHT=2000KV  pag= 3000kX | H™
@ WD = 12.0 mm |Probe= 50 pA —

Sekil 4.9. Devamu. Brokoli ekstresinin SEM goriintiileri.

Sekil 4.9°da da goriildigii gibi brokoli ekstrelerinin SEM g0riintiisii kumasg

goriinlimiimdedir.
4.3 Biyofilm Calisma Sonuglari
4.3.1 Tiip Yontemiyle Yapilan Calisma Sonuclari

Incelenen sekiz farkli bakteri suslari {izerinde yapilan ¢alismada suslarin farkl
derecelerde biyofilm olusumu meydana getirdigi goriilmiistiir (Tablo 4.5). Tiplerin i¢
ceperinde gozle goriilebilen ince, renkli bir film tabakasinin varlig1 pozitif slime olarak
kabul edilir (Sekil 4.10). Olusan rengin koyuluk ve yogunluguna gore slime olusumu
zayif (+), orta (++), kuvvetli (+++) olarak pozitif sonuglar1 verirken, tiip duvarinda
herhangi bir tabaka, renk olugsmamas1 ise negatif (-) olarak degerlendirilir. Sonuglar
literatiirlerlede uyum halindedir (Demir ve Inanc, 2015).

Tablo 4.5. Tiip ¢aligmasi sonuglar.

Bakteri Tiirleri Biyofilm Olusturma
Yogunlugu

Enterococcus faecalis, (+) Zayif

Salmonella enterica subsp. enterica

Escherichia coli 25922, (++) Orta

Staphylococcus aureus 25923
Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas, (+++) Kuvvetli
Streptococcus mutans
Lactobacillus casei
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Escherichia coli 25922 Enterococcus faecalis

Klebsiella pneumoniae Lactobacillus casei

Pseudomonas Salmonella enterica subsp. enterica

Sekil 4.10. Tiip ¢aligmasi sonuclart.
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Staphylococcus aureus 25923 Streptococcus mutans

Sekil 4.10.devam Tiip ¢alismasi sonuglart.

4.3.2 Farkh Ortamlarda Kurutulan Brokoli Kaph CaHA Disklerin

Degerlendirilmesi

CaHA diskleri brokoli ekstresi ile kaplandiktan sonra farkli sicakliklarda
kurutulmuslardir. Disklerin homojen bir sekilde brokoli ekstresi ile kaplanabilmesi igin
oda sicakliginda emdirerek kurutma, oda sicakliginda emdirerek liyofilizatérde kurutma
ve oda sicakliginda dondiirerek kaplama yapilarak (spin coating) farkli kurutma
yontemleri denenmistir. Disklerin homojen bir sekilde kaplandigi yap1 -50°C’de
liyofilizator ile kurutma yontemidir. Yapilacak antimikrobiyal ¢alismalarda bu yontemle
kaplanan diskler kullanilmistir (Sekil 4.11).
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Bos Haldeki CaHA Disk Oda Kosullarinda (25 °C) Kurutulan

CaHA Disk

. o

- &
4 " '

5

Liyofilizator (-50 °C) ile Kurutulan CaHA  Etiiv Icerisinde (60 °C) Kurutulan CaHA
Disk Disk

Sekil 4.11. Farkli ortamlarda kurutulan brokoli kapli CaHA diskler.

4.3.3 CaHA Diskler Uzerinde Biyofilm Olusumunun SEM ile

Goriintillenmesi

CaHA diskler iizerine kaplanmis Brokoli ekstresinin biyofilm olusumu iizerine
etkilerini gézlemlemek i¢in Staphylococcus aureus bakteri tiiriiniin bakteri plaginda
37°C’de 4 hafta boyunca CaHA diskler iizerinde bakteri tarafindan biyofilm olusup
olusmadigr SEM goriintiileri ile tespit edilmeye calisiimistir. Goriintiiler incelendigi
zaman toz halde bulunan CaHA kristallerine nazaran disk halindeki maddenin kiiresel
forma daha yakin homojen taneciklerden olustugu goriilmistiir. Sekil 4.12’deki
goriintiiler incelendigi zaman CaHA disk tizerinde piiriizlii yapinin meydana geldigi
goriilmektedir. Piriizli yapinin brokoli ekstresini ve bakterinin ylizeye tutunmasini
saglayacag diigiiniilmektedir.
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Bos Haldeki CaHA
100 pm Mag: 100 X 20 pm Mag: 500 X

Signal A = SE1 EHT =20.00 kV Mag = 100 pm
g= 100X
&) wo=100mm |Probe = 659 pA H

10 pm Mag: 1.00 K X

Signal A = SE1 EHT =20.00 kv
WD =10.0mm | Probe = 659 pA H

2 pm Mag: 5.00 K X

Signal A= SE1 EHT=2000KV  pag= 100KX & Signal A= SE1 EHT=2000KY  pae= s00kx 27
&/  WD=100mm  IProbe= 659pA WD=100mm  IProbe= 659pA H

1 pm Mag: 10.00 K X 1 pm Mag: 30.00 K X

1 pm

) SgnalA=SEl  EWT=2000KV  pag= 3000KX
&/  Wp=100mm  IProbe= 658pA —

Signal A = SE1 EHT=2000kV  pag= 10.00KX 1
Tere WD =10.0mm | Probe = 659 pA H

Sekil 4.12. Bos haldeki CaHA diskinin SEM analiz goriintiileri.
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CaHA disk iizerinde Biyofilm biiyiimesini takip edebilmek i¢in, ekstre igermeyen
pozitif kontrol ve bakteri bulundurmayan negatif kontrol grubu calisma igerisine dahil
edilmistir (Sekil 4.13-Sekil 4.14).

Pozitif kontrol grubu olarak, brokoli ekstresi ile kaplanmamis CaHA diskler
tizerinde Staphylococcus aureus bakteri tiirliniin olusturdugu biyofilm yapilarina ait
SEM goriintiilerinde Sekil 4.13’te goriilmektedir. 100 pm Mag: 100 KX ve 20 um Mag:
500 KX farkli biiyime boyutlarinda Staphylococcus aureus bakterisin meydana
getirdigi koloni gruplar1 goriilmektedir. Disk goriintiisii biiyiitiildiiginde Staphylococcus
aureus bakterisinin olusturdugu biyofilm yapiyr meydana getiren; EPS matrisini ve
besin aligverisiyle atiklarin giderimi igin kullanilan su kanallar1 da goriilmektedir.
Pozitif kontrol grubunu SEM goriintiilerinde de bakterilerin uyumlu bir sekilde koloni

gruplar1 olusturarak biyofilm yapisint meydana getirdigi gortilmiustiir (Sekil 4.13).

Pozitif Kontrol Grubu

100 pm Mag: 100 K X 20 pm Mag: 500 K X

Biyofilm

@ SgnalA=SE1  EHT=2000K  pag= 100X }E?{"m SgnalA=SEl  EHT=2000K o= soox  20HM
7t WD =110mm | Probe = 659 pA S WD=11.0mm | Probe = 659 pA H

Sekil 4.13. Pozitif kontrol grubu.
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10 pm Mag: 1.00 K X 10 pm Mag: 1.00 K X

-

Biyofilm Vi,
~N k@

Biyofilm

s

@ Signal A = SE1 EHT = 20,00 kY
- WD=110mm  IProbe= 659pA H

2 pnm Mag: 5.00 K X

@ SinalA=SE1  EHT=2000V  pag= 100kx  [OH7
NS WD =11.0mm | Probe = 659 pA H

:5.00 KX

2 nm Mag

e Wt S8
s - ¢ s hign &
i & = 2pm
Signal A = SE1 EHT =20.00kV Mag= 5.00 KX
krxd WD =11.0mm | Probe = 659 pA H

1 pm Mag: 10.00 K X

Signal A= SE1 EHT = 2000 kV @
WD=110mm  IProbe= 659pA H

1 pm Mag: 30.00 K X

Signal A = SE1 EHT =20.00 kV Mag= 10.00 K X
WD=11.0mm | Probe = 659 pA

&5  signalA=SE1 EHT =20.00 kv
V WD=11.0mm | Probe = 659 pA

Mag= 000KX | ™

Sekil 4.13. Devamu. Pozitif kontrol grubu.
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Negatif kontrol grubu olarak yapilan ¢aligmada iireme meydana gelmedigi, CaHA

yapisinin SEM goriintiisiinden anlasilmaktadir (Sekil 4.14).

Negatif Kontrol
100 pm Mag: 100 X 20 pm Mag: 500 X

p. r 7 P . 3
a7 Signal A = SE1 EHT = 20.00 KV Mag= 100X I1i(l||.m| @ Signal A = SE1 EHT=2000kV  pag= 500X |21|um ﬁ
&) wo=115mm | Probe = 659 pA WD=115mm |Probe= 659 pA

10 pm Mag: 1.00 K X 2 pm Mag: 5.00 K X

= = ;  SignalA= EHT =20.00kV .
SignalA=SE1  EHT=2000K  yag= 100kx  (OH™ @ Signal A= SE1 Mag= 500KX ﬁ_
@ WD =116 mm |Probe= 659 pA ! WD =115mm |Probe= 658 pA H

1 pm Mag: 10.00 K X 1 pm Mag: 30.00 K X

Signal A = SE1 EHT =20.00 kv Mag= 10.00 K X 1ym
WD =11.5mm | Probe = 659 pA H

R Signal A = SE1 EHT =20.00 kvV Mag = 30.00 K X 1 pm
ﬁ WD =11.5mm | Probe= 659 pA [

Sekil 4.14. Negatif kontrol grubu.
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Brokoli ekstresi ile kaplanmis CaHA diskleri Staphylococcus aureus bakterisi ile
uygun ireme ortami saglanarak calismalar 4 hafta siiresince incelenmistir. 1 hafta
sonunda 37°C’de inkiibe edilen disklerin SEM goriintiileri Sekil 4.14 verilmistir. 100
um Mag: 100 KX biiyiikliikteki SEM goriintiisiine bakildigi zaman CaHA diskinin
tizerinde brokoli pargaciklarinin  kaldigr  goriilmektedir. Diskin  goriintiisii
biyttildiigiinde (20 um Mag: 500 KX -10 pm Mag: 1.00 KX) brokoli ekstresi ile
kaplanmis yiizeyde bakteri iiremesi meydana gelmedigi, fakat disk iizerinde brokoli
ekstresinin olmadig1 bdlgelerde bakterinin tutunmasiyla birlikte koloni olusumu
meydana gelmistir. Sonucta; bakterinin biyofilm olusturmasi i¢in yiizey kosullarnin
uygun olmastyla birlikte maddenin yapisinin organik veya inorganik yapida olmasi da
biiyiik 6nem tasimaktadir. 20 pm Mag: 500 KX, 10 pum Mag: 1.00 KX, 10 um Mag:
1.00 KX ve 2 um Mag: 5.00 KX boyutundaki biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri
incelendiginde, inorganik yapida olan CaHA diskler iizerinde iiremenin meydana
geldigi ancak organik yapida olan brokoli ekstrelerinin iizerinde bakterinin tutunamayip

biyofilm yapisinin meydana getirmedigi goriilmektedir.

1. Hafta

100 pm Mag: 100 KX 20 pm Mag: 500 KX

Brokoli /

» Ekstresi

i
i

4

Brokoli
: Ekstresi

Signal A = SE1 EHT =20.00 kv Mag= 100X mwﬂ o Signal A = SE1 EHT = 20.00 KV Mag= 500X }Zi;ixm
WD=115mm | Probe = 659 pA L WD =11.5mm | Probe = 659 pA

Sekil 4.15. Brokoli kapli CaHA disklerinin 1. hafta sonunda ¢ekilmis SEM goriintiileri
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10 pm Mag: 1.00 KX 10 pm Mag: 1.00 KX

Brokoli

Bakteri Ekstresi

kolonileri

Signal A = SE1 EHT=2000kV  pag= 100K X }111"'" Signal A = SE1 EHT=2000KY  pag= 100K X mam
et WD =11.6mm | Probe = 659 pA b WD=11.5mm | Probe = 659 pA

2 pm Mag: 5.00 KX 2 pm Mag: 5.00 KX

Bakteri

kolonileri Brokoli

Ekstresi

SgalA=SEl  EHT=20000V  yao= sookx 2
WD=115mm  |Probe= 659pA H

1 pm Mag: 10.00 KX

SignalA=SE1  EHT=2000KV  pag= s00kx  2MT
WD=11.0mm | Probe = 659 pA H

1 pm Mag: 30.00 KX

SignalA=SE1  EMT=2000K  pag= 3000kx | "7
WD =11.5mm | Probe = 659 pA

Signal A = SE1 EHT =20.00 kv Mag = 10.00 K X
by WD=115mm | Probe = 659 pA H

Sekil 4.15. Devam. Brokoli kapli CaHA disklerinin 1. hafta sonunda ¢ekilmis SEM goriintiileri.
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,\;J WD =11.5mm

4 haftanin sonunda brokoli kapli CaHA diskleri tizerinde brokoli ekstresinin
kalmadigi SEM goriintiilerinden tespit edilmistir. 1. haftanin sonuglartyla kiyaslandigi
zaman bakterilerin besin bulabildigi her ortamda iireme meydana getirdigi Sekil
4.16’daki SEM goriintiilerinde goriilmektedir. 100 pm Mag: 100 KX SEM
goriintlisiinde gortldigii gibi CaHA diskinin brokoli ekstresinin kaplanmadig: yerlerde
bakteri tiremesi meydana geldigi tespit edilmistir. Diskin gériintiisii bityiitiildiigii zaman
bakterilerin tireme oranlarimin ilk haftadaki ireme oranlarina gore biraz daha disiik
oldugu goriilebilmektedir. Sonugta bakteri besiyer bulamadigi igin 6lmekte ve yasamini
stirdirmeye ¢alisan bakteriler ise 6lii olan bakterileri besiyer olarak kullanabilmektedir.
4. haftanin sonunda yapilan ¢alisma neticesinde yasayan bakteri sayisinin 6lii bakteri