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Bitkilerin; biyolojik ve yan etkileri, kimyasal içerik ve özellikle oral ortamda biyofilm 

oluĢumutam olarak bilinmeden tüketimi söz konusudur. Günümüzde sıklıkla tüketilen sebzelerden biri 

olan; Brokoli (Brassica oleracea Italica), turpgiller (Brassicaceae) familyasında bulunan, glukosinolatları, 

fenolleri, antioksidantları ve temel besin minerallerini de içeren oldukça zengin besin kaynağı olan bir 

sebzedir. Bu çalıĢmada; ağız sağlığında biyofilm oluĢumunu engelleyebilecek; daha ucuz, kaliteli ve 

sağlıklı yaĢamı sürdürülebilmeyi, ağız hastalıkların tedavisinde, belirtilerin azaltılmasında veya 

hastalıkların engellenmesinde brokoli ekstrelerinin kullanılabilirliğini araĢtırmayı hedeflemiĢtir. Bu 

amaçla; brokoli ekstrelerin, sentezlenen hidroksiapatit biyomateryali ile hazırlanan diskler üzerinde 

Staphylococcus aureus bakterisine karĢı oral ortamda biyofilm oluĢumundaki etkileĢimi incelenecektir. 

Hidroksiapatit diskler üzerine Staphylococcus aureus suĢları 4 hafta boyunca inkübe edilmiĢ ve biyofilmi 

üzerindeki antimikrobiyal etkinlikleri bakteri kültür yöntemiyle gözlemlenmiĢ ve disk yüzeyleri taramalı 

elektron mikroskobu (SEM) yardımıyla değerlendirilmiĢtir. 
 

Anahtar Kelimeler: Brokoli, Biyofilm, Staphylococcus aureus 

  



 

iv 

 

ABSTRACT 

 

MS THESIS 

 

PREVENTION of BIOFILM RESISTANCE by BROCCOLI PLANTS in The 

ORAL ENVIRONMENT 

 

 

 

AyĢegül YAMAN 

 

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF 

SELÇUK UNIVERSITY 

THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE  

IN CHEMISTRY 

 

Advisor: Assoc.Prof.Dr. GülĢin ARSLAN 

 

2017, 81 Pages 

Jury 

Advisor Assoc.Prof.Dr. GülĢin ARSLAN 

Assoc.Prof.Dr. Aysel ÇĠMEN 

Assoc.Prof.Dr. Mustafa ÖZMEN 

 
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). 
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1. GĠRĠġ 

 

Ağız; sindirim sisteminin baĢlangıcı olup, diĢlerle mekanik, tükürükteki amilaz ile 

kimyasal olarak ilk sindiriminin baĢlatıldığı dıĢ ortam ile etkileĢim halinde olan bir 

yapıdır. Ağız ortamı; ekolojik olarak farklı mikroçevrelerden oluĢmasından dolayı 

çeĢitli mikrofloralar içermektedir (Aas ve ark., 2005). Ağız içerisi; yanak epiteli, dil 

sırtı, supragingival ve subragingival çevrelerden oluĢmaktadır. DiĢ etinin üstünde kalan 

supragingival çevre tükürük ve yiyecekler ile yıkanmakta ve aynı zamanda mekanik 

etkilere maruz kalmaktadır. DiĢ etinin altında kalan subgingival çevre ise diĢ eti oluk 

sıvısıyla yıkanmaktadır. 

Oral ortamda bulunan mikroorganizmaların canlı kalabilmesi için yapıĢarak 

tutunmaları önemli bir ekolojik faktördür. Ağız ortamı diĢ gibi tutunabilmesi kolay 

yüzeyler içermesinden dolayı biyofilm oluĢumuna oldukça yatkın bir yapıdadır (Avila 

ve ark., 2009). Biyofilm diĢ yüzeyinde, dental plak olarak adlandırılan, konağın polimer 

matriksinin içerisine yerleĢen mikroorganizma topluluklarıdır. Mikroorganizmalar 

ortam Ģartları uygun ise tüm yüzeylerde biyofilm oluĢturabilmektedir.  

Ġn vitro çalıĢmalarda biyomalzemelerin kullanılması sıklıkla görülmektedir. 

Biyomalzemeler, insan vücudundaki organ veya dokuların iĢlevlerini yerine getirmek ya 

da desteklemek amacıyla kullanılan malzemelerdir (GümüĢderelioğlu, 2002). 

Biyomalzemelerin en önemli özellikleri, vücuda uyumlu (biyouyumluluk) olmaları, 

çevresindeki dokuların normal iĢlevlerine engel olmamaları ve dokuda yan etki 

oluĢturmamalarıdır. Klinik olarak kemik, diĢ ve diĢ minesi dokusunun inorganik 

yapısına benzer biyoseramik malzeme olan hidroksiapatit kullanılmaktadır (Mostafa, 

2005; Pasinli ve Aksoy, 2010).  

Mikroorganizma kaynaklı çeĢitli hastalıkların tedavisi amacıyla farklı yöntemler 

denenmiĢtir. Bu yöntemlerden biri doğal olarak yetiĢen ve halk arasında Ģifalı otlar 

olarak adlandırılan birçok bitkisel kaynaklı ilaçların kullanılmasıdır. Son yıllarda 

antimikrobiyal etki gösteren bitki türlerinin mikroorganizmalar üzerindeki etkileri 

büyük ilgi oluĢturmuĢtur. Bu ilginin baĢlıca sebebi ise sağlığa zararlı sentetik 

maddelerin özellikle yiyeceklere eklenmesidir (Reische ve ark., 1998). Bitkisel ilaçlar; 

hastalıkların tedavisinde, engellenmesinde ve belirtilerin azaltılmasında kullanılabilir 

(Goldman, 2001). Yapılan çalıĢmalarda, doğada tabii olarak yetiĢen bazı bitki 

ekstraklarının ve uçucu yağların bakterilere olduğu kadar, mantarlara karĢı da antifungal 

aktivite gösterdiği tespit edilmiĢtir (Tanker ve Tanker, 1990). 
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1.1 Tezin Amacı 

 

Günümüzde sıklıkla tüketilen sebzelerden biri olan; Brokoli (Brassica oleracea 

Italica), turpgiller (Brassicaceae) familyasında bulunan, glukosinolatları, fenolleri, 

antioksidantları ve temel besin minerallerini de içeren oldukça zengin besin kaynağı 

olan bir sebzedir. Ancak bitkilerle ilgili olarak biyolojik ve yan etkiler, kimyasal içerik 

ve özellikle oral ortamda biyofilm oluĢumu tam olarak bilinmeden bir tüketim söz 

konusudur. Bu amaçla tez çalıĢmasında brokoli ekstrelerinin, Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 bakterisine etkisi incelenmiĢtir. Yapılan bu çalıĢmalar doğrultusunda 

brokoli ekstrelerinin oral ortamda biyofilm oluĢumundaki etkisi değerlendirilmiĢtir. 

 

1.2 Tezin Önemi 

 

Ağız hastalıkları gibi diĢte enfeksiyonel hastalıklara sebep olan bakterilerin büyük 

bir kısmı biyofilm olarak bilinen kompleks bakteri kolonileri halinde bulunmaktadırlar. 

Planktonik bakteriler antimikrobiyal maddelerle kolayca ortadan kaldırılabilirken, 

biyofilm hücreleri bu maddelerden etkilenmezler ve kontaminasyonun tekrar 

oluĢmasına sebep olurlar. Bu yüzden biyofilm oluĢumunu engelleyebilecek yeni 

çalıĢmalar büyük önem taĢımaktadır. Bir kısım çalıĢmalar ağız sağlığı alanında doğal 

ürünler üzerine odaklanmıĢtır. Doğada tabii olarak  yetiĢen  bazı bitki  ekstraktlarının 

 ve uçucu yağlarının bakterilere olduğu kadar, mantarlara karĢı da antifungal aktivite 

gösterdiği yapılan çalıĢmalarda tespit edilmiĢtir. Bitkiler böylece hastalık tedavisinde, 

belirtilerinin azaltılmasında ya da hastalıkların engellenmesinde kullanılabilir. Bundan 

dolayı ağız hastalıkları bu yöntemle azaltılabilir ya da engellenebilir. Bu sayede daha 

ucuz, kaliteli ve sağlıklı yaĢam sürdürülebilir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER ve KAYNAK ARAġTIRMASI 

 

2.1 Biyofilm Nedir? 

 

Mikroorganizmalar, tek baĢına serbestçe dolaĢarak hızla çoğalabilen canlılar 

olarak görülmekteydi. ÇalıĢmalar, planktonik olarak da adlandırılan, diğer bakterilerden 

bağımsız mikrobiyal hücrelerin davranıĢlarını inceleyerek bu yönde geliĢmiĢtir. Fakat 

bakterilerin planktonik formdan çok, bir yüzeye tutunarak ve biyofilm adı verilen bir 

yapı oluĢturarak hayatlarını devam ettirdikleri birçok çalıĢmayla kanıtlanmıĢtır (Çiftçi, 

2005). 

Biyofilm, günümüze kadar birçok bilim adamı tarafından farklı Ģekillerde 

tanımlanmıĢtır. Ġlk olarak 17. yüzyılda Anton von Leewenhoek kendi diĢinden almıĢ 

olduğu örnekteki birikintiler içerisinde yaĢayan mikroorganizmalardan bahsetmesinden 

sonra 1978 yılına kadar biyofilm varlığından söz edilmemiĢtir (Rosan ve Lamont, 2000; 

Donlan ve Costerton, 2002; Sakarya, 2005). 1970‘li yılların baĢında Costerton 

dağlardaki akarsuların içerisinde yaĢayan bakterileri incelerken bakterilerin 

%99,99‘unun bir yüzeye yapıĢarak, balçık benzeri bir yapı içerisinde yaĢadıklarını 

ortaya koymuĢtur. 1978 yılında ise, bakterilerin, yeterli besin bulunan yüzeylere yapıĢan 

bir matriks ile çevrili biyofilm içinde ürediği tezi ortaya atılmıĢ ve ilk defa ―biyofilm‖ 

terimi Costerton tarafından kullanılmıĢtır (Donlan ve Costerton, 2002). 

Yapılan çalıĢmalarda, bakterinin büyük bir kısmının biyofilm adı verilen besleyici 

bir oluĢum içerisinde olduğu ve bakterinin yapıĢmıĢ Ģekli ile serbest bulunan Ģekli 

arasında farklılık olduğu gösterilmiĢtir. Mikroskobik incelemelerde bakterilerin, derin 

yer altı suları ve okyanusların derinlikleri hariç, doğadaki su ekosistemi baĢta olmak 

üzere, tüm tabii ekosistemde oluĢabildiği ve farklı yüzeylere yapıĢarak çoğalmasının 

%99,9 oranında biyofilm aracılığıyla olduğunu göstermiĢtir (Donlan ve Costerton, 

2002; Çiftçi, 2005; Sakarya, 2005; Yüksel, 2006). 

Zamanla biyofilmin tanımı, yapılan çalıĢmalar ve elde edilen bilgiler kapsamında 

geliĢtirilmiĢtir. Marshall 1976 yılında, biyofilmin çok ince bir ekstrasellüler polimer 

fibril olduğunu ve bakterinin yüzeye tutunmasında önemli olduğunu bildirmiĢtir 

(Donlan ve Costerton, 2002; Davey ve O'toole, 2000). 

Costerton ve arkadaĢları, bakterilerin polisakkarit yapıda bir glikokaliks matriks 

içerisinde bulunduğunu ve bu yapının canlı veya cansız yüzeylere adezyonu 

kolaylaĢtırdığını gözlemlemiĢlerdir. 1987‘de Costerton, biyofilmin yüksek oranda sulu 
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(hidrate) anyonik ekzopolimer matriks içinde bulunan mikrokoloniler olduğunu 

belirtmiĢtir (Donlan ve Costerton, 2002). 

Bunların yanında Elder ve arkadaĢları, biyofilmi, mikroorganizmaların 

ekzopolimer matriks aracılığıyla oluĢturdukları yapısal birlik olarak tanımlarken, 

Carpentier ve Cerf de çok basitçe biyofilmin, bakterilerin gömülü olarak bulunduğu ve 

yüzeye yapıĢmıĢ olan organik polimer matriks olduğunu belirtmiĢlerdir (Carpentier ve 

Cerf, 1993; Elder ve ark., 1995). 

Biyofilmin en genel tanımı ise; ―Mikroorganizmaların canlı yada cansız bir 

yüzeye yapıĢarak kendi ürettikleri organik bir ekstrasellüler polisakkarit matriks içine 

gömülü ve hareketsiz olarak birbirleriyle, bir katı yüzeye ya da bir ara yüzeye, geri 

dönüĢümsüz olarak tutunmuĢ olduğu karmaĢık topluluk‖ olarak tanımlanmaktadır. 

Genetik yapı ve protein sentezi açısından tamamen farklı fenotip gösterebilen yapıda 

bulunmaktadırlar (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 ġener, 2008; Jayaraman ve Wood, 2008). 

Biyofilm, bir yüzeye yapıĢarak, belirli bir yapısal bütünlük içerisinde toplu halde 

yaĢayan ve birbirleriyle haberleĢerek varlıklarının devamı için gerekli iĢlevlerin yerine 

getirilmesini sağlayan bakterilerin oluĢturduğu karmaĢık bir organizasyondur. Yapılan 

araĢtırmalar ve fosil kayıtlarından edinilen bilgiler 3 milyar yıldan daha uzun bir 

süreden beri prokaryotların biyofilmler içerisinde yaĢadıklarını ortaya çıkarmıĢlardır 

(Post ve ark., 2004) 

Biyofilmler canlı veya inert yüzeylerde oluĢabilirler. Bu yüzeyler arasında canlı 

dokular, doğal akuatik sistemler, su ile temas eden tüm yüzeyler, örneğin; endüstriyel ya 

da evsel su sistemleri, ısı değiĢtiricilerde, su ileten borularda, su arıtma, depolama, 

iĢleme ve dağıtım tesislerinde, soğutma kulelerinde, kağıt makinelerinde, tıbbi 

cihazlarda ve diĢ ünitelerinde rastlanabilmektedir (Thomas ve Nakaishi, 2006; Altun ve 

ġener, 2008). Biyofilm tabakası bu gibi ortamlarda, bakterileri baĢta klor olmak üzere 

dezenfektanlardan, besinsizlikten, kuraklıktan, pH değiĢikliklerinden ve toksinlerden 

korumaktadır. Biyofilmlerin bir kısmı organizmayı koruyucu bir rol amaçlarken, 

özellikle immün sistemi baskılanmıĢ hastalarda ve kalıcı tıbbi araç ya da kateteri 

kullanan hastalarda ciddi infeksiyonlara yol açabilmektedir. Biyofilm yapısı insan 

vücudunda kontak lens, protez kalp kapakçıkları ve kalp pilleri,  kateterler, rahim içi 

araç, böbrek taĢı, akciğer dokusu gibi canlı, cansız birçok yüzeyde bulunabilmektedir 

(Altun ve ġener, 2008; Nadell ve ark., 2009). 
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2.1.1 Biyofilm OluĢturma Nedenleri? 

 

Bakteriler in vitro ve in vivo ortamlarda biyofilm oluĢturmak suretiyle bazı 

avantajlara sahip olurlar. Biyofilmler bakterileri nem, ısı ve pH değiĢiklikleri gibi 

çevresel faktörlerden, ultraviyole ıĢığa maruz kalmanın doğuracağı zararlardan ve 

antibiyotik gibi toksik maddelerden korumaktadır. Bu biyofilm içerisindeki bakterilerin 

en büyük avantajı olarak görülmektedir (Socransky ve Haffajee, 2002; Petersen ve ark., 

2005). Biyofilm; bir türün diğeri için yararlı besini üretmesi anlamına gelen çapraz 

beslenmeyi, yine bir türün diğeri için zararlı olan metabolik ürünü ortamdan 

uzaklaĢtırması avantajları arasındadır (Socransky ve Haffajee, 2002). Bakterilerin grup 

halinde ve ekzopolisakkarid (EPS) matriks içerisinde bulunmaları sonucu yok 

edilmeleri güçleĢir ve hümoral immün sistem bileĢenlerinin bakterilere ulaĢmaları 

engellenmiĢ olur (Post ve ark., 2004). 

Mikroorganizmaların planktonik formda yaĢamak yerine daha çok biyofilm 

oluĢturarak yaĢamlarını sürdürmelerinin genel sebeplerini sıralarsak; 

1) Çevrenin zararlı etkilerinden korunmak: Farklı biyofilm topluluklarının 

kendi ürettiği EPS matriks yapısının farklı rolleri olduğu bilinmektedir. EPS 

matriksinin aynı zamanda çeĢitli ajanların biyofilm içerisine giriĢlerini 

engellediği de bilinmektedir. Ayrıca UV ıĢıma, pH dalgalanmaları, osmotik 

Ģok ve kuruma gibi çevresel faktörlerin zararlı etkilerinden korumada rol 

oynar. 

2) Besin elde etme ve metabolik iĢbirliği: Biyofilm içerisindeki 

mikrokolonileri çevreleyen alanlardan geçen yüksek geçirgenliğe sahip su 

kanalları bulunmaktadır. Bu kanallar primitif bir dolaĢım sistemine 

benzemektedir. Bu kanal sistemi hem besinlerin biyofilm içerisinde eĢit bir 

Ģekilde dağıtılmasını, hem de potansiyel olarak toksik metabolitlerin 

uzaklaĢtırılması görevini yapmaktadır. 

3) Yeni genetik özelliklerin kazanılması: Horizontal gen transferi doğal 

mikrobiyal toplulukların evrimi ve genetik çeĢitliliği için çok önemlidir. Bu 

durum özellikle birçok ilaca karĢı direnç gösteren bakterilerin ortaya 

çıkmasında önemlidir. Özellikle biyofilm içerisindeki kapalı ortam 

konjügasyonun kolaylıkla yapılabilmesine imkân tanır (Davey ve O'toole, 

2000). 
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Yüzeyde, mikroorganizmaların oluĢturduğu koloni Ģeklindeki her tabakaya 

biyofilm denilmemelidir. Bulundukları ortam içerisinde biyofilm olmayan topluluklar, 

yüzeylerde planktonik hücre davranıĢı gösterebilirler. Bunlarda biyofilm içerisinde 

gözlenen geri dönüĢümsüz yapıĢma ve direnç gibi biyofilme ait özellikler 

görülmemektedir. Fakat bunların yanında biyofilm içerisindeki bakterilerin zamanla 

matriks yapısından koparak planktonik forma geçtikleri unutulmaması gereken bir 

konudur. Planktonik formdaki bu hücreler dolaĢıma geçtikleri halde ayrıldıkları 

topluluğun direnç özelliğini taĢımaktadırlar (Donlan ve Costerton, 2002; Çiftçi, 2005). 

Biyofilm yapısı, çevresel faktörlere karĢı planktonik bakteri formuna göre daha dirençli 

davranıĢ sergiler (Marsh, 1995; Davey ve O'toole, 2000; Nagayoshi ve ark., 2004; 

Rolland ve ark., 2006; Müller ve ark., 2007; Nadell ve ark., 2009). 

 

2.1.2 Biyofilm Yapısı 

 

Yapılan araĢtırmalar; biyofilmlerin, sadece bir yüzeye yapıĢarak homojen bir 

tabakadan oluĢmadığı, içerisinde bulunan mikroorganizmaların belirli bir yapıya sahip 

toplu halde yaĢayan ve haberleĢerek varlıklarını sürdürebilmek için gerekli iĢlevlerin 

yerine getirilmesini sağlayan karmaĢık bir biyolojik sistemdir (Davey ve O'toole, 2000). 

Bakteriler, ekstrasellüler polimerik maddeler olarak da bilinen ve bir dizi polisakkarit, 

protein ve nükleik asit içeren çamur veya balçık benzeri bir matriks içerisinde gömülü 

olarak bulunurlar (Çiftçi, 2005). 

Biyofilmin oluĢabilmesi için gerekli olan ana bileĢenler mikroorganizma, 

glikokaliks ve yüzeydir. Bu bileĢenlerden herhangi biri olmadığı takdirde biyofilm 

oluĢmamaktadır. Yapı içerisindeki mikroorganizmalar tarafından sentezlenen 

polisakkaritler, biyofilmin ana ekstrasellüler ögesini oluĢturmaktadır (Nadell ve ark., 

2009). 

Biyofilm yapısının yaklaĢık %97‘si gibi büyük bir kısmını su oluĢturur. Matriks 

içindeki diğer bileĢenler ise; %1-2 EPS, %1-2 glikoproteinler, globuler ve diğer 

proteinler, %1-2 lipit, fosfolipit ve nükleik asitlerdir. Fakat bu oranlar mevcut 

organizmaların çeĢidine, fizyolojik özelliklerine, geliĢme ortamının doğasına, akıĢkanın 

tipine, genel fiziksel özelliklere göre değiĢebilmektedir (ġekil 2.1) (Allison, 2003). 
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ġekil 2.1. Biyofilmin genel yapısı. 

 

Polisakkaritler, DNA, protein ve sudan oluĢan ektrasellüler matriks biyofilm 

mikroorganizmaların yüzeye tutunmasını sağlar. Yüzeye sıkı bir Ģekilde tutunmuĢ olan 

bakteriler burada çoğalarak önce mikrokolonileri, onlarda büyüyerek ve geniĢleyerek 

biyofilm tabakasını oluĢturmaktadırlar. EPS salınımı, organizmaların yüzeye geri 

dönüĢümsüz olarak tutunması için gereklidir ve üretimi biyofilm oluĢumunun bir 

göstergesidir. Olgunluğa ulaĢmıĢ bir biyofilm tabakasının %75-90‘ını EPS 

oluĢturmaktadır (Padera, 2006). 

Bakteriyel tutunma için, proteinler gibi organik moleküllerin de varlığı çok 

önemlidir. Yüzey proteinleri, biyofilm matriksinin içerisinde düzenli bir Ģekilde 

oluĢurlar (Lasa ve Penadés, 2006). Bu proteinlerin bazıları, EPS varlığında biyofilm 

oluĢumuna teĢvik olabilmektedir. Biyofilm açısından BirleĢmiĢ Protein Yapısı (BAP-

Biofilm Associated Protein), organizmaların yüzeye kolonize olması ve burada sürekli 

kalmasının sağlanması açısından önemlidir (Tormo ve ark., 2005). 

Tablo 2.1‘de biyofilm oluĢturan mikroorganizmaların yüzey proteini ve 

fonksiyonları verilmiĢtir. 

Kives ve arkadaĢlarının Pseudomonas fluorescens B52 suĢundan planktonik ve 

biyofilm içerisindeki EPS üretimini karĢılaĢtırdığı çalıĢmalarında, biyofilm içinde 

polisakkaritlerin glukoz, glukozamin ve ramnoz dıĢında glukoronik ve guluronik 

asitlerin de temel bileĢikler olduğunu, miktarlarının paslanmaz çelik yüzeyde cam mal-

zemeye kıyasla daha fazla olduğunu belirlemiĢlerdir (Kives ve ark., 2006). EPS jel ya 

da viskoelastik davranıĢ biçimi sergileyebilmektedir. Biyofilmin yapısının 

sağlamlaĢması protein, Ca
+2

 iyonları ve polisakkaritler sayesindedir (Hussain ve ark., 

1993). Bununla birlikte biyofilmin bileĢimine ve fiziksel özelliklerine; liyaz, hidrolaz, 

glikozidaz, esteraz ve diğer enzimler de etki edebilmektedirler. Yapıdaki bu enzimlerin 
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birçoğu düĢük molekül ağırlıklı parçalanma ürünlerinin oluĢumuna neden olmakta, 

bunlar da biyofilmde tutunan bakterilerin metabolizmasında karbon ve enerji kaynağı 

olarak kullanılabilmektedir (Allison, 2003). 

 

Tablo 2.1. Biyofilm oluĢturan mikroorganizmalar ve yüzey proteinlerinin fonksiyonları (Latasa ve ark., 

2006). 

Mikroorganizma 
Yüzey 

proteini 
BAP’la hemoloji Fonksiyon 

Staphylococcus aureus  BAP  - 
BaĢlangıç tutunması ve abiyotik 

yüzeylerde biyofilm oluĢumu  

Pseudomonas fluorescens  LapA  
8e-59  

%25 tanımlanmıĢ  

Biyofilm oluĢumunda dönüĢümsüz 

tutunma aĢamasında destekleme 

Pseudomonas putida  Mus 20  
8e-136  

%29 tanımlanmıĢ  
BaĢlangıç çekirdek kolonizasyonu  

Salmonella enteritidis  BAPA  
3e-114  

%28 tanımlanmıĢ  

Biyofilm oluĢumu ve konukçu 

kolonizasyonu  

Escherichia coli  YeeJ  
5e-18  

%21 tanımlanmıĢ  
YapıĢma  

Enterecoccus faecalis  Esp  
2e-118  

%26 tanımlanmıĢ  

BaĢlangıç tutunması ve abiyotik 

yüzeylerde biyofilm oluĢumu 

Enterecoccus faecium  Espfm  
1e-125  

%27 tanımlanmıĢ 
Ökaryotik hücrelerde yapıĢma  

 

Burkholderia cepacia  
BAP  

8e-135  

%33 tanımlanmıĢ  
Son aĢamada biyofilm oluĢumu  

Vibrio parahaemolyticus  VP1443  
3e-05  

%20 tanımlanmıĢ  
Biyofilm olgunlaĢması  

 

Biyofilmler tek bir mikroorganizma türü tarafından oluĢabildiği gibi birden fazla 

türü de yapısında bulundurabilmektedir. Farklı türlerde oluĢan biyofilmlerde her tür 

kendi mikrokolonisini oluĢtururken, bu mikrokoloniler birbirlerinden su kanalları 

aracılığı ile ayrılmıĢtır. Bu su kanalları, içinde devam eden su akıĢı besin maddelerinin 

ve oksijenin difüzyonunu sağlayan, kılcal damarlı gözenekli bir yapıdır (Davey ve 

O'toole, 2000; Altun ve ġener, 2008).Su kanalları mikrokolonilerin hem altında hem de 

arasında bulunmaktadır. Biyofilm tabakasını tabanına besinlerin taĢınması bu özel 

kanallar aracılığıyla olmaktadır. Hücresel atık sistemi de biyofilmin yüzey alanında 

gizlenir. TaĢıma iĢlemi, su kanalları içerisinde bulunan su yardımıyla ya da pasif 

difüzyonla daha kolay gerçekleĢmektedir. Bunlarla birlikte su kanallarının içteki 

alanlara oksijen taĢıdığı ve molekül taĢımasına da yardımcı olduğu bilinmektedir 

(Costerton ve ark., 1995). 

Biyofilmin yapısı, saf kültürler için türe, çoklu kültürler için substrata özgüdür. 

Heterojenik biyofilmlerde yapı çoğunlukla düzensizdir. Biyofilmin yapısı, etrafındaki 

akıĢ oranı, farklı türlerin sayı ve tipine bağlı olarak değiĢmektedir. Biyofilm kalınlığı 
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laminer ve türbülant akıĢ arasında maksimum seviyededir. Laminer alandaki kalınlık 

substrata ulaĢabilirliğine, türbülant akıĢta ise aĢınmaya bağlı olarak değiĢmektedir 

(Poulsen, 1999).  

EPM (Ekstrasellüler Polimerik Matriks) üç boyutlu biyofilm yapısının iskeletini 

oluĢturur ve biyofilmin yüzeylere adezyonu ve kohezyonundan sorumludur(Flemming 

ve Wingender, 2010). Tam hidrate ve canlı biyofilmin %15 hücre, % 85 matriks 

materyali tarafından oluĢtuğu ve hücrelerin matrikslerinin çevrelediği farklı 

yüksekliklerdeki ―kuleler‖ veya ―mantarlar‖ içerisinde bulundukları anlaĢılmıĢtır 

(Donlan ve Costerton, 2002). 

Biyofilm matriksi, içerisinde yaĢayan organizmaya bağlı olarak farklı özellikler 

taĢıyabilir. Gram pozitif bakterilerin katyonik matriksler oluĢturduğu, gram negatif 

bakterilerin ise nötral veya polianyonik biyofilmler oluĢturduğu bilinmektedir. 

 

2.1.2.1 Quorum
1
– Sensing 

 

Biyofilm içerisinde bulunan mikroorganizmalar ve mikrokoloniler, birbirleriyle 

iletiĢim kurabilme özelliğine sahiptirler. ÇeĢitli kimyasal mekanizmalarını iletiĢim 

sinyali olarak kullanmaktadırlar (Rudney, 2000; Saraçlı, 2006; Jayaraman ve Wood, 

2008). Kimyasal sinyalin lokal ekstraselüler konsantrasyonu belirli bir seviyeye 

ulaĢması, çevrede bulunan bakteriler için o bölgede belirli yoğunlukta bir hücresel 

kümelenmenin baĢladığı anlamına gelir. Yani mikroorganizmaların hücre yoğunluğu 

belli bir seviyeyi aĢınca bakteriler autoinducer adı verilen sinyal molekülleri salgılar, 

böylece çevredeki bakterilerde gen ekspresyonu aktive olur (Marsh, 2005; Petersen ve 

ark., 2005). Bakteriler ürettikleri sinyal moleküllerinin yoğunluğunu ölçebilmekte, 

böylece çevrelerindeki diğer mikroorganizmaların popülasyon yoğunluğunu 

hissedebilmektedir. Quorum sensing olarak adlandırılan bu iletiĢim yöntemi, hücre 

yoğunluğuna bağlıdır. Az miktarda hücre ile sinyaller düĢük seviyede kalırken, hücre 

miktarı arttıkça da iletiĢim için ideal bir ortam sağlanmıĢ olur (Marsh, 2005). 

"Quorum: yoğunluk, çoğunluk" ve "sense: hissetme, algılama" kelimelerinin 

birleĢmesiyle oluĢturulmuĢtur (Baskın, 2005). QS çalıĢmaları ilk olarak 1960‘larda,  

serbest yaĢayan iki deniz vibriosu olan Vibrio fischeri ve Vibrio harveyi üzerinde 

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

                                                 
1 Quorum: Yoğunluk 
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ve Nealson‘un bu çalıĢmalarında, bazı gram negatif bakterilerin belirli bir yoğunluğa 

ulaĢtıktan sonra floresans ıĢık yaydıklarını fark etmiĢlerdir. 

QS mekanizmasını gram pozitif bakterileri de kullanırlar ancak bu mekanizmada 

üç farklı bileĢen bulunur. Bunlar salgılanan bir peptid, membrana bağlı bir histidin kinaz 

reseptörü ve bir instrasellüler yanıt regülatörüdür. Buna ek olarak hem gram negatif 

bakterileri hem de gram pozitif bakterilerin otoindükleyici 2 (aotoinducer 2: Al-2) 

adında üçüncü bir sistemde kullandıkları belirlenmiĢtir (Cloak ve ark., 2002). 

QS iletiĢim yöntemiyle bakterilerin fizyolojik özellikleri bile değiĢtirilebilir. Yani 

bakteri bir baĢka bakteri ile karĢılaĢtığında iletiĢim kurabilme ve davranıĢını 

değiĢtirebilme yeteneği kazanırken, bununla birlikte bireylerden oluĢan topluluğun 

birlikte hareket etmelerine ve çok hücreli birim olarak davranmalarına izin vermektedir. 

Aynı zamanda topluluğa yararlı türlerin geliĢimi de bu iletiĢim yöntemi sayesinde 

uyarılabilir. Bu sistemin bakteriye pek çok avantajı bulunmaktadır. QS sayesinde 

bakteri davranıĢlarını koordine eder ve besin kaynaklarına adaptasyon geliĢtirerek besin 

için yarıĢan diğer bakterilere karĢı savaĢabilmektedir. Sistemin sağladığı en önemli 

avantaj ise, infeksiyon sırasında virülans faktörlerinin düzenlenmesi sonucu konakta 

immün yanıttan kaçabilmektedir (Saraçlı, 2006). Bunlarla birlikte biyofilm içerisinde 

bilgi taĢınması için tek yol sinyal iletimi değildir. Bakteriyel hücrelerin yoğunluğu 

yüksek olduğunda, aynı tür veya farklı türler arasında genetik bilgi transferi 

olabilmektedir (Marsh, 2005). 

 

2.1.3 Biyofilmin GeliĢim Evreleri 

 

Biyofilm, farklı çevre ve ortamlarda oluĢabilir fakat en basit bir biyofilm tabakası 

bile karmaĢık bir yapıya, dinamikliğe sahiptir. Biyofilmlerin sabit bir noktada biyolojik 

dönüĢümlerini tamamladıkları yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (O'Toole ve ark., 

2000). Biyofilm geliĢim aĢamalarının baĢlayabilmesi, besin durumu gibi spesifik 

çevresel faktörler gibi etmenlere bağlı olarak değiĢim göstermektedir. GeliĢim aĢaması 

ortama taze besiyer sağlandığı sürece devam eder. Ancak ortam içerisindeki besin 

tükenince yüzeyle olan bağlantıları zayıflayarak planktonik formuna geri döner. Bu 

ayrılmayla, hücreler yeni besin kaynakları aramaya baĢlar ve ortama daha iyi adapte 

olarak yayılmaya baĢlarlar (Kolter ve ark., 1993). Bundan dolayı biyofilmin geliĢim 

aĢamalarının hepsinde besin ihtiyacını giderme durumunun etkili olacağı yapılan 

çalıĢmalar sonucu belirlenmiĢtir (O'Toole ve ark., 2000).  
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 Biyofilm oluĢum aĢamasında sadece besin değil bununla birlikte yüzey 

koĢullarının da önemli olduğu unutulmaması gereken bir konudur. Bakteriler, farklı 

yapıdaki yüzeylere tutunabilirler. Buna bağlı olarak biyofilm oluĢma ve geliĢme 

aĢaması yüzey koĢullarına göre değiĢebilmektedir (Mafu ve ark., 1990). Örneğin; 

Rogers ve ark. Legionella pneumophila bakterisinin kauçuk bir yüzeye tutunmasının 

daha kolay iken, polivinil klorür, polipropilen, etilen-propilen, paslanmaz çelik ve cam 

yüzeylere tutunmasının daha az ve zor olduğunu belirlemiĢlerdir (Rogers ve ark., 1994). 

Yüzeyin organik veya inorganik yapıda olması da biyofilmin yüzeye tutunmasını 

etkilemektedir (Kumar ve Anand, 1998). 

 GeliĢim evrelerine göre mikroorganizmalar planktonik ve sessile (yerleĢik) olmak 

üzere iki gruba ayrılırlar. Planktonik hücreler serbest halde tek baĢlarına yaĢarlarken, 

yerleĢik hücreler ise bir yüzeye tutunur ve toplu halde yaĢayarak fonksiyonlarını 

gerçekleĢtirirler. Yüzeye tutunma aĢaması zamana bağlı bir oluĢumdur. DönüĢümlü ve 

dönüĢümsüz olmak üzere bu durum iki aĢamaya ayrılır. Mikroorganizmaların biyofilm 

oluĢturması çeĢitli aĢamalardan meydana gelmektedir. Biyofilm oluĢumu temel olarak 

mikroorganizma çeĢidine, ortam koĢullarına, yüzeye ve zamana bağlıdır (Lundberg, 

1998). 

 Biyofilm oluĢturacak bakteriler, yaĢadıkları ekosistem ne kadar farklı da olsa, aynı 

döngüsel biçimde biyofilm oluĢturmaktadırlar (Danhorn ve Fuqua, 2007). Biyofilm 

geliĢimi 5 evrede (ġekil 2.2) gerçekleĢmektedir: 

1. DönüĢümlü tutunma (tutunma) 

2. DönüĢümsüz tutunma (yapıĢma) 

3. Koloni geliĢimi (kolonizasyon) 

4. Biyofilm olgunlaĢması 

5. Biyofilm hücrelerinin koparak ayrılması 

 

1. DönüĢümlü Tutunma  

Biyofilm oluĢum evresinin ilk aĢaması, bakterilerin bir yüzeye tutunmaları ile 

baĢlayan dinamik bir süreçtir (Çiftçi, 2005; Fraud ve ark., 2007). Bakterilerin tutunma 

aĢamasını yapabilmeleri için yüzey ile etkileĢimlerinin farkında olmaları gerekmektedir. 

Bakteriler bir verici ve bir alıcıdan oluĢan düzenleyici bir sisteme sahiptir ve bu sistem 

çevresel uyarıları fenotopik değiĢikliklere çevirmektedir. Ġlk tutunma aĢamasının 

gerçekleĢmesinden sonra biyofilm oluĢturmak için ‗Quorum Sensing‘ sisteminden gelen 

yanıtlara bağlı olarak hareket edilmektedir. Bu sistem sayesinde bakteriler, etrafındaki 
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bakteri varlığının yoğunluğunu belirler ve yüzeye tutunan her bir bakteri ‗ben 

buradayım‘ mesajını veren bir molekül salgılayarak bakterileri bulunduğu kısma 

çekmektedir. Gönderilen sinyalin lokal konsantrasyonun artması için yüzeye tutunan 

bakterilerin sayısının artması gerekmektedir. Bu Ģekilde biyofilm oluĢması için bir dizi 

iĢlem baĢlatılmıĢ olur (Çiftçi, 2005; Fraud ve ark., 2007). 

 DönüĢümlü basamakta, bakteri hücresi yüzey ile tam olarak temas etmemekte, 

aralarında uzun mesafeli etkileĢimler meydana gelmektedir. Bu etkileĢimler; hidrofobik 

etkileĢimler, Van der Walls güçleri ve elektrostatik güçler olup zayıf etkileĢimlerdir. 

Elektrostatik etkileĢimler daha çok itici güçlerdir, çünkü bakteriler ve katı yüzeyler 

negatif yüklüdür (Costerton ve ark., 1995; Poulsen, 1999). 

 Yüzey ile bakterinin ilk temasının gerçekleĢmesinde hidrofobik güçlerin etkisi 

büyüktür (Costerton ve ark., 1995). Bu aĢamada bakteriler durulama gibi basit yıkama 

iĢlemleri ile kolayca uzaklaĢtırılabilirler. DönüĢümlü tutunma aĢaması, bakterilerin 

durgun ve yapıĢmıĢ haldeki dengeli dağılımın bir sonucu olabilir. Bu kısımda 

mikroorganizmalar yüzeye yakındır fakat henüz yüzey ile temas etmemiĢtir (Lindsay ve 

Von Holy, 2006). 

 

2. DönüĢümsüz Tutunma (YapıĢma) 

 DönüĢümsüz tutunma, bakterilerin yüzeye yapıĢma ya da kuvvetli bir Ģekilde 

tutunmasıdır. Yüzeye tutunan bakteriler, hücre zarındaki proteinlerin uyarımı sonucunda 

ekstrasellüler polisakkarit sentezlemeye baĢlar ve bu da hücrelerin birbirine ve yüzeye 

tutunmasını sağlar. Bu madde zamanla, olumsuz olan çevre koĢullarına karĢı koruma 

sağlar (Davey ve O'toole, 2000; Çiftçi, 2005; Lindsay ve Von Holy, 2006; Fraud ve 

ark., 2007; Altun ve ġener, 2008; Nadell ve ark., 2009).  

 DönüĢümsüz tutunma aĢamasının ilk aĢamadan farkı yüzeyle kısa mesafeli 

etkileĢimlerin oluĢmasıdır. Bu etkileĢimler dipol-dipol ve iyon-dipol etkileĢimleri, 

hidrofobik etkileĢimler, iyonik ve kovalent bağlar ve hidrojen bağı etkileĢimleridir. 

Mikroorganizmalar yapıĢma esnasında hayatlarını sürdürebilmek için yüzey alanında 

yeterli besin olup olmadığı araĢtırmasını yapmaktadırlar. Bakteriler yüzeye dönüĢümsüz 

tutunabilmeleri için, flegella ve pili organelleri ile EPS oluĢturarak yüzeye 

bağlanabilirler (Poulsen, 1999). Ancak EPS oluĢturmayan bazı bakteri türleri de 

bulunmaktadır ve bu türlerinde yüzeylere bağlanabildiği belirtilmiĢtir. 

Bu basamakta, bakterilerin yüzeylerden uzaklaĢtırılması fırçalama ve kazıma gibi 

güçlü iĢlemler vasıtasıyla gerçekleĢmektedir. 
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3. Koloni OluĢumu (Kolonizasyon ) 

 Biyofilm oluĢum aĢamasının son evresi yüzey kolonizasyonudur. Tutunan 

bakteriler bu aĢamada geliĢir ve daha sonra bölünüp çoğalarak biyofilm yapısının en 

küçük organizasyon birimi olan mikrokolonileri oluĢturur (Çiftçi, 2005). Bir bakteri 

hücresi yüzeyde koloni oluĢturduktan sonra(ilk koloni), aynı yüzeyde diğer bakteri 

grupları da koloni oluĢturmaktadır(ikincil koloni). Biyofilm yapısı büyümesiyle, 

matriksde kapsül oluĢturmuĢ bakterilerde de artıĢ görülür (Poulsen, 1999). EPS ile aynı 

zamanda diğer planktonik formdaki bakterilerin yakalanması sağlanır. 

 

4. Biyofilm OlgunlaĢma  

 OlgunlaĢma evresinde, mikrokoloniler büyüyerek kompleks, mantar ya da kule 

Ģeklindeki yapılara dönüĢmektedir. Bakteriler, EPS matriksinin çevrelediği 

mikrokoloniler içerisinde yaĢamaktadırlar. Farklı yükseklik ve boyutlarda olan 

mikrokoloniler arasındaki besin alıĢveriĢi ve atıkların uzaklaĢtırılması su kanalları ile 

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

 

5. Kopma ya da Ayrılma  

 Bu aĢamada mikrokolonilerin olgunlaĢmasıyla, biyofilm tabakasından tek bir 

bakteri ya da bakteri kümeleri halinde kopmalar meydana gelerek ortama yayılırlar. Bu 

kısım biyofilm oluĢum evresinin bir aĢaması olabileceği gibi dıĢ kuvvetlerin etkisiyle de 

kopmalar meydana gelmektedir (Poulsen, 1999). Koloniden ayrılan bakteri ve bakteri 

kümeleri baĢka bir yüzeyde tekrar biyofilm oluĢturma yeteneğine sahiptirler. 

 

 
ġekil 2.2. Biyofilm oluĢum aĢamaları (Harrison ve ark., 2005). 
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2.1.4 Biyofilm OluĢumunun Kontrolü ve Engellenmesi 

 

 Biyofilm oluĢumunun kontrolü ve engellenmesinde ilk aĢama biyofilm oluĢmadan 

gerekli önlemlerin alınmasıdır. Biyofilm oluĢturacak yüzeylerde belirli aralıklarla uygun 

ve etkili bir temizlik iĢlemiyle mikroorganizmaların tutunabileceği organik maddeler 

uzaklaĢtırılmalı ve bunu etkili bir dezenfeksiyon uygulaması izlemelidir (Midelet ve 

Carpentier, 2004; Simões ve ark., 2006). Bu temizlik aĢamasındaki amaç EPS 

tabakasının parçalanmasıdır. Biyofilmin uzaklaĢtırılması için temizlik esnasında yüzeye 

mekanik kuvvet uygulamakta gerekebilmektedir. Biyofilmin oluĢacağı ortam Ģartlarına 

göre; mekanik iĢlemler, otomatik fırça veya yüksek basınçla temizlik yapılması, jel te-

mizleyiciler veya düĢük basınçla yapılan temizlikten daha etkilidir. Amonyak, 

formaldehit, deterjan maddeleri, katalize modifiye yüzeyler, elektriksel alanlar, 

enzimler, ultrason ve yüksek basınçlı temizleme sistemlerinin kullanımı biyofilm 

oluĢumunu engelleme yöntemleri arasında yer almaktadır. Yöntem çeĢitlerinin her biri 

biyofilm oluĢumunu sağlayan bakteri türüne, uygulama Ģekline ve biyofilm oluĢacak 

yüzeye göre değiĢim göstermektedir (Meyer, 2003).  

Biyofilm oluĢturan mikroorganizmalar ile planktonik haldekiler karĢılaĢtırıldığı 

zaman biyofilm yapısı; antibakteriyel maddelere, gluteraldehit, klorin, monokloramin, 

peroksijenler, iodin, iodinpolivinil-pirollidon gibi biositlere ve ısıya karĢı daha dayanıklı 

yapıdadırlar (Cloete, 2003).  

2.1.4.1 Kimyasal Madde Kullanımı 

Biyofilm oluĢumunda mikroorganizmaları yok etmek için kullanılan kimyasal 

maddelerin EPS matriksine nüfus etmeleri gerekmektedir (Meyer, 2003). Kimyasal 

uzaklaĢtırma yönteminde en ucuz yöntem klor ile biyofilm organizmalarını 

uzaklaĢtırmaktır. Fakat EPS matriksi klorun mikroorganizmalara ulaĢmasını 

engellemesinden kaynaklı olarak yüksek konsantrasyonda kullanılması gerekmektedir. 

Planktonik organizmaya göre biyofilm organizmaları klora karĢı 150-3000 kez daha 

dirençlidir. Ozon, klora karĢı iki kat daha etkili olmasının yanında sistemin ozona 

dayanıklı bir maddeden yapılması gerekmektedir. Biyofilmin uzaklaĢtırılmasında 

kullanılan diğer bir kimyasal dörtlü amonyumlardır. Bu maddeler uzaklaĢtırmada etkili 

olurken kopan parçacıkları yüzeyden uzaklaĢtırmak için yüzeyin basınçlı su ile 

durulanması gerekmektedir. 
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2.1.4.2 Enzimler 

 Spesifik kimyasal moleküller üzerinde katalitik bir aktiviteye sahip olan enzimler, 

özellikle gıda endüstrisinde biyofilm uzaklaĢtırılmasında önemli bir yöntemdir. EPS 

matriksi, heterojenik kompleks yapıya sahip bir moleküldür ve bu kompleks yapıyı 

bozabilmek için enzimlerin yardımına ihtiyaç vardır (Simoes ve ark., 2010). Biyofilm 

uzaklaĢtırılmasında, bakterinin türüne göre enzim etkisinin değiĢebildiği ve yüzey aktif 

maddelerle kombinasyon sağlanarak daha kolay uzaklaĢtırılabildiği gösterilmiĢtir 

(Lequette ve ark., 2010).P. Fluorescens’in oluĢturduğu biyofilmEPS yapısının üzerine 

amilaz enziminin etkisi az olurken, proteaz enzimiyle kolaylıkla parçalandığı yapılan 

çalıĢmalarda gözlenmiĢtir (Molobela ve ark., 2010). Biyofilm uzaklaĢtırmasında, 

polisakkarit hidrolize eden enzimler ile oksidoredüktazların kombinasyonu da 

önerilmektedir. Biyofilm matriksini polisakkarit hidrolize eden enzimler parçalarken 

(Johansen ve ark., 1997), oksidoredüktazlar ise bakteriyi öldüren etkiye sahip olduğu 

için geliĢimi engellemektedir. 

2.1.4.3 Ultrason 

 Özellikle gıda endüstrisinde kullanılan ultrason yöntemi, kesme, dondurma, 

tavlama, sterilizasyon, beyazlatma ve ekstraksiyon aĢamalarında kullanılmaktadır 

(Chemat ve Khan, 2011). Ancak gıda endüstrisinde bu bakteriler sadece ultrasonik 

yöntemle yok edilemeyebilir. Bundan dolayı diğer yöntemlerle beraber uygulanması 

tavsiye edilir (Qian ve ark., 1997; Piyasena ve ark., 2003). 

 Yapılan araĢtırmalar sonucu ultrasonun antibiyotiklerin biyofilme olan etkisini 

arttırdığı görülmüĢtür ve matrikse oksijen difüzyonu sağlayarak biyofilm hücrelerini 

aktif hale getirerek antibiyotik kullanımı sağlamaktadır (Peterson ve Pitt, 2000). 

2.1.4.4 Elektrik Alan 

Biyofilm oluĢumunu engelleyebilmek için yapılan çalıĢmalar içerisinde 

biyoelektrik alan son yıllarda büyük ilgi görmektedir. Yapılan çalıĢmalarda; gümüĢ, 

karbon ve platin gibi elektrotları kullanarak 200-400 μA gibi düĢük akımla oluĢturulan 

elektriksel alanda, gram negatif ve gram pozitif bakterilerinin planktonik hücreleriyle 
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birlikte Candida albicans gibi biyofilm oluĢturan organizmaların hücrelerini de yok 

ettiği görülmüĢtür (Davis ve ark., 1991).  

 

 2.1.5 Oral Biyofilm 

 

 DiĢ minesi, kök yüzeyleri, dental implantlar ve materyaller gibi katı yüzeyler 

üzerine yapıĢarak EPS matriksi içerisinde yaĢayan bakteriyel topluluğu oral biyofilm 

olarak adlandırılmaktadır (Zijnge ve ark., 2010). DiĢ yüzeyinde oral biyofilm olarak 

oluĢan, matriks içerisinde yerleĢmiĢ mikrobiyal orijinli mikroorganizma toplulukları ise 

‗dental plak‘ olarak bilinmektedir (Sakaguchi ve Powers, 2012; ġimĢek ve Bulut, 2012). 

 Oral biyofilm, çürüklerinin ve periodontal hastalıkların oluĢmasında önemli 

derece rol oynayan mikrobiyal bir ekosistemdir. Biyofilm sistemlerinden araĢtırma 

konusu olarak en çok çalıĢılan ve önemli dereceye sahip olan bir konu olduğu 

bilinmektedir. Bu çalıĢmalar; tıp, endüstri ya da doğa gibi alanlarla ortak kesiĢim 

noktaları olup, biyofilmin yapısı, içeriği, mekanizması gibi konular araĢtırılmıĢtır 

(Bowden ve Li, 1997). 

 Oral biyofilm sisteminin bakteri içeriğinin fazla olmasından dolayı kısmen karıĢık 

bir yapıdadır (Davey ve O'toole, 2000; Overman, 2000). Bu sistemdeki 

mikroorganizmaların EPS leri hem sentez yapabilmesi hem de yıkabilmesi ayırt edici 

özelliği olarak gösterilmektedir. Mikroorganizmalar için bazı önemli besinlerin 

bağlanması, zararlı ajanlara karĢın mikrobiyal hücrelerin korunması ve adezyonun etkili 

bir Ģekilde yapılması için EPS nin kimyasal içeriği ve yapısı önemlidir (Socransky ve 

Haffajee, 2002; Marsh, 2005). 

 Oral ortamdaki biyofilm sürecinde bakterinin yapıĢması, geliĢimi, uzaklaĢması ve 

tekrar yapıĢması olayları aynı anda meydana gelir (Marsh, 1995). Ağız içerisinde ve 

tükürükteki bakteri fazlalığının sebebi diĢ ve yumuĢak dokularda oluĢan biyofilmlerden 

kaynaklandığı söylenmektedir (Socransky ve Haffajee, 2002). 

 Oral ortamda biyofilm oluĢum aĢamaları belli bir düzendedir (Marsh ve Nyvad, 

2008). Bunlar; 

1. Pelikıl oluĢumu 

2. Bakterilerin yapıĢması (0-4 saat) 

3. YapıĢmıĢ olan bakterilerin geliĢmesi ve farklı mikrokolonilerin oluĢumu(4-

24 saat) 

4. Mikrokolonilerin geliĢimi (1-14 saat) 
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5. Olgun biyofilm oluĢumu (2 hafta) 

 

 1.Pelikıl oluĢumu:  

 Mikroorganizmalar, diĢ yüzeyine direkt olarak tutunup kolonize olamamaktadır. 

DiĢ yüzeyleri tamamen temizlenmiĢte olsa, kısa sürede glikoproteinler, musinler, alfa 

amilaz gibi egzo ürünler, bakteri hücre debrisleri, asidik prolinden zengin proteinler ve 

sialik asitten zengin bir karıĢım olan aselüler proteinöz yapıda bir madde ile kaplanır. 

Ve pelikıl adını alır. Ġlk 24 saat içerisinde kolonizasyonun gerçekleĢmediği alanlarda 

pelikıl kalınlığı 0,01-1 μm‘ye ulaĢır (Marsh ve Nyvad, 2008) ve bu yapıya ‗kazanılmıĢ 

pelikıl‘ adı verilir (Onisei ve ark., 2008). Pelikıl, çoğunlukla tükürük bileĢenlerinden 

oluĢan bir mine örtüsüdür ve asitlere karĢı mineyi korumaktadır. Bunun yanında diĢler 

arasındaki sürtünmeyi azaltabilmek, remineralizasyon için matriks sağlamak, 

mikroorganizmaların yüzeye tutunmasını kolaylaĢtırmak ve kolonize olmuĢ bu 

organizmalar için besin kaynağı durumunda olması pelikılın diğer fonksiyonları 

arasında yer almaktadır. 

 

 2. Bakterilerin yapıĢması:  

 Oral bakterinin diĢ yüzeyine pasif taĢınması kısmıdır. Ancak ağız ortamında 700 

den fazla bakteri çeĢidi bulunmakta fakat her mikroorganizma oral biyofilm 

oluĢturmamaktadır. Bazıları belirli özel Ģartlarla oral biyofilm oluĢturmaktadır. 

Biyofilmin oluĢumu, fiziksel ve hücresel etkileĢimler ile baĢlamaktadır. Mikrobiyal 

hücre yüzeyi ve pelikıl kaplı diĢ arasında, zayıf uzun vadeli fizikokimyasal etkileĢimler 

oluĢur ve bu etkileĢim ile geri dönüĢümlü tutunmayı sağlayan net çekimin zayıf olduğu 

bir bölge oluĢtururlar (ġimĢek ve Bulut, 2012). Bu etkileĢim çeĢitleri; fiziksel yakınlık, 

metabolik alıĢveriĢ, iĢaret moleküllü aracılı iletiĢim, genetik materyal alıĢveriĢi, 

koagregasyon (genetik olarak farklı hücre tipleri arasındaki özel hücre-hücre tanımaları: 

adezin-reseptör iliĢkisi) Ģeklinde sıralanabilmektedir (Sakaguchi ve Powers, 2012). 

Kolonizasyon aĢamasının temeli adezin-reseptör mekanizmasına dayanmaktadır 

(Lamont ve Jenkinson, 2010). Oral ortamda mine veya kök fark etmeksizin, çoğunlukla 

ilk kolonize olan mikroorganizmaları S. Sanguis, S. Oralis ve S. Mitisolan 

Streptococcus türleridir (Marsh ve Nyvad, 2008). Yanak ve mukoza yüzeyinde biyofilm 

oluĢuyorsa ilk önce Leptothrischia buccalis ve Streptococcus salivarius türleri tutunur. 

Bundan sonra sayı ve bakteri çeĢitliliği artmaktadır. 
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 Birincil(erken) kolonizasyon olarak adlandırılan bu aĢamada yüzeye tutunan 

bakteriler mikrokoloniler oluĢturmaya baĢlarlar. Bu safhada oluĢan mikrokoloniler saf 

bakteri kümeleridir. Biyofilmler burada aralıklı olarak oluĢan bakteri kolonileri 

Ģeklindedir (Marsh, 2005). 

 

3.YapıĢan bakterilerin geliĢimi ve farklı mikrokolonilerin oluĢumuna öncülük 

etmesi: 

Oral biyofilmler içerisindeki mikroorganizmalar adezin ve reseptörler ile moleküler 

iliĢki kurarak güçlü ve türe özgü bir bağlantı kurarlar. Kolonize olan bakteriler geliĢirler 

ve ortam Ģartlarını diğer bakteriler için uygun hale getirirler(Erdem, 2006). 

Ġkincil (geç) kolonizasyon olarak geçen bu aĢama içerisinde adezin-reseptör 

sistemine benzer bağlanma oluĢmaktadır. Bu aĢamada olan bağlanma Ģekli; genetik 

olarak farklı olan bakterilerin birbirini tanımasını, hücreler arası iletiĢimi ve yapıĢmasını 

sağlamaktadır ve ‗koagregasyon‘ olarak adlandırılmaktadır (Hajishengallis ve Michalek, 

1999; Davey ve O'toole, 2000; Donlan ve Costerton, 2002; Marsh, 2005). 

 

 4. Mikrobiyal yığılım ve koagregasyonla farklı mikrokoloni türlerinin 

geliĢimine öncülük etmesi ve olgun biyofilm oluĢumu:  

 Oral biyofilmin geliĢmesi ve olgunlaĢması koagregasyon iletiĢim yöntemine 

dayanmaktadır. Bakteri kümeleri kalınlaĢan adezin tabakasının içerisine girer ve adezin 

tabakası örtü gibi bakterileri kuĢatır. Bu aĢama, bakteriyel bölünmenin en fazla olduğu 

kısımdır (Donlan ve Costerton, 2002). 

 Hücreler bölünerek diĢ yüzeyinde dikey uzanan koloniler meydana getirirler. Oral 

biyofilm tabakasının geniĢleme aĢamasında, tükürükten adsorbe edilen serbest haldeki 

mikroorganizmalar bakteriyel atıkların çoğalmasına katkıda bulunmaktadırlar. 

Mikroorganizmalar yüzey tabakada diğer türlerle koagre olur. Bundan dolayı küresel 

mikroorganizmalar flamantöz bakterilerin üzerinde birikerek mısır koçanı ‗corn-cob‘ 

Ģeklinde bir görüntü kümesi oluĢtururlar (Marsh ve Nyvad, 2008).  

Kolonizasyon oluĢumu devam ettikçe bakteriler saldıkları ekzoenzim ve aracı 

maddeler ile birbirlerinin bölünmesini sağlarlar. Aynı zamanda da yeni adezin 

sentezleyerek etraflarını matriks ile sararlar. Bütün bakteri kümelerinin orta kısmında ve 

içerisindeki bakterileri besleyebilmek için adezin matriks üzerinde su kanalları oluĢur. 

Bu kanallar, bakteri kümeleri arasında su ve besin sirkülasyonu yapmak için gereklidir 

(Donlan ve Costerton, 2002). Kanallar biyofilmin önemli bir parçası olup yapıya katkısı 
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oldukça büyüktür. Oral biyofilm yapısına sürekli dıĢarıdan yeni bakteriler eklenirken, 

ölen bakteriler ise diğer bakteriler tarafından besin kaynağı olarak kullanılmaktadır. 

Bakteri eklenmesiyle ve çoğalmasıyla biyofilm tabakası zamanla kalınlaĢır. Biyofilm 

yapısı aslında; simbiyotik, kendiliğinden organize olmuĢ bir bakteri dokusudur (Davey 

ve O'toole, 2000). OlgunlaĢma evresi, zarara uğramazsa 2-3 hafta içerisinde meydana 

gelmektedir. Kalınlığı 50-100 μm‘ ye ulaĢmaktadır (Donlan ve Costerton, 2002).  

2.1.5.1 Oral Biyofilmin OluĢumuna Etki Eden Faktörler 

 Yüzey alanının durumu: 

AraĢtırmalar sonucu, oral biyofilmin oluĢması sırasında mikroorganizmalar ilk 

olarak diĢ minesi üzerindeki çatlak, oyuk vb. alanlara tutunduğu görülmüĢtür.  Görülen 

bu özellikten dolayı da biyofilm oluĢumunda yüzey yapısının önemi büyüktür. Bunun 

yanında yüzey alanının enerjisi de oluĢumda önemli rol oynar. Yüzeyin pürüzlü olduğu 

noktalarda enerjinin fazla olmasından dolayı biyofilm oluĢumu daha kolaydır (Shahal ve 

ark., 1998; Carlen ve ark., 2001; Auschill ve ark., 2002). 

  Besin faktörleri: 

 Biyofilm oluĢumu için sakkaroz gerekli besin kaynağıdır. Bu madde farklı bakteri 

türleri için farklı görevler yerine getirmektedir. Örneğin; substrat oluĢturarak 

Streptococcal glikoziltransferaz (GTF) için çözünebilen ve çözünemeyen glukanların 

oluĢumu sağlanırken, Veillonella türü için sentezlenmesiyle birlikte laktik asit kaynağı 

olmaktadır. Bunların yanında ortamda fazla miktarda bulunmasıyla ortam pH‘sını 

düĢürmekte ve sınırlı oranda bulunduğu zaman da enerji kaynağı olarak bulunmaktadır 

(Bowden ve Li, 1997). Besin olarak diğer mono-di-polisakkaritler de geliĢim için besin 

kaynağı olabilmektedir (Marsh ve Nyvad, 2008).  

 Sakkaroz, matrik yapısını daha pürüzlü hale getirdiğinden dolayı çürüğe neden 

karbonhitratların baĢında yer almaktadır. Bunlarla birlikte sakkoroz yüksek 

konsantrasyonda bulunduğu ortamlarda, oral biyofilm yapısının kalsiyum, fosfor ve 

fluorid gibi iyonların konsantrasyonlarının az olduğu belirlenmiĢtir. Oral ortam pH‘sını 

değiĢtirebilen sakkaroz, S. Mutans türünün çoğalmasına sebep olmaktadır (Leme ve 

ark., 2006). 

 Tükürük: 

 Oral biyofilmin oluĢumda en önemli faktörlerden biride tükürüktür (Rudney, 

2000; Al-Ahmad ve ark., 2007). Tükürük, içerisinde bulunan proteinlerden kaynaklı 
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olarak ağız içerisindeki tüm alanlarda biyofilm oluĢturma yeteneğine sahiptir. Bu 

sayede oluĢan pelikıl üzerinde, mikroorganizmaların tutunabilmesi için pozitif bir 

seleksiyon oluĢmaktadır. Planktonik durumda olan farklı türler arasında ise 

koagregasyon oluĢturmaktadır (Rudney, 2000). 

 Yapılan çalıĢmalarda; bakterinin cinsine göre tükürük, proteinleri sayesinde 

bakterinin yüzeye tutunmasını kolaylaĢtırabildiği gibi engellendiği de görülmüĢtür 

(Steinberg ve ark., 1999). Tükürük içerisinde bakteri oranının kritik noktaya geldiğinin 

iletimini yapan kimyasal haberciler bulunmaktadır. Bu haberi alan bakteriler üremeye 

baĢlayarak biyofilm kalınlaĢmasını sağlamaktadır. Biyofilm kalınlaĢarak antimikrobiyal 

etkilere karĢı direnç kazanmaktadır (Rudney, 2000). Ayrıca tükürük; bakteri 

yoğunluğunun kritik noktaya gelindiğinin anlaĢılmasını sağlayan kimyasal haberciler 

taĢımaktadır. Kritik noktaya gelindiği anlaĢıldıktan sonra üreme baĢlamakta ve biyofilm 

kalınlaĢarak antimikrobiyal ajanlara karĢı dirençli bir hal almaktadır (Rudney, 2000). 

 

2.1.6 Staphylococcus Aureus 

 

Staphylococcu saureus mikroskop altında incelendiğinde kısa zincirli, çift ve 

üzüm gibi salkım halinde olduğu gözlenmiĢtir. Bu hücreler 0,7-1,2 μm boyunda, 

hareketsiz ve sporsuz kok Ģeklinde gram pozitif bakterisidir(Mutlu ve ark., 1999). 

Üremeleri esnasında birbirlerinden ayrılmayarak düzensiz kümeler meydana 

getirmelerinden dolayı bakterilere aureus Ģekilde isim verilerek adlandırılmıĢtır 

(Bilgehan, 1995). Patojenler arasında yer alan stafilokoklar insan için; deri, yumuĢak 

doku ve üriner sistem enfeksiyonlarına neden olmaktadır (Mahon ve ark., 2014). Bu 

enfeksiyonlarda en çok karĢımıza çıkan tür Staphylococcus aureus (S.aureus)‘dur ve 

bakterinin sınıflandırılması Tablo 1‘de gösterilmiĢtir (Torun ve Kiraz, 2011). 

 

Tablo 1. Staphylococcus aureus sınıflandırılması. 

 

Sınıflandırma   Bakteri 

Alem Eubacteria 

Bölüm Firmicutes 

Sınıf  Bacilli 

Takım  Bacilliales 

Aile Staphylococcaceae 

Cins  Staphylococcus 

 

Staphylococcus aureus kapsülleri polisakkarit yapıdadır. Bu yapı bakterileri 

fagositoz gibi etkenlerden korurken, dokulara, katetelere ve diğer sentetik materyallere 
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karĢıda tutunma özelliklerini attırır. Bakterinin bütünlüğünü koruyan çoklu tabakalardan 

oluĢan hücre duvarı bulunmaktadır. Hücre duvarlarının yapısı; peptidoglikan, 

reseptörler ve yüzey proteinlerinden oluĢmaktadır. Peptidoglikan (mukopeptid, mürein) 

tabakası; gözyaĢı, tükürük, insan monosit ve makrofajlarında bulunan lizozime 

(muramidaz) karĢı direnç sağlamaktadır (Bilgehan, 1995). Bakteri yüzeyinde bulunan 

proteinler, bakterinin konak hücresine tutunmasını sağlarlar. Bu yüzey proteinleri; 

protein A, koagülaz, elastin, kümelenme faktörü, kollajen bağlayan proteinler ve 

fibronektin bağlayan proteinlerdir (Novick, 2000). 

Ekstrasellüler patojenik bir bakteri olan S.aureus, biyofilm oluĢum aĢaması iki 

basamakta gerçekleĢmektedir. Ġlk basamak yüzeye tutunmadır. Bu aĢamada; 

ekzopolisakkarit yapılar ile bakteriler birbirine ve hücre dıĢı yüzeylere kuvvetli bir 

Ģekilde tutunur. Ġkinci aĢamada; oluĢan polisakkarit yapısı içerisinde mikrokoloni 

oluĢumu ile kolonizasyon meydana gelmektedir. Biyofilmin üst tabakasından kopan 

hücreler, yeni mikroorganizmalarda biyofilm oluĢturabilir (Vancraeynest ve ark., 

2004;Patti ve ark., 1994; Foster ve Höök, 1998; Cramton ve ark., 1999; Jefferson, 

2004). 

 

2.2. Hidroksiapatit 

 

2.2.1 Genel Özellikleri ve Yapısı 

 

Biyomalzemeler; doğal ya da sentetik malzemeler olup vücuttaki canlı dokuların 

fonksiyonlarını yerine getirmek ve desteklemek amacıyla kullanılan malzemelerdir. 

Bunlar sürekli veya belli aralıklarla vücut akıĢkanlarıyla temas etmektedirler (Pasinli, 

2004). En önemli özellikleri yapısal ve yüzey biyouyumluluklarıdır. Yapısal uyumluluk, 

biyomalzemelerin vücut dokularının mekanik davranıĢına sağladığı optimum uyumdur. 

Yüzey uyumluluk ise, malzemenin vücut dokularıyla fiziksel, kimyasal ve biyolojik 

olarak uygun olmasıdır (Wintermantel ve ark., 1996). 

 Hidroksiapatit (HA), biyouyumluluğu çok yüksek olup biyoseramik 

malzemelerarasında önemli bir yeri vardır. Yapısı kalsiyum fosfat içeren, formüle 

edilmiĢ hali Ca10(PO4)6(OH)2 olan hidroksiapatitler kemik dokusunun inorganik 

yapısına benzer yapısıyla sert dokularla doğrudan kimyasal bağ kurabilmektedir. 

Kimyasal açıdan benzerliklerinden dolayı kemik ve diĢ gibi sert dokuların içerisinde toz 

haliyle dolgu maddesi olarak kullanılırken, sinterleĢmiĢ haliyle de vücuda yerleĢtirilen 
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metal implantların kaplanmasında kullanılabilmektedir (Mostafa, 2005; Pasinli ve 

Aksoy, 2010). 

 Yapısından dolayı tıp ve diĢçilik gibi sağlık alanlarında sıklıkla kullanılan 

biyoseramik bir malzemedir. Kemik görevini alabilmek maksadıyla protez yapımında, 

çatlak ve kırık kemiklerin onarım aĢamasında ve metalik biyomalzemelerin 

kaplanmasında sıklıkla kullanılmaktadır (Pasinli ve Aksoy, 2010). 

 Saflık oranı yüzde yüzü bulan HA‘in vücut içerisinde, diğer kalsiyum fosfat 

türevlerine göre en az çözünürlüğe, en yüksek dayanıma ve en kararlı yapıya sahip olan 

madde olduğu belirlenmiĢtir (37°C, pH ˃4,2). Kalsiyum fosfat seramikleri vücutta belli 

oranda emilime uğramaktadırlar. Bu emilim 3 faktöre bağlı olarak değiĢmektedir.  

1. Çözünürlük katsayısı ve pH (fizikokimyasal çözünürlük): Bu durum yeni 

kalsiyum fosfat türevlerinin oluĢumuna neden olabilmektedir. 

2. Biyolojik faktörler: Vücudun kendini savunma mekanizması tarafından 

yabancı parçacıkların etkisiz hale getirilmek amacıyla partikülün 

bozulmasıdır. 

3. DıĢ etkiler: Sınır noktasına ulaĢan malzeme dıĢ etkilerden dolayı fiziksel 

parçalanma yaĢar (Hasret, 2010). 

 Hidroksiapatit yılda %5-10 emilim hızıyla düĢük bozunmaya sahiptir. Kalsiyum 

fosfat türevleriyle karĢılaĢtıracak olursak; Amorf kalsiyum fosfat(ACP, Ca3(PO4)2.xH2O) 

˃ Trikalsiyum fosfat(TCP) > α-trikalsiyum fosfat > β-trikalsiyum fosfat >> hidroksiapatit  

(→Artan bozunma hızı) Ģeklinde sıralanmaktadır (Corbridge, 1990; Hench ve Wilson, 

1993; Park ve Bronzino, 2002). 

 HA yüksek sıcaklığa (900-1200C) maruz bırakıldığı zaman yapısındaki Ca/P mol 

oranına bozunmaya uğramaktadır. SinterleĢme sıcaklığının üzerinde; Ca/P oranı 1,67 

olan HA‘in stokiyometrisinde hafif sapmalarda olsa baĢka kalsiyum fosfat türevlerinin 

(alfa, beta, trikalsiyum fosfat, tetrakalsiyum fosfat) oluĢmasına neden olabilmektedir. 

Malzemenin çözünürlüğü, stokiyometrisi ve asitliği arasındaki iliĢkiler 

değiĢebilmektedir. HA‘in çözünürlüğünün artması, Ca/P mol oranının düĢmesinden ve 

HA‘ın bulunduğu ortamın asitliğinin artmasından kaynaklanmaktadır. Mol oranının 

1,67‘ye yaklaĢmasıyla HA‘in çözünürlüğünün azaldığı tespit edilmiĢtir (Orlovskii ve 

ark., 2002; Safronova ve ark., 2007). 

 HA, genel olarak hegzagonal kristal yapısı ve mekanik özellikleri ġekil 2.3‘de 

gösterilmiĢtir (Bronzino, 2000). Ġdeal Ca/P oranı 10/6 ve hesaplanan yoğunluğu 3,16 

g/cm
3
olarak verilmektedir (Park, 1992). Mekanik dayanım, parçacık boyutuna (Mostafa, 
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2005) ve büyük oranda sinterleĢme sıcaklığına (Yang ve ark., 2004) bağlıdır. HA 

yapısının bozulmasıyla mekanik dayanım büyük ölçüde azaldığı görülmüĢtür (Yang ve 

ark., 2004). 

 

 

Elastisite modülü (GPa) 

 

4,0–117 

Bası mukavemeti (MPa) 294 

Eğilme mukavemeti (MPa) 147 

Sertlik (Vickers, GPa) 3,43 

Poisson oranı 0,27 

Yoğunluk (teorik, g/cm3 ) 3,16 

ġekil 2.3. Hidroksiapatitin kristal yapısı ve mekanik özellikleri. 

 

 HA gözenekli bir yapıya sahiptir. Bu gözenek yapısı sayesinde hücrelerin, 

gözeneklerin içerisine doğru nüfus edip büyümesiyle dokuların biyomalzemeye 

tutunması sağlanır. Aynı zamanda bu gözenekler sayesinde önemli vücut sıvılarının ve 

kanın kemik yapıya ulaĢımı sağlanır (Pasinli ve Aksoy, 2010). Bundan dolayı içinde 

kemik büyümesi istenilen durumlarda HA tercih edilmektedir. 

 

2.2.2 HA’tin Üretim Yöntemleri 

 

HA sentezi ilk olarak kimyasal çöktürme yöntemiyle yapılmıĢtır(Hayek ve 

Newesly, 1963). HA sentezinde çöktürme yönteminin yanında katı hal, sol-jel, 

emülsiyon, sprey-piroliz, hidrotermal sentez ve mekano kimyasal yöntem gibi birçok 

yöntem kullanılmaktadır. Bazı HA sentez reaksiyonları aĢağıda verilmiĢtir (Evcin ve 

ark., 2009). 

Katı hal sentez reaksiyonu; 

3Ca3(PO4)2+ CaO →HA 

Hidroliz sentez reaksiyonu; 

α-Ca3(PO4)2 + H2O →HA + H3PO4 

Çökelme sentez reaksiyonu; 

Ca(NO3)2 + (NH4)2HPO4 + NH3 + H2O →HA + NH4NO3 

Hidrotermal sentez reaksiyonu; 

Ca(OH)2 + (NH4)2HPO4→ HA + H2O + NH3 
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Sol-jel sentez reaksiyonu; 

Ca(NO3)2 • 4H2O + (CH3O)2PO →HA 

Mekano kimyasal sentez reaksiyonu; 

CaHPO4 • 2H2O + CaCO3→HA 

 

Her sentez yönteminin kendine göre avantaj ve dezavantajları bulunmaktadır. 

Bunların arasından kimyasal çöktürme yöntemi; iĢlem kolaylığı, düĢük sıcaklık, basit 

ekipmanla ve istenilen stokiyometrik oranda saf ürün eldesi gibi avantajlarından dolayı 

en önde yer almaktadır (Kong ve ark., 2002; Kumta ve ark., 2005).  

HA üretim yöntemi; biyomalzemenin kullanım alanına göre yani, malzemenin 

sert doku değiĢimi veya doku ve protezlerin birleĢtirilmesinde kullanılacak olmasına 

göre farklılık göstermektedir. 

 

2.3. Brokoli (Brassica Oleracea) 

 

Brokoli (Brassica oleracea) bitkisi, turpgiller (Brassicaceae) familyasından 

gelen bir bitkidir. OlgunlaĢmamıĢ yeĢil renkli çiçek taslakları için yetiĢtirilmektedir. 

Tüketilen kısımları çiçek taslakları ve kalın, etli çiçek saplarıdır. Morfolojik yapısı 

karnabahara benzemektedir (Vural ve ark., 2000). Brassicaceae familyasından gelen 

sebze türleri dünya çapında tüketimi fazla olup, insanların beslenmesinde önemli bir 

yere sahiptirler (Ferreres ve ark., 2005). Brokoli bitkisinin ana vatanı tam olarak 

bilinmemekle birlikte, Akdeniz bölgesi olarak kaynaklar arasında yer almaktadır. 

Brokoli ismi Latince‘de ―kol‖ anlamına gelen brachium kelimesinden (Ġtalyancası 

braccio) türetilmiĢtir. Brokoli çeĢitlerinde, yeĢil renkli olgunlaĢmamıĢ çiçek taslaklarına 

―calabrese‖ adı verilmektedir. Ġtalya‘da yer alan bir bölgenin adı olmasından dolayı, 

anavatanının Ġtalya olduğunu düĢünülmektedir (Vural ve ark., 2000). Ülkemizde üretimi 

çok az yapılmaktadır.  

Brassicaceae familya grubunda yaygın olarak yetiĢtirilen sebze çeĢitleri; brokoli, 

karnabahar, lahana, brüksel lahanası, kanola, hardal, turp bu grup içerisinde yer 

almaktadır. Bu familya grubundaki sebze çeĢitleri zengin fitokimyasal besin 

kaynaklarıdır. Fenolleri, antioksidanları, glukosinolatları ve temel besin mineralleri 

acısından oldukça zengin yapıya sahiptirler (Moreno ve ark., 2006). Çiğ veya haĢlanmıĢ 

tüketilen brokoli bitkisinin, haĢlanmasıyla suya geçen vitaminlerinden dolayı suyu 

dökülmeyip değerlendirilmelidir. DüĢük kaloriye sahip besleyici grup olan brokoli, 
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diyet menülerinde yerini almaktadır. Çiğ brokoli(Brassica oleracea) bitkisinin içerdiği 

besin değerleri Tablo2.2‘deki gibidir (USDA: United States Department of Agriculture). 

AraĢtırmalar sonucunda brokoli bitkisinin yüksek miktarda selenyum içerdiği de 

bulunmuĢtur (Abdulah ve ark., 2009). 

 
Tablo 2.2. Çiğ brokoli bitkisinin besin değerleri(USDA). 

 

Karbonhidrat 6,64 g B6 vitamini 0,175 mg (%13) 

ġeker 1,7 g Folik asit (Vit. B9) 63 μg (%16) 

Lif 2,6 g C vitamini 89,2 mg (%149) 

Yağ 0,37 g E vitamini 0,78 mg (%5) 

Protein 2,82 g K vitamini 101,6 μg (%97) 

Su 89,30 g Kalsiyum 47 mg (%5) 

A vitamini 31 μg (%3) Demir 0,73 mg (%6) 

Karoten 361 μg (%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) Çinko 0,41 mg (%4) 

Pantotenik asit (Vit. B5) 0,573 mg (%11)   

 

2.3.1 Brokolinin Ġnsan Sağlığına Etkisi 

 

Brassicaceae familyasında bulunan sebzelerin; insan sağlığında kansere karĢı 

koruduğu, özellikle kardiyovasküler ve gastrointestinal sistemde mevcut kanser riskini 

azaltıcı yönde etkili olduğu bilinmektedir (Lin ve ark., 2009). Brokoli (Brassica 

oleracea) bitkisi yapısında sülforafen maddesini de içerdiği, bundan dolayı kansere 

karĢı koruyucu etkisinin var olduğu bulunmuĢtur. Taze brokoli içerisinde 0,8-1,6 mg/kg 

kadar sülforafen olduğu bildirilmiĢtir (Hanlon ve ark., 2008). Brokoli bitkisinin 

tüketilmesi ile akciğer, kolon(kalın bağırsak) ve prostat kanserine yakalanma riskinin 

azaldığı görülmüĢtür. Kanserin yanında kalp hastalıklarına, kalp krizi geçirme ve 

katarakt gibi problemleri en aza indirgemede yardımcı olmuĢtur. Ayrıca yüksek oranda 

demir ve folik asit içerdiğinden kansızlığa karĢıda etkisi bulunmaktadır. Brokolinin, iyot 

emilimini azaltmasından dolayı tüketen kiĢilerin iyotlu tuz almayı ihmal etmemeleri 

gerekmektedir (Bekki, 2010). Yapılan biyolojik çalıĢmalar sonucunda; Brassicacea 

familyasına ait sebze gruplarının içerisinde bulunan flavonoidler, glukosinolatlar ve bazı 

fenolik bileĢiklerin antioksidan ve serbest radikalleri yok edici özellikleri olduğu 

gözlemlenmiĢtir (Vallejo ve ark., 2002; Ambrosone ve ark., 2004; Lin ve Harnly, 2009; 

L pez-Berenguer ve ark., 2009). Brokoli çiçeklerinde iki ana flavonol glikosidin olan 

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

moleküler yapıları ġekil 2.4‘teki gibidir. 

 

 

BileĢik R1 R2 

Kuarsetin 3-O-soforozid -OH -soforoz 

Kaempferol 3-O- soforozid -H -sophorose 

Isokuarsetin -OH -glukoz 

Kaempferol 3-O-glukozid -H -glukoz 

 

ġekil 2.4.Flavonol glikosidlerin moleküler yapıları. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1 Kullanılan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler 

ÇalıĢmada kullanılan cihazlar ve kullanım amaçları Tablo 3.1‘de verilmiĢtir. 

Tablo 3.1. Kullanılan cihazlar ve kullanım amaçları. 

Cihazlar Kullanım amaçları 

Analitik terazi / ANT marka 
Tartımlar 0,0001 g duyarlıktaki analitik terazide 

yapılmıĢtır. 

pH Metre / Thermo Scientific Orion 2 Star 
HA sentezi için gerekli olan çözeltilerin pH ayarlanması 

yapılmıĢtır. 

Manyetik KarıĢtırıcı/ Wisester MHS-200 
HA elde edilmesi için hazırlanan çözeltilerin homojen 

halde karıĢtırılması için kullanılmıĢtır. 

Etüv / Binder HA maddesinin kurutulması için kullanılmıĢtır. 

Mantolu Isıtıcı /Trade Raypa Brokoli ekstrelerinin hazırlanması için kullanılmıĢtır. 

Rotarevaporatör/ Heigdolph Laborato 4001 
Brokoli ekstrelerinden çözücü uzaklaĢtırılması için 

kullanılmıĢtır. 

Liyofilizatör / Labronco Brokoli ekstrelerini kurutmak amacıyla kullanılmıĢtır. 

HPLC / Shimadzu Brokoli ekstrelerinin karakterizasyonunda kullanılmıĢtır. 

Buzdolabı / Beko Ġlgili çözelti vs. saklamak için kullanılmıĢtır. 

Deiyonize ultra-saf su cihazı / Elga Saf su elde etmek için kullanılmıĢtır. 

Kül Fırın / Lenton 
Elde edilen CaHA disklerini sinterleĢtirmek amacıyla 

kullanılmıĢtır. 

Schuett Phoenix 
Triptikaz soy broth içerisinde 0,5 McFarland 

bulanıklığında ayarlama için kullanılır. 

Sonikatör / WiseClean 
Disk üzerindeki bakterileri çözmek amacıyla 

kullanılmıĢtır. 

Steril Kabin/ Class II Safety Cabinet 
Mikrobiyolojik çalıĢmalar için gerekli olan steril ortamı 

sağlamak amacıyla kullanılmıĢtır. 

Ġnkübatör /Sanyo Bakterilerin büyüme ortamını sağlamak için kullanılmıĢtır. 

 

ÇalıĢma esnasında kullanılan kimyasallar Tablo 3.2‘de verilmiĢtir. 

Tablo 3.2. Kullanılan kimyasal maddeler ve temin edildiği yer. 

 
Formül Temin edinilen yer 

Ca(NO3)2.4H2O Analar Normapur-VWR-Chemicals 

(NH4)2HPO4 Alfa Aesar 

NH4OH Merck 

CH3OH Sigma-Aldrich 

NaCl Merck 

MgCl2.6H2O Analar Normapur-VWR-Chemicals 

CH3COOK VWR-Chemicals 

KCl Merck 

CaCl2.2H2O Sigma-Aldrich 

K3PO4 Sigma-Aldrich 

NaF Flasher-Chemical 

H3PO4 Merck 
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3.2 Biyofilm OluĢumu AĢaması için Yüzey Hazırlama 

 

3.2.1 Kalsiyum Hidroksiapatit (CaHA) Sentezi 

 

Kalsiyum hidroksiapatit sentezi için akım Ģeması ġekil 3.1‘de verilmiĢtir.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.1. CaHA sentezinin akım Ģeması. 

 

CaHA sentezi için çalıĢmamızda çöktürme yöntemi kullanılmıĢtır (Takarroumt 

ve ark., 2013). Yapılan CaHA sentezi için Ca/P oranı 1,67 olacak Ģekilde hesaplanarak 

Ca(NO3)2.4H2O ve (NH4)2HPO4 miktarları belirlenmiĢ ve çözeltileri hazırlanmıĢtır.  

Ayrı kaplarda hazırlanan çözeltilerin pH‘ı 9 olacak Ģekilde NH4OH ile ayarlanır. pH 

9‘un altında kalsiyum monofosfat, 7‘in altında olması halinde kalsiyum dihidrat 

oluĢmaktadır; pH‘nın 9 olması bu yüzden önemlidir (Afshar ve ark., 2003). 100 mL 

(NH4)2HPO4çözeltisi, 100 mL Ca(NO3)2.4H2O çözeltisine damla damla ilave 

edilmelidir. 

(NH4)2HPO4 

pH Ayarlama 

NH4OH 

Sıcaklık Ayarlama 80℃ 
 

Çöktürme 

OlgunlaĢtırma 

KarıĢtırma 

 

Ayırma 

(süzme) 

Kurutma 

100 ℃ 

Yıkama 

 

Ca(NO3)2.4H2O 

 



 

29 

 

10Ca(NO3)2.4H2O + 6(NH4)2HPO4 + 8 NH4OH → Ca10(PO4)6(OH)2 + 20 NH4NO3 + 6 H20 

 

Elde edilen yeni çözelti 24 saat karıĢtırılarak 80C altında yaĢlandırma aĢaması 

tamamlanır. OlgunlaĢma evresini tamamlayan çözelti Buncher huni yardımıyla süzülüp 

deiyonize su ile yıkanır. Safsızlıkları giderilen CaHA düzenli karıĢtırma iĢlemiyle 

100C‘de kurutulur. Kurutulan tozlar 700-800C‘de 3-4 saat kalsine edilerek 

karakterizasyon testleri için hazır hale getirilir. 

 

3.2.2 CaHA Tozlarının Disk Haline Getirilmesi 

 

Bu aĢama için 10 mm çapında 1,6 mm kalınlığında CaHA diski oluĢturabilecek 

düzenek ġekil 3.2‘deki gibi özel hazırlanmıĢ; iç kısmı çelik diskler ve dıĢı silindir 

Ģeklindeki teflondan yapılmıĢ düzenektir.  100C‘de kurutulan CaHA tozundan 0,4 g 

tartılarak iki çelik disk arasına konularak teflon düzenek üzerine 2500 kg basınç ile 

sıkıĢtırılmıĢ ve istenilen boyuttaki CaHA diskler hazırlanmıĢtır. Hazırlanan diskler 700-

800C‘de sinterleĢtirilmiĢtir (Kürkçüoğlu ve Sammons, 2010). SinterleĢtirilen diskler 

biyofilm oluĢumunda kullanılmak amacıyla petri kabında saklanmıĢtır (ġekil 3.3). 

  

ġekil 3.2. Disk hazırlamada kullanılan teflon düzenek. 

 

 

ġekil 3.3.SinterleĢtirilmiĢ CaHA diskleri. 
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3.2.3 CaHA Tozlarının Karakterizasyonu 

 

Çöktürme yöntemiyle elde edilen CaHA tozlarının XRD, SEM, EDX analizleri 

Selçuk Üniversitesi Ġleri Teknoloji AraĢtırma Uygulama Merkezinde yapılmıĢtır. FT-IR 

ve partikül boyut analizleri Selçuk Üniversitesi Fen Fakültesi Kimya Bölümünde 

yapılmıĢtır.  

 

3.3 Brokoli Ekstresinin Hazırlanması 

 

Brokoli ekstrelerinin eldesi için Soxhlet yöntemi kullanılmıĢtır. Marketten 

alınmıĢ brokoli örnekleri önce oda sıcaklığında kurutulup, daha sonra blender ile 

öğütülerek küçük parçalara ayrılmıĢtır. Tanecik boyutu küçültülen brokoli parçaları 50 g 

tartılarak, selüloz kartuĢ içerisinde Soxhlet aparatına yerleĢtirilir. Soxhlet ekstraktörü 

üzerine soğutucu eklenerek hazır hale getirilir. Bitki içerisindeki fenolik ve flavonoid 

bileĢiklerin alınabilmesi için; yuvarlak tabanlı balon içerisine 250 mL metanol 

konularak balon, Soxhlet aparatı ile birleĢtirilir. Mantolu ısıtıcıyla uygun sıcaklık 

ayarlanarak reaksiyon baĢlatılır ve selüloz kartuĢ içerisindeki brokoli renksiz oluncaya 

kadar reaksiyon devam ettirilir (ġekil 3.4). Ekstraksiyon aĢamasının bitmesiyle elde 

edilen madde, rotary evaporatör ile çözücüsü uzaklaĢtırılarak saf hale getirilir. 

Brokoli Soxhlet yöntemi 

 

 

22 °C kurutma 

 

ġekil 3.4. Brokoli ekstraksiyon aĢamaları. 



 

31 

 

3.3.1 Brokoli Ekstresinin Karakterizasyonu 

 

Brokoli ekstresinin HPLC ve SEM analizleri Selçuk Üniversitesi Ġleri Teknoloji 

AraĢtırma Uygulama Merkezinde yapılmıĢtır. 

 

3.4 Antimikrobiyal ÇalıĢmalar 

 

Antimikrobiyal ve biyofilm çalıĢmaları, Selçuk Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi 

Mikrobiyoloji Laboratuvarında gerçekleĢtirilmiĢtir. 

ÇalıĢmada, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Lactobacillus casei RSHM 

900, Streptococcus mutans  RSHM 676 suĢları kullanılmıĢtır. 

 

3.4.1 Koyun Kanlı Agar 

 

Bu besiyeri hazır olarak Biomerieux (Fransa) firmasından alınmıĢtır. 

Ġçeriği: 1 Litre Saf Su için YaklaĢık Formül  

Kazeinin Pankreatik Dijesti  12,0 g 

Hayvan Dokularının Peptik Dijesti 5,0 g 

Maya Ekstraktı   3,0 g 

SıĢır Eti Ekstraktı   3,0 g 

Mısır NiĢastası 1,0 g 

Sodyum Klorür 5,0 g 

Agar   13,5 g 

DefibrinleĢtirilmiĢ Koyun Kanı  5 % 

pH 7,3 ± 0,2 

 

3.4.2 %0,25 glukoz içeren Triptik Soy Broth (TSB) 

 

Toz halinde alınmıĢ olan besiyerine ihtiyaç duyulduğu kadar aĢağıda belirtilen 

oranlarda hazırlanmıĢtır. Besiyeri hazırlanırken %0,25 glukoz ilave edilerek istenilen 

besiyeri elde edilmiĢtir. 
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Ġçeriği: 1 Litre Saf Su için YaklaĢık Formül   

  
Kazeinin Pankreatik Dijesti  17,0 g 

Soya Fasulyesi YemeĢi Papaik Dijesti 3,0 g  

Sodyum Klorür 5,0 g  

Dipotasyum Fosfat   2,5 g  

Dekstroz  2,5 g 

 

Toz halinde temin edilen TSB besiyeri 36 g/L olacak Ģekilde distile su içerisinde 

ısıtılarak eritilip, otoklavda 121 °C'de 15 dakika steril edildi ve 45-50 °C'ye soğuduğunda 

steril Petri kutularına yaklaĢık 12,5'er mL döküldü. HazırlanmıĢ besiyerinin 25 ºC'de pH'ı 

7±0,2 olarak ayarlandı. 

 

3.4.3 Oral Ortam ġartlarını Sağlamak Ġçin Yapay Tükürük Hazırlanması 

 

ÇalıĢma ortamının ağız ortamını yansıtması için yapay tükürük hazırlanmıĢtır 

(Tablo 3.5). 

 

Tablo 3.5. ÇalıĢmada kullanılan yapay tükürük formülü (Özkan, 2011). 

 

Kimyasal Miktar/Litre 

NaCl 1,2800 g 

MgCl2.6H2O 0,125 g 

KCl 0,095 g 

CH3COOK 1,508 g 

CaCl2.2H2O 0,167 g 

K3PO4 0,386 g 

H3PO4 0,05mL 

NaF 0,42 g – 4,2 g – 21 g 

 

Tablo 3.5‘de verilen kimyasal maddeler, 1 L deiyonize su içerisine sırasıyla 

katılarak çözdürülür. Ancak CaCl2.2H2O ilavesinden önce hazırlanan H3PO4 ilave 

edilerek olası bulanıklık engellenir. Son madde ilavesiyle ortam sıcaklığı 37 C‘ye ve 

pH 7,4‘e ayarlanır (Özkan, 2011). 
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3.4.4. Brokoli Ekstraktının Duyarlılığının Mikrodilüsyon Yöntemi ile 

Belirlenmesi 

ÇalıĢmada kullanılan brokoli ekstresi, bozunma sıcaklığının altındaki uygun 

Ģartlarda sterilizasyonu yapıldıktan sonra 0,45 µm‘lik filtrelerden geçirilerek katı 

partiküllerden arındırılmıĢtır. 

Mikrodilüsyon yöntemi için U tabanlı 96 kuyucuklu plaklar kullanılmıĢtır. 

Brokoli ekstresinin Serum fizyolojik (SF) ile 1/10‘dan baĢlayarak 1/100.000‘e kadar 

dilüsyonları hazırlanmıĢtır. Plak içerisine sıvı buyyonda 0,5 McFarland değerinde 

hazırlanan 150 µL bakteri süspansiyonu ilave edilmiĢ ve bunun üzerine 150 µL TSB 

besiyeri, 150 µL yapay tükürük sıvısı ve 150 µL brokoli ekstresi eklenmiĢtir. Plaklar 

37
o
C‘de 48 saat inkübe edildikten sonra 540 nanometre dalga boyunda optik okuyucuda 

okunarak değerlendirilmiĢtir. Her bakteri için bir pozitif ve bir negatif kontrol 

kullanılmıĢtır (Tré-Hardy ve ark., 2008). 

 

3.5 Biyofilm ÇalıĢmaları 

 

3.5.1 Tüp Yöntemi 

 

ÇalıĢmada kullanılan 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’dır. 

Bakterilerin, % 0,25 glukoz içeren triptik soy broth besiyesi içerisinde 0,5 

McFarland bulanıklık değerinde bakteri süspansiyonları hazırlanmıĢtır. Daha sonra 

steril haldeki boĢ tüplere numaralandırma yapılarak içerisine, 500 µL % 25 glikozlu 

TSB besiyeri, %100‘lük 1000 µL brokoli bitki ekstresi ve 500 µL hazırlanan bakteri 

süspansiyonu ilave edilmiĢ ve etüv içerisinde 37 C‘de 18-24 saat inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyon sonrasında tüplerin içeriği boĢaltılıp 1 mL % 25‘lik safranin ilave edilmiĢtir. 

Tüpler kurutma kağıdı üzerine ters çevrilip bekletilmiĢtir. Tüp yüzeyinde hava ile temas 

eden kısımda halka Ģeklinde yapıların oluĢması biyofilm oluĢturma çalıĢması için 

negatif sonuç olarak belirlenirken, tüp yüzeyinde biyofilm yapısının oluĢması pozitif 

sonuç olarak belirlenmiĢtir (Christensen ve ark., 1985). Tüpün iç çeperinde oluĢan 

rengin koyuluk ve yoğunluğuna göre biyofilm oluĢumu zayıf (+) orta (++), kuvvetli 
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(+++) olarak pozitif sonuçları verirken, tüp çeperinde herhangi bir tabaka, renk 

oluĢmaması ise negatif (-) olarak değerlendirilir (Demir ve Inanc, 2015). 

 

3.5.2 CaHA Diskler Üzerinde Biyofilm OluĢturma ÇalıĢması 

 

Yapılan tüp deneyi sonuçları kontrol edilerek Staphylococcus aureus 25923 

bakteri türünün ağız ortamında bulunmasından dolayı CaHA diskler üzerinde biyofilm 

oluĢturup oluĢturmaması incelenmeye karar verilmiĢtir.  

ÇalıĢmada Soxhlet yöntemiyle elde edilen brokoli ekstresi önce 0,45 µm‘lik 

filtrelerden geçirilerek içerisindeki partiküllerden arındırılmıĢtır. Pozitif kontrol, negatif 

kontrol ve %100, %90, %80 ve %70‘lik dilüsyonlar serum fizyolojik ile seyreltilerek 

hazırlanmıĢtır. CaHA diskleri steril haldeki 24 kuyucuklu düz tabanlı plaklara 

yerleĢtirilmiĢtir. Daha sonra CaHA diskler üzerine 150 µL brokoli ekstresi ilave edilir. 1 

gün boyunca disklerin brokoli çözeltilerini absorplaması için bekletilir (Brokoli ekstresi 

ile kaplanan disklerde ise 2 saat UV ıĢığı altında bekletildikten sonra bir sonraki 

iĢlemler aynı Ģekilde devam ettirilir). Sonraki aĢamada brokoli emdirilmiĢ diskler 

üzerine sırasıyla 150 µL yapay tükrük, TSB besiyeri ve bakteri süspansiyonu ilave edilir 

(Staphylococcus aureus 25923 standart suĢu) ve 37C‘de 4 hafta boyunca CaHA diskler 

üzerinde bakteri tarafından biyofilm oluĢup oluĢmadığı gözlemlenmiĢtir (Tablo 3.6) 

(ġekil 3.5). Bu aĢama da kuyucuklar içerisindeki besiyerler 2 günde bir 

yenilenmektedir. Ġnkübasyon saati biten diskler üzerindeki biyofilmleri sökebilmek için 

ultrasonik banyoda 1 dk bekletilmiĢtir. Bakteri varlığını belirlemek için hazırlanan 

dilüsyonlardan 0,05 mL alınarak koyun kanlı ağara ekimler yapılmıĢtır ve 37 C‘lik 

etüv içersinde 2 gün boyunca inkübe edilmiĢtir. 

Her haftanın sonunda ilk parti diskler koyun kanlı besiyerine alınarak bakteri 

üremesini saptamak için, ikinci parti diskler Selçuk Üniversitesi Ġleri Teknoloji 

AraĢtırma Uygulama Merkezinde yüzey morfolojisindeki değiĢimleri görebilmek adına 

SEM analizi için muhafaza edilmiĢtir (ġekil 3.7). 

Yapılan konsantrasyon çalıĢmamız sonucunda brokoli ekstrelerinin 

konsantrasyona bağlı bir etkisinin olmadığı görülmüĢtür. CaHA disklerin brokoli 

ekstresi ile kaplama aĢamasında farklı kurutma yöntemleri kullanılarak, CaHA disk 

üzerinde ekstrenin homojen dağılımını sağlayacak Ģartlar belirlenmiĢtir (ġekil 4.17). 

Bundan sonraki çalıĢmamızda CaHA disklerin %100‘lük brokoli ekstresi ile kaplanarak 

çalıĢmamız tekrar edilmiĢtir (Tablo 3.7) (ġekil 3.6).  
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3.5.2.1 CaHA Diskler Üzerine Brokoli Ekstresinin Kaplanması 

Disklerin homojen bir Ģekilde brokoli ekstresi ile kaplanabilmesi için oda 

sıcaklığında emdirerek kurutma, oda sıcaklığında emdirerek liyofizatörde kurutma ve 

oda sıcaklığında döndürerek kaplama yapılarak (spin coating) farklı kurutma 

ortamlarında kurutma Ģeklinde farklı yöntemler denenmiĢtir. Diske emdirme 

iĢlemlerinde 150 µL brokoli ekstresi kullanılmıĢtır. 

 
Tablo 3.6. Antimikrobiyal konsantrasyon çalıĢması. 

 
 (+) kontrol (-) kontrol %100 %90 %80 %70 

1
.h

a
ft

a
 

CaHA Disk 

Yapay 

Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Yapay 

Tükrük 

Besiyer 

 

CaHA Disk 

Brokoli Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Brokoli 

Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Brokoli 

Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Brokoli 

Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

2
.h

a
ft

a
 

CaHA Disk 

Yapay 

Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Yapay 

Tükrük 

Besiyer 

 

CaHA Disk 

Brokoli Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Brokoli 

Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Brokoli 

Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Brokoli 

Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

3
.h

a
ft

a
 

CaHA Disk 

Yapay 

Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Yapay 

Tükrük 

Besiyer 

 

CaHA Disk 

Brokoli Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Brokoli 

Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Brokoli 

Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Brokoli 

Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

4
.h

a
ft

a
 

CaHA Disk 

Yapay 

Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Yapay 

Tükrük 

Besiyer 

 

CaHA Disk 

Brokoli Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Brokoli 

Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Brokoli 

Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Brokoli 

Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 
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ġekil 3.5. Antimikrobiyal konsantrasyon çalıĢmasının fotoğraf görüntüsü. 

 

 

 

Tablo 3.7. Antimikrobiyal etkinlik çalıĢmaları. 

 
 (+) kontrol (-) kontrol %100 (+) kontrol (-) kontrol %100 

1
.h

a
ft

a
 CaHA Disk 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

 

CaHA Disk 

Brokoli Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

+ - %100 

2
.h

a
ft

a
 CaHA Disk 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

 

CaHA Disk 

Brokoli Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

+ _ %100 

3
.h

a
ft

a
 CaHA Disk 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

 

CaHA Disk 

Brokoli Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

+ _ %100 

4
.h

a
ft

a
 CaHA Disk 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

CaHA Disk 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

 

CaHA Disk 

Brokoli Ekstresi 

Yapay Tükrük 

Besiyer 

Bakteri 

+ _ %100 

 

Mikrobiyolojik Test    SEM Analizi 
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ġekil 3.6. Antimikrobiyal etkinlik çalıĢmasının fotoğraf görüntüsü. 

 

 

 

Mikrobiyal test için ayrılan diskler koyun kanlı agar üzerine yerleĢtirilerek 37 

C‘de 2 gün inkübe edilir (ġekil 3.7). 

 

 

 

ġekil 3.7. Disklerin koyun kanlı agar çalıĢmasının fotoğraf görüntüsü. 
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 4. ARAġTIRMA SONUÇLARI 

 

 4.1 CaHA Tozlarının Karakterizasyonu  

 

 4.1.1 CaHA Tozlarının XRD Analiz Sonucu 

 

XRD analizi Selçuk Üniversitesi Ġleri Teknoloji AraĢtırma Uygulama 

Merkezinde Bruker D8 Advance X-IĢını Kırınım Cihazı ile yapılmıĢtır. 

ġekil 3.1‘deki akım Ģemasına göre optimum koĢullarda sentezlenen ve 800C‘ 

de sinterleĢtirilen (Kalsine) CaHA, daha sonra XRD analizine tabii tutularak oluĢan 

fazlar belirlenmiĢtir. CaHA‘in kristal yapısını gösteren XRD analiz sonucu ġekil 4.1‘de 

verilmiĢtir. 

 

 
 

ġekil 4.1. Çöktürme yöntemiyle elde edilmiĢ CaHA‘in XRD sonucu. 

 

Kalsinasyon sıcaklığı ve kullanılan kimyasal maddeler CaHA tozlarının 

oluĢumunda büyük önem taĢımaktadırlar. CaHA tozlarının pik geniĢliğinin dar olması 

kristalize derecesinin artmıĢ olduğunu, spektrumların yüksekliğinin düĢük ve çok geniĢ 

bir tepe halinde olması maddenin tane boyutlarının çok ufak olduğunu göstermektedir 
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(ġekil 4.1) (Ġpekoğlu, 2004). Ergün ve arkadaĢlarının (Ergün ve ark., 2015) 2015 yılında 

800 C‘de yaptığı çalıĢmada istenmeyen CaO oluĢumu meydana gelirken, bizim 

çalıĢmamızda bu olumsuz sonuçla karĢılaĢılmamıĢtır. SinterleĢen CaHA‘ in XRD 

analizinde; 20° ile 80° arasında alınan ölçümler sonucunda 32‘ de alınan pikin (112) 

yönelimine sahip olduğu görülmüĢtür. SinterleĢen CaHA kristal yapısının hegzagonal 

yapıya sahip olduğunun ispatıdır. Analizlerde hidrate olmamıĢ kalsiyum fosfat fazı 

gözlemlenmemiĢtir. Analizdeki tüm pikler stokiyometrik CaHA‘i iĢaret etmektedir. 

Kimyasal çöktürme yöntemi ile elde edilen CaHA tozların pik yükseklikleri nispeten 

yüksek olması kristalinitenin yüksek olduğunu göstermektedir. Sentezlenen CaHA‘ in 

kristalinite değerinin yüksek olması Ca kaynağı olarak kullanılan baĢlangıç 

malzemelerinin su içerisinde daha kolay çözünmesi PO4
-3

 iyonları ile kolayca 

reaksiyona girerek HA kristallerini oluĢturmasıdır. CaHA tozlarının pik geniĢliğinin 

geniĢ olması CaHA toz kristalize derecesinin azaldığını göstermektedir. Piklerin geniĢ 

olması tozların aglomera halde olduğunu göstermektedir (Çakmak S., 2015). 

 

 4.1.2 CaHA Tozlarının EDX Analiz Sonucu 

 

Çöktürme yöntemiyle elde edilmiĢ CaHA tozlarına ait EDX spektrumu ġekil 4.3 

de verilmiĢtir. Kalsiyum, fosfor ve oksijen elementlerinin istenildiği gibi malzeme 

içerisinde homojen bir Ģekilde dağılarak CaHA maddesini meydana getirmiĢtir (ġekil 

4.2). EDX spektrumlarına bakıldığında Ca, P ve O oranının yüksek olduğu 

görülmektedir (ġekil 4.3).  

 

 
 

ġekil 4.2.Çöktürme yöntemiyle elde edilmiĢ CaHA tozunun SEM görüntüsü. 
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ġekil 4.3. CaHA tozunun EDX spekturumu. 

 

Malzeme içerisinde çok fazla miktarda safsızlık olmadığı da ġekil 4.3 verilen 

spektrumda ve Tablo 4.1‘de verilen sonuçlarda görülmektedir. Buna göre EDX analiz 

sonuçlarının XRD analiz sonucuyla uyumlu olduğu görülmektedir. 

 

Tablo 4. 1. CaHA tozlarının EDX analiz sonucu. 

 

Element 
 

Seri 

 

unn. C 

[wt.%] 
norm. C 

[wt.%] 

 

Atom. C 

[at.%] 

 

Hata 

[%] 

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 Tozlarının FT-IR Analiz Sonucu 

 

Optimum Ģartlarda sentezlenen CaHA tozlarının FT-IR analizi Selçuk Üniversitesi 

Fen Fakültesi Kimya Bölümünde yapılmıĢtır. FT-IR analizinde PO4
-3

, OH
-
 iyonlarına ait 

piklerin CaHA yapısını karakterize etmektedir. Bazı durumlarda baĢlangıç 

malzemelerine göre bu fonksiyonel gruplara ilave baĢka gruplara ait piklere 
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rastlanmaktadır. CaHA tozunun FT-IR analiz sonucuna bakıldığında 1101.3, 1018.23, 

971.19, 511.68 ve 589.73 cm
-1

dalga boyundaki pikler PO4
-3
varlığını gösterir iken, 

606.13 ve 617.57 cm
-1

dalga boyundaki pikler OH
-
varlığını göstermektedir (Ġpekoğlu, 

2004). ġekil 4.4‘te yaklaĢık 500-610 cm
-1

 ve 1000- 1100 cm
-1

dalga boyu aralığında 

görülen fosfat iyonlarına ait zayıf absorbsiyon pikleri ise az miktarda da olsa sentez 

sonrası bir miktar apatit yapının oluĢtuğunu göstermektedir. 800°C‘de sinterleme iĢlemi 

sonrası, 500-610 cm
-1

 ve 1000- 1100 cm
-1 

dalda boyunda görülen HA için karakteristik 

titreĢim modları, elde edilen CaHA partiküllerin yüksek kristalinitesine bağlı olarak 

daha keskin bir Ģekilde gözükmektedir. Detaylı olarak incelendiğinde, 564 ve 605 cm
-1

 

dalga boyundaki keskin pikler O-P-O eğilme titreĢimine ait iken, 911 ve 1101 cm
-1

dalga 

boyunda görülen pikler ise P-O bağının simetrik ve asimetrik gerilim titreĢimine aittir. 

CaHA‘e ait hidroksil gruplarına ait pikler ise 617 cm
-1

 ve 3570 cm
-1

 dalga boyunda 

görülmektedir (ġekil 4.4). Sonuçta; CaHA sentez reaksiyon süresi ve sinterleĢtirme 

sıcaklığı bakımından tek fazlı HA nanopartiküllerin üretiminde etkin bir yöntem olduğu 

görülmüĢtür. 

 

 
 

ġekil 4.4. CaHA FT-IR analizi sonucu. 
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 4.1.4 CaHA Tozlarının SEM Analiz Sonucu 

 

ÇalıĢmanın bütün SEM analizleri Selçuk Üniversitesi Ġleri Teknoloji AraĢtırma 

Uygulama Merkezinde yapılmıĢtır. 

Çöktürme yöntemiyle elde edilmiĢ ve 800 C‘de sinterleĢtirilmiĢ CaHA 

tozlarının farklı boyutlardaki SEM görüntüleri incelendiğinde küresel yapıya yakın 

taneciklerin oluĢtuğu görülmektedir (ġekil 4.5). 200 µm‘lik SEM görüntülerinde 

görüldüğü gibi CaHA tozları açık gözenekler, gözenekler arası bağlantılar 

görülmektedir. CaHA‘in yapısının morfolojik olarak çok pürüzlü ve gözenekli olması 

yapay diĢ hazırlamada kullanılması açısından oldukça önemlidir. Birebir diĢ yüzeyini 

karĢılamak üzere; sinterleĢtirilmiĢ CaHA disklerinin kullanılması, pürüzlü ve gözenekli 

bir yüzey sağlaması SEM görüntüleriyle de desteklenmiĢtir (Çakmak S., 2015). 

Hazırlanan CaHA disklerin brokoli ekstreleri ile kaplamasında yüzeye tutunmasında 

kolaylık sağlayacağı ve biyofilm oluĢumu için ideal yüzeyin oluĢturacağı 

düĢünülmektedir. Böylece, disk yüzeyindeki kaplama ile bakteriyel taĢınmayı da 

azaltacağı düĢünülmektedir. 

 

4.1.5 Parçacık Boyut Analizi 

 

Parçacık boyut analizi, Selçuk Üniversitesi Fen Fakültesi Kimya Bölümünde 

Brookhaven Instruments Corporation 90 Plus marka cihazında yapılmıĢtır. 

Çöktürme yöntemiyle sentezlenen CaHA tozlarının 800 °C‘de sinterleĢtirildikten 

sonraki analiz sonuçları aĢağıda verilmiĢtir (ġekil 4.6-4.7). Analiz esnasında su ile 

yapılan dağılımda maddenin su içerisinde çözünmemesinden kaynaklı olarak analiz 

esnasında zamanla topaklanma meydana gelerek aglomerasyona neden olmuĢtur. 

Tanecik boyutu ortalama 302.9 nm dir. Alkol çözeltisiyle yapılan çalıĢmada ise, dağılım 

daha yüksek olmasından dolayı tanecik boyutu 94.3 nm olarak tespit edilmiĢtir. 
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200 µm 30.00 KX 200 µm 20.00 KX 

    

 

    

 

1 µm 10.00 KX 
 

1 µm 5.00 KX 
     

       

10 µm 1.00 KX 

 
 

ġekil 4.5. SentezlenmiĢ CaHA tozunun farklı boyutlarda büyütülmüĢ SEM görüntüleri. 
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ġekil 4.6. Su içerisinde dağıtılmıĢ CaHA tozunun parçacık boyut analizi. 

 

 

 

 

 

ġekil 4. 7. Alkol içerisinde dağıtılmıĢ CaHA tozunun parçacık boyut analizi. 
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 4.2 Brokoli Ektresinin Karakterizasyonu 

 

 4.2.1 Brokoli Ekstresinin HPLC Analiz Sonucu 

 

Brokoli ekstresinden 0,5 g alınıp 3 mL methanol içinde çözülerek, filtreleme 

iĢleminden sonra HPLC sisteminde üç tekrarlı analizi yapılmıĢtır. Brokoli ekstresi için 

uygulanan analiz koĢulları Tablo 4.3‘de verilmiĢtir. Analiz sonuçları ġekil 4.8 ve Tablo 

4.4‘de verilmiĢtir. 

 

Tablo 4.3. Brokoli ekstresi için uygulanan HPLC koĢulları. 

 

Cihaz Shimadzu-HPLC 

Kolon Inertsıl Ods-3 (5µm; 4,6 ×250 mm) 

AkıĢ Hızı 1,0 ml/min 

Ġnjeksiyon Miktarı 20 µl 

Dalga Boyu 280-330 nm 

Mobil Faz A (dH20-gAc_100-0,05) B (ACN) 

Toplam Süre 45,10 Min 

Sıcaklık 30 °C 

 

 

 

ġekil 4.8. Brokoli ekstresinin HPLC kromatogramı 
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ġekil 4.8 devamı. Brokoli ekstresinin HPLC kromatoğramı. 
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Brokoli Ekstresinin HPLC kromatoğramında sırasıyla; gallik, protakatekhuik, 

kateĢin, 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 görülmüĢtür.  

ġekil 4.8‘deki HPLC kromatoğramına göre hesaplanan fenolik ve flovanoidlerin 

mg/g miktarı Tablo 4.4‘te verilmiĢtir. KateĢin, rutin trihidrat, kuarsetin, trans sinnamik 

asit, kaempferol miktarlarındaki fazlalık brokoli ekstresinin glukosinolatlar, 

flavonoidler ve bazı fenolik bileĢiklerin antioksidan ve serbest radikalleri yok edici 

özelliği bulunmaktadır. Yapılan çalıĢmalarda iki ana flavonol glikosidin (quercetin 3-O-

sophoroside ve kaempferol 3-Osophoroside) brokoli çiçeklerinde bulunduğu rapor 

edilmiĢtir. Glukosinolatlar genellikle Brassica (Cruciferae) familyasındaki bitkilerde yer 

alan, sülfür ve azot içeren ikincil bitki metabolitleridir. Diğer biyolojik aktif bileĢik 

grupları ise dejeneratif hastalıklara karĢı koruyucu etki gösteren kafeik ve sinapik asitler 

gibi hidroksisinamik asitlerdir. 
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Tablo 4.4. HPLC kromatoğramına göre hesaplanan fenolik ve flovanoidlerin mg/g miktarı. 

 

Brokoli Ekstresi 

No BileĢik Adı 
I. 

Konsantrasyon 

II. 

Konsantrasyon 

III. 

Konsantrasyon. 

1 Gallik Asit 6.246 5.601 5.601 

2 Protakatekhuik Asit 185.684 185.458 152.026 

3 KateĢin 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 44.831 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 Ġsorhamnetin 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 KateĢin 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 farklı büyüklükteki SEM görüntüleri ġekil 4.9‘da verilmiĢtir. 

 
10 µm 1.00 X 10 µm 2.00 X 

  

2 µm 10.00 X 2 µm 10.00 X 

  

2 µm 5.00 X 2 µm 5.00 X 

  

ġekil 4.9. Brokoli ekstresinin SEM görüntüleri. 
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1 µm 30.00 X 

 
 

ġekil 4.9. Devamı. Brokoli ekstresinin SEM görüntüleri. 

 

ġekil 4.9‘da da görüldüğü gibi brokoli ekstrelerinin SEM görüntüsü kumaĢ 

görünümümdedir.  

 

 4.3 Biyofilm ÇalıĢma Sonuçları 

 

 4.3.1 Tüp Yöntemiyle Yapılan ÇalıĢma Sonuçları 

 

Ġncelenen sekiz farklı bakteri suĢları üzerinde yapılan çalıĢmada suĢların farklı 

derecelerde biyofilm oluĢumu meydana getirdiği görülmüĢtür (Tablo 4.5). Tüplerin iç 

çeperinde gözle görülebilen ince, renkli bir film tabakasının varlığı pozitif slime olarak 

kabul edilir (ġekil 4.10). OluĢan rengin koyuluk ve yoğunluğuna göre slime oluĢumu 

zayıf (+), orta (++), kuvvetli (+++) olarak pozitif sonuçları verirken, tüp duvarında 

herhangi bir tabaka, renk oluĢmaması ise negatif (-) olarak değerlendirilir. Sonuçlar 

literatürlerlede uyum halindedir (Demir ve Inanc, 2015).  

Tablo 4.5. Tüp çalıĢması sonuçları. 

 

Bakteri Türleri Biyofilm OluĢturma 

Yoğunluğu 

Enterococcus faecalis, 

Salmonella enterica subsp. enterica 
(+) Zayıf 

Escherichia coli 25922, 

Staphylococcus aureus 25923 
(++) Orta 

Klebsiella pneumoniae,  

Pseudomonas, 

Streptococcus mutans 

Lactobacillus casei 

(+++) Kuvvetli 
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Escherichia coli 25922 Enterococcus faecalis 

 

  
Klebsiella pneumoniae Lactobacillus casei 

 

  
Pseudomonas Salmonella enterica subsp. enterica 

 

ġekil 4.10. Tüp çalıĢması sonuçları. 

++ + 

+++ +++ 

+ + + 
 

+ 
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Staphylococcus aureus 25923 Streptococcus mutans 

 
ġekil 4.10.devamı Tüp çalıĢması sonuçları. 

 

 

 4.3.2 Farklı Ortamlarda Kurutulan Brokoli Kaplı CaHA Disklerin 

Değerlendirilmesi 

 

CaHA diskleri brokoli ekstresi ile kaplandıktan sonra farklı sıcaklıklarda 

kurutulmuĢlardır. Disklerin homojen bir Ģekilde brokoli ekstresi ile kaplanabilmesi için 

oda sıcaklığında emdirerek kurutma, oda sıcaklığında emdirerek liyofilizatörde kurutma 

ve oda sıcaklığında döndürerek kaplama yapılarak (spin coating) farklı kurutma 

yöntemleri denenmiĢtir. Disklerin homojen bir Ģekilde kaplandığı yapı -50°C‘de 

liyofilizatör ile kurutma yöntemidir. Yapılacak antimikrobiyal çalıĢmalarda bu yöntemle 

kaplanan diskler kullanılmıĢtır (ġekil 4.11). 

 

 

 

 

 

+ + + + + 
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BoĢ Haldeki CaHA Disk 

 

Oda KoĢullarında (25 °C) Kurutulan 

CaHA Disk 

  
 

Liyofilizatör (-50 °C) ile Kurutulan CaHA 

Disk 

 

Etüv Ġçerisinde (60 °C) Kurutulan CaHA 

Disk 

 

ġekil 4.11. Farklı ortamlarda kurutulan brokoli kaplı CaHA diskler. 

 

 4.3.3 CaHA Diskler Üzerinde Biyofilm OluĢumunun SEM ile 

Görüntülenmesi 

 

CaHA diskler üzerine kaplanmıĢ Brokoli ekstresinin biyofilm oluĢumu üzerine 

etkilerini gözlemlemek için Staphylococcus aureus bakteri türünün bakteri plağında 

37°C‘de 4 hafta boyunca CaHA diskler üzerinde bakteri tarafından biyofilm oluĢup 

oluĢmadığı SEM görüntüleri ile tespit edilmeye çalıĢılmıĢtır. Görüntüler incelendiği 

zaman toz halde bulunan CaHA kristallerine nazaran disk halindeki maddenin küresel 

forma daha yakın homojen taneciklerden oluĢtuğu görülmüĢtür. ġekil 4.12‘deki 

görüntüler incelendiği zaman CaHA disk üzerinde pürüzlü yapının meydana geldiği 

görülmektedir. Pürüzlü yapının brokoli ekstresini ve bakterinin yüzeye tutunmasını 

sağlayacağı düĢünülmektedir. 
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BoĢ Haldeki CaHA 

100 µm Mag: 100 X 20 µm Mag: 500 X 

  

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

  

1 µm Mag: 10.00 K X 1 µm Mag: 30.00 K X 

  

 

ġekil 4.12. BoĢ haldeki CaHA diskinin SEM analiz görüntüleri. 
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CaHA disk üzerinde Biyofilm büyümesini takip edebilmek için, ekstre içermeyen 

pozitif kontrol ve bakteri bulundurmayan negatif kontrol grubu çalıĢma içerisine dahil 

edilmiĢtir (ġekil 4.13-ġekil 4.14).  

Pozitif kontrol grubu olarak, brokoli ekstresi ile kaplanmamıĢ CaHA diskler 

üzerinde Staphylococcus aureus bakteri türünün oluĢturduğu biyofilm yapılarına ait 

SEM görüntülerinde ġekil 4.13‘te görülmektedir. 100 µm Mag: 100 KX ve 20 µm Mag: 

500 KX farklı büyüme boyutlarında Staphylococcus aureus bakterisin meydana 

getirdiği koloni grupları görülmektedir. Disk görüntüsü büyütüldüğünde Staphylococcus 

aureus bakterisinin oluĢturduğu biyofilm yapıyı meydana getiren; EPS matrisini ve 

besin alıĢveriĢiyle atıkların giderimi için kullanılan su kanalları da görülmektedir. 

Pozitif kontrol grubunu SEM görüntülerinde de bakterilerin uyumlu bir Ģekilde koloni 

grupları oluĢturarak biyofilm yapısını meydana getirdiği görülmüĢtür (ġekil 4.13). 

 

Pozitif Kontrol Grubu 

 

100 µm Mag: 100 K X 

 

 

20 µm Mag: 500 K X 

 

  
 

ġekil 4.13. Pozitif kontrol grubu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biyofilm 

Biyofilm 
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10 µm Mag: 1.00 K X 10 µm Mag: 1.00 K X 

  
 

2 µm Mag: 5.00 K X 

 

2 µm Mag: 5.00 K X 

  
 

1 µm Mag: 10.00 K X 1 µm Mag: 30.00 K X 

  
 

ġekil 4.13. Devamı. Pozitif kontrol grubu. 

Biyofilm 

 
Biyofilm 
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Negatif kontrol grubu olarak yapılan çalıĢmada üreme meydana gelmediği, CaHA 

yapısının SEM görüntüsünden anlaĢılmaktadır (ġekil 4.14).  

Negatif Kontrol 

100 µm Mag: 100 X 20 µm Mag: 500 X 

  

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

  

1 µm Mag: 10.00 K X 1 µm Mag: 30.00 K X 

  

 

ġekil 4.14. Negatif kontrol grubu. 
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Brokoli ekstresi ile kaplanmıĢ CaHA diskleri Staphylococcus aureus bakterisi ile 

uygun üreme ortamı sağlanarak çalıĢmalar 4 hafta süresince incelenmiĢtir. 1 hafta 

sonunda 37°C‘de inkübe edilen disklerin SEM görüntüleri ġekil 4.14 verilmiĢtir. 100 

µm Mag: 100 KX büyüklükteki SEM görüntüsüne bakıldığı zaman CaHA diskinin 

üzerinde brokoli parçacıklarının kaldığı görülmektedir. Diskin görüntüsü 

büyütüldüğünde (20 µm Mag: 500 KX -10 µm Mag: 1.00 KX) brokoli ekstresi ile 

kaplanmıĢ yüzeyde bakteri üremesi meydana gelmediği, fakat disk üzerinde brokoli 

ekstresinin olmadığı bölgelerde bakterinin tutunmasıyla birlikte koloni oluĢumu 

meydana gelmiĢtir. Sonuçta; bakterinin biyofilm oluĢturması için yüzey koĢullarının 

uygun olmasıyla birlikte maddenin yapısının organik veya inorganik yapıda olması da 

büyük önem taĢımaktadır. 20 µm Mag: 500 KX, 10 µm Mag: 1.00 KX, 10 µm Mag: 

1.00 KX ve 2 µm Mag: 5.00 KX boyutundaki büyütmelerdeki SEM görüntüleri 

incelendiğinde, inorganik yapıda olan CaHA diskler üzerinde üremenin meydana 

geldiği ancak organik yapıda olan brokoli ekstrelerinin üzerinde bakterinin tutunamayıp 

biyofilm yapısının meydana getirmediği görülmektedir. 

 

1. Hafta 

100 µm Mag: 100 KX 20 µm Mag: 500 KX 

  
 

ġekil 4.15. Brokoli kaplı CaHA disklerinin 1. hafta sonunda çekilmiĢ SEM görüntüleri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Brokoli 

Ekstresi 

Brokoli 

Ekstresi 
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10 µm Mag: 1.00 KX 10 µm Mag: 1.00 KX 

  
 

2 µm Mag: 5.00 KX 2 µm Mag: 5.00 KX 

  
 

1 µm Mag: 10.00 KX 1 µm Mag: 30.00 KX 

  
 

ġekil 4.15. Devamı. Brokoli kaplı CaHA disklerinin 1. hafta sonunda çekilmiĢ SEM görüntüleri. 

 

Brokoli 

Ekstresi 

 

Bakteri 

kolonileri 

Brokoli 

Ekstresi 

 

Bakteri 

kolonileri 
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4 haftanın sonunda brokoli kaplı CaHA diskleri üzerinde brokoli ekstresinin 

kalmadığı SEM görüntülerinden tespit edilmiĢtir. 1. haftanın sonuçlarıyla kıyaslandığı 

zaman bakterilerin besin bulabildiği her ortamda üreme meydana getirdiği ġekil 

4.16‘daki SEM görüntülerinde görülmektedir. 100 µm Mag: 100 KX SEM 

görüntüsünde görüldüğü gibi CaHA diskinin brokoli ekstresinin kaplanmadığı yerlerde 

bakteri üremesi meydana geldiği tespit edilmiĢtir. Diskin görüntüsü büyütüldüğü zaman 

bakterilerin üreme oranlarının ilk haftadaki üreme oranlarına göre biraz daha düĢük 

olduğu görülebilmektedir. Sonuçta bakteri besiyer bulamadığı için ölmekte ve yaĢamını 

sürdürmeye çalıĢan bakteriler ise ölü olan bakterileri besiyer olarak kullanabilmektedir. 

4. haftanın sonunda yapılan çalıĢma neticesinde yaĢayan bakteri sayısının ölü bakteri 

sayısından daha az olduğu görülmüĢtür (ġekil 4.16). 

Yapılan 4 haftalık çalıĢma süresince, bakterilerin fimbrialar sayesinde yüzeye 

tutunarak koloni oluĢturdukları görülmektedir. CaHA diskin brokoli ekstresi ile 

kaplanmasıyla, ekstrenin bakteri üzerine herhangi bir morfolojik etkisi yaratmadığı 

gözlemlenmiĢtir. 

100 µm Mag: 100 KX                      4.hafta                      20 µm Mag: 500 KX 

  

10 µm Mag: 1.00 KX 10 µm Mag: 1.00 KX 

  

ġekil 4.16. Brokoli kaplı CaHA disklerinin 4. Hafta sonunda çekilmiĢ SEM görüntüleri. 

Biyofilm 
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2 µm Mag: 5.00 KX 2 µm Mag: 5.00 KX 

  

1 µm Mag: 10.00 KX 1 µm Mag: 30.00 KX 

  

1 µm Mag: 10.00 KX 1 µm Mag: 30.00 KX 

  
 

ġekil 4.16. Devamı. Brokoli kaplı CaHA disklerinin 4. hafta sonunda çekilmiĢ SEM görüntüleri. 

Ölü 

Bakteriler 

 

Ölü Bakteriler 

Ölü 

Bakteriler 
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4.3.4 CaHA Disklerinin Koyun Kanlı Agar Üzerindeki ÇalıĢma Sonuçları 

 

CaHA diskler üzerinde yapılan antimikrobiyal çalıĢma sonunda kanlı agar testi 

uygulandığında sonuçlar ġekil 4.17‘de verilmiĢtir. 

Sonuçlardan da görüldüğü üzere brokoli ekstresinin bakteri üremesini engelleyici 

yönde olumlu bir etkisi olmadığı görülmektedir. 

 

 

  

 

ġekil 4.17. Koyun kanlı agar üzerinde yapılan çalıĢma sonuçları. 

 

 

 

 

 

4. Hafta 1. Hafta 

(+) Kontrol (-) Kontrol 
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4. TARTIġMA 

 

Günümüzde sıklıkla kullanılan besinlerden biri olan brokolinin oral ortamda oluĢan 

biyofilm üzerine etkilerinin incelenmeye çalıĢıldığı bu çalıĢmada, brokoli üzerine 

yapılan biyofilm çalıĢmalarıyla birlikte antimikrobiyal testlerde takip edilmiĢtir. 

Literatürlere bakıldığında ağız içerisinde meydana gelen bakteriyel rahatsızlıkların 

çeĢitli kimyasal ve bitkiler ile önlenebileceği görülmüĢtür. Bu çalıĢmada da bunlara 

benzer olarak brokoli ekstresinin etkileri incelenmiĢ, fakat biyofilm oluĢumunun 

etkilemediği görülmüĢtür. 

Antimikrobiyal duyarlılık testi için mikrodilüsyon yöntemi kullanılır iken, biyofilm 

oluĢumunun incelenmesi için tüp yöntemi ve disk üzerinde biyofilm oluĢturma 

yöntemleri üzerinde çalıĢılmıĢtır. ÇalıĢmada kullanılan 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’dır. 

ÇalıĢmada, brokoli ekstresinin Staphylococcus aureus ATCC 25923, Lactobacillus 

casei RSHM 900, Streptococcus mutans RSHM 676 suĢları üzerine antimikrobiyal 

aktivite tespit edilmemiĢtir. 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 suĢları üzerinde yapılan tüp deneyi ile biyofilm oluĢturma çalıĢmaları pozitif 

sonuç vererek bakterilerin hepsi biyofilm yapısını oluĢturmuĢlardır. Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 suĢu üzerinde yapılan disk çalıĢmalarında ise, brokoli ekstresinin 

uygulandığı gruplar ile pozitif kontrol gruplarındaki üremeler ile farklılıklara 

rastlanmamıĢtır. Farklı bakteriler üzerine yapılan çalıĢmalarda brokoli ekstresinin 

biyofilm oluĢumuna karĢı anti etki göstermediği sonucu görülmüĢtür. 

Yapılan çalıĢmaların sonuçları incelendiğinde brokoli ekstresinin içerisinde 

bulunan fenolik ve flavonoid bileĢiklerinin daha aktif hale geçebilmesi için ekstraksiyon 

iĢlemlerinde mikrodalga yöntemi kullanılabilir. 
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