KITOSAN-BAZLI BIYOMALZEMELERDE BiYOFILM
OLUSUM MEKANIZMASININ VE ENZIMATIK BOZUNMA

KINETIGININ iINCELENMESI

INVESTIGATION OF BIOFILM FORMATION MECHANISM
AND THE KINETICS OF ENZYMATIC DEGRADATION ON

CHITOSAN-BASED BIOMATERIALS

MUGE DASTAN

Hacettepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu Yonetmeligi’nin
BiYOMUHENDISLIK Anabilim Dali igin Ongérdigii
YUKSEK LiSANS TEZI

Olarak hazirlanmigtir

2006



Fen Bilimleri Enstitist Muaduarligi’'ne,
Bu calisma jlirimiz tarafindan BIYOMUHENDISLIK ANABILIM DALI'nda YUKSEK

LISANS TEZi olarak kabul edilmistir.

Bagkan e e

Uye (DANISMAN) e

Uye e
Prof. Dr. Nevin KESKIN
Uye e
ONAY
Butez .../ ... [ ... tarihinde Enstitu Yonetim Kurulu’'nca belirlenen yukardaki juri

Uyeleri tarafindan kabul edilmigtir.

Prof. Dr. Ahmet OZDURAL
FEN BILIMLERI ENSTITUSU MUDURU



KiTOSAN-BAZLI BiYOMALZEMELERDE BiYOFiLM OLUSUM
MEKANIZMASININ VE ENZIMATIK BOZUNMA KIiNETIGININ INCELENMESI

Muge Dastan

(074

Sunulan g¢alismanin amaci, dogal bir polimer olan kitosandan hazirlanan membran
yuzeylerinde biyofilm olusum mekanizmasinin ve kitosan membranlarin bakteriyal
enzim ile bozunma Kkinetiginin incelenerek, kitosanin biyomalzeme olarak

kullaniminin arastiriimasidir.

Yapilan arastirmanin ilk kisminda, gbézeneklilik ve ¢apraz baglanma acgisindan
farkhlik gosteren kitosan membranlar Uretilmistir. Gézenekli membranlar, kitosan
¢Ozeltisinin silika partikulleri ile homojen olarak karistiriimasi ve sonrasinda bu
partiktllerin ortamdan uzaklastiriimasiyla hazirlanmigtir. Zayif asitlerde ¢6zinen
kitosan membranlarda, ¢ozinmeyi engellemek amaciyla, epiklorohidrin kullanilarak
capraz baglanma saglanmistir. Boylelikle, farkh &zelliklere sahip kitosan
membranlarda, bakteriyal yapisma ve biyofilm olusumunun incelenmesi mumkun
olmustur. Kitosan, bakteriler tarafindan Uretilen kitosanaz ile degrade
edilebilmektedir. Calismada kullanilan B.subtilis ve P.aeruginosa kitosanaz
enzimine sahiptirler. Calisma sirasinda, degradasyon kinetigi, Streptomyces

griseus’den izole edilmis kitosanaz ile asetat tamponunda gerceklestiriimigtir.

Hazirlanan kitosan membranlarda bakteriyal yapisma kinetigi incelenmigtir. Bu
calismada, biyomalzeme enfeksiyonlarinda énemli rol oynayan Escherischia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus epidermidis ve Bacillus subtilis
kullanilmigtir.  Bakteriyal yapisma  kinetigi, karsilastirmali  olarak, UV-
Spektrofotometre, Koloni olusturma birimi ve ATP (Adenozin trifosfat)
Biyoluminesans yontemleri ile incelenmistir. P.aeruginosa, en fazla yapisma

gOsteren tur olmustur. Bunu sirasiyla B.subtilis, S.epidermidis ve E.coli izlemigtir.

Biyomalzemelerde biyofilm olusumu, yukarida belirtilen mikroorganizmalar ile

yuratulmastar. Yapigsma sonuglari ile uyumlu olarak, kitosan membranlarda en ¢ok



P.aeruginosa Uremistir, daha sonra sirasiyla B.subtilis, S.epidermidis ve E.coli
gelmistir. Ureyen mikroorganizma sayisi, ATP biyoluminesan, biyofilm olusumu ise
SEM ve konfokal mikroskopi ile incelenmistir. Ureyen mikroorganizmalarin biyofilm

olusturmadiklari gérulmastur.

Kitosan membranlar gozeneksiz ve iki farkli gozenek c¢apina sahip olarak
hazirlanmigtir. Yapilan incelemelerde gozenekli membranlarda bakteriyal yapisma
ve Uremenin artig gosterdigi gorulmustar. Gézenek gapi buyuk olan membranda bu
degerlerin en yuksek oldugu goértulmuistur. Kitosan membranlar, ¢capraz bagsiz ve
epiklorohidrin ¢capraz bagh olarak hazirlanmistir. Kitosanaz Ureten B.subtilis ve
P.aeruginosa, kitosan membrani degrade ettiginden dolayi, kitosanaz Uretmeyen

E.coli ve S.epidermidis’den daha fazla Uredigi gorulmustar.

Anahtar Kelimeler: Mikrobiyal yapisma, Kitosan, Biyofilm, ATP Biyoluminesans,

Degradasyon
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INVESTIGATION OF BIOFILM FORMATION MECHANISM AND THE KINETICS
OF ENZYMATIC DEGRADATION ON CHITOSAN

Muge Dastan

Abstract

The purpose of this study is to investigate the usage of chitosan as a biomaterial
by biofilm formation mechanism on the prepared natural polymer chitosan

membranes and also by bacterial enzymatic degradation of them.

In the first part of the study, chitosan membranes were produced. They differ by
porosity and cross-linker. Porous chitosan membranes were prepared by stirring
silica particulars homogenously and after that, remove them from the membranes.
To avoid chitosan membrane solution, which occurs in weak acids, cross-linkage
with Epichlorohydrine was performed. In this way, it was possible to investigate
bacterial attachment and biofilm formation on different chitosan membranes.
Chitosan, can be degradated by bacteria which produce chitosanase. B.subtilis
and P.aeruginosa produce chitosanase. The degradation kinetics was done in

acetate tampon by the chitosanase isolated from Streptomyces griseus.

Bacterial attachment kinetics was studied on the prepared chitosan membranes.
Escherischia coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus epidermidis and
Bacillus subtilis, that takes important role in biomaterial infections, were used for
this study. P.aeruginosa showed the most attachment. This was followed by
B.subtilis, S.epidermidis and E.coli. Bacterial attachment kinetics was investigated
comparatively by UV-Spectrophotometer, colony forming unit and ATP (adenosine

triphosfate) Bioluminescence.

Biofilm formation on biomaterials was carried out with the above microorganism.
P.aeruginosa showed the most proliferation. B.subtilis, S.epidermidis and E.coli
followed in order that was harmonious with the attachment study results. The
proliferated cell count was investigated with ATP Bioluminescence; biofilm

formation was investigated with scanning electron microscope (SEM) and confocal

il



microscopy. It was observed that no biofilm was formed by these proliferated

microorganisms.

Chitosan membranes were prepared as non-porous and porous with two different
pore diameters. It was observed that bacterial attachment and proliferation
increased at porous membranes. The highest quantity was at the membranes with
the larger pore diameter. Chitosan membranes were prepared without cross-linking
and cross-linked with Epichlorohydrine. It was observed that B.subtilis and
P.aeruginosa proliferated more than E.coli and S.epidermidis, because they

produce chitosanase and degraded chitosanase membranes.

Keywords: Microbial attachment, Chitosan, Biofilm, ATP bioluminescence,

Degradation
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1. GiRiS ve ARASTIRMANIN AMACI

Biyofilm, bir ylzey uzerinde mikroorganizma kolonileri ve onlarin Urettikleri
hicredigi polisakkaritler (EPS), proteinler (glukozaminoglikanlar, GAG), ¢evreden
absorplanan organik ve inorganik maddelerden olusan bir tabakadir (Poulsen
1999).

Vucut igerisinde biyofilm olusumu 6nem tasimaktadir. Olugsan biyofilmler yuksek
ates, ciddi organ hasarlari ve hatta o6lumlere bile neden olabilirler. Birgok
biyomalzeme Uzerinde tutunan bakteriler, biyofilm olusturarak enfeksiyona neden
olurlar. Bu tip ureme kronik enfeksiyonlari da beraberinde getirir, ¢lnki
biyofilmlerden dogal olarak zaman zaman kopan mikroorganizmalar vucutta bagka

yerlerde de bir enfeksiyona neden olabilirler.

Bakterilerin  biyofilm olusturmalari i¢cin Oncelikle bir ylUzeye tutunmalar
gerekmektedir. Bu tutunma temelde U¢ asamada gergeklesir; hazirlayici film
olusumu, yuzeye tasinim, ylizeye baglanma ve polisakkarit tretimi (Rijnaarts et al
1995).

Mikroorganizma yapigsmasi ve biyofilm yapisini incelemek icin bircok yodntem
kullaniimaktadir. Bu ydntemlerden bazilari, optik yogunluk, koloni olusturma birimi,
ATP biyoluminesan, konfokal mikroskopi ve taramali elektron mikroskobudur. ATP
analizi igcin biyoluminesan reaksiyonundan faydalaniimaktadir. Yontem, bakteri
hdcresinin 6nceden belirlenmis olan ATP mol sayisindan faydalanarak bakteri
sayisini dolayli olarak tespit etmeyi hedeflemektedir. ATP biyoluminesan yontemi
klasik olarak kullanilan optik yogunluk ve koloni olusturma yodntemlerinden ¢ok
daha hassastir. Ayni zamanda bu yontemde deneysel hatalara bagli yanlis
Olcumler de daha aza indirgenebilmektedir (Squirrell et al 2002). Konfokal
mikroskopi, U¢ boyutlu inceleme agisindan biyofilm incelemesinde, taramali
elektron mikroskobu ayrintili gérintileme agisindan kullaniimistir (Lewandowski
2000)

Kitosan, kitinin N-deasetillenmis tlrevidir. Kitosan bir dogal polimer olup,

biyouyusabilirlik, biyobozunabilirlik, toksik olmama, adsorpsiyon gibi mukemmel



Ozellikleri nedeniyle birgok alanda yaygin kullanim alanina sahiptir. Bu kullanim
alanlarinin baginda kontrollt ilag salimi, biyosensor uygulamalari, hicre kultira,
gida ve su aritim sistemleri yer almaktadir. Kitosanin diger biyomalzemelere
nazaran en ustln 6zelliklerinden biri de antibakteriyal ve antifungal etkilere sahip
olusudur. Literatirde bu etkinin, hucre membranlarinin kitosan ile zarar gordugu
(Du et al 2004) ve kitosanin katyonik karekteri nedeniyle hicre DNA ve RNA’sina
baglanip ureme ve yasamini etkiledigi (Chou et al 2005) ifade edilmektedir. Ancak,

¢ok net bulgularin ve tartismalarin oldugu yeterli sayida ¢alisma yoktur.

Dogal polimerler, genelde dogal ortamda mikroorganizmalarin Urettikleri bazi
enzimlerle daha kugUk birimlere parcalanmaktadirlar. Kitosan, kitosanaz, lizozim,
kitinaz gibi enzimlerle degrade edilebilmektedir. Bu enzimler kitosani hidrolize eder
ve kitosan, degradasyon sonucu oligosakkaritlere pargalanir. Degradasyon sonucu
ortaya c¢ikan oligosakkaritler organizmalar igin bir besin kaynagi olusturmaktadir

(Joseph ve Somashekar 1996).

Sunulan c¢alismada, bu bilgiler i1siginda, kitosan membranlarlarin biyomalzeme
olarak kullanilabilirliginin bakteriyal yapisma ve biyofiim olusumu agisindan
incelenmesi hedeflenmigtir. Tezin ilk kisminda, bakteriyal yapisma ve biyofilm
olusumunu etkileyen parametreler olan gb6zenekliik ve c¢apraz baglanma
bakimindan farkl kitosan membranlar Uretilmis, analiz edilmis ve membranlarin
enzimatik degradasyonu incelenmistir. Uretilen membranlarda, ikinci asamada,
bakteriyal yapigma ve biyofilm olusumu Escherischia coli, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus epidermidis ile incelenmis ve bu
incelemede optik yogunluk, koloni olusturma birimi, ATP biyoluminesan, SEM ve
konfokal mikroskopi kullaniimistir. Elde edilen sonuglar, istatistiksel olarak

degerlendirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

Bu bdliumde tez konusunu olusturulan konular hakkinda temel bilgiler verilmigtir.
Oncelikle, biyofilm konusu ele alinmis ve biyofilm olusumunda etkili olan
parametreler, biyofilm olusum mekanizmasi ve biyofilm analiz yontemleri ile ilgili
bilgiler sunulmustur. Sonraki bdlumde ise c¢alisma kapsaminda biyomalzeme
olarak kullanilan kitosan hakkinda genel bilgi, kitosanin Uretimi ve degradasyonu

yer almistir.

2.1. Biyofilm

Biyofilm, bir yluzey uzerinde mikroorganizma kolonileri ve onlarin Urettikleri
hicredigi polisakkaritler (EPS), proteinler (glukozaminoglikanlar, GAG), ¢evreden
absorplanan organik ve inorganik maddelerden olusan bir tabakadir (Poulsen
1999).

Biyofilm kavrami yaklasik olarak 40 yil 6ncesinde Gibbons (Gibbons 1978)
tarafindan ortaya konulmustur. O zamandan beri biyofilm yapisi, olusum nedeni ve

mekanizmasi ile ilgili galigmalar hizla ilerlemistir.

Biyofilmin temel birimi “mikrokoloniler’dir. Mikrokoloniler bir veya birka¢ turden
bakteri hicresinden olusurlar. Mikrokolonilerin %10-25’i hiicrelerden, %75-90’1 ise
EPS matrisinden olugsmaktadir. Mikrokoloniler gogunlukla “mantar benzeri sekil’e

sahip yapi olarak tanimlanirlar (Sekil 2.1).

Mikrooorganizmalarin serbest formdan biyofilme gecislerinin dort temel nedeni
oldugu dusunulmektedir (Jefferson 2004). Birinci neden, mikroorganizmalarin
kendilerine daha korunakli bir ortam yaratma gereksinimidir ve bu durum “koruma”
olarak tanimlanmaktadir. ikinci neden; mikroorganizmalar kendilerine besin miktari
bakimindan bol bir ¢evre olusturmaktadirlar ve bu da “kolonizasyon” olarak
tanimlanmaktadir. Uglincli olarak mikroorganizmalar ortak yagamin yararlarindan
faydalanmaktadirlar ve bu “birliktelik (symbiosis)” olarak tanimlanmigstir. Dérduncu
olarak ise mikrorganizmalar biyofilm seklinde Uremektedirler, serbest koloniler

belirli bir degerden sonra Ureme surecini durdurmaktadirlar.



Mikrokolonilerin olusumu sirasinda mikroorganizmalar baslangigta kati bir yuzeyde
rastgele bdlgelere yapisirlar. Kolonizasyon basladiginda bu bdlgeler bakteriyal
aktivite nedeniyle degisirler. Yuzey buyumesi, replikasyon, EPS dUretimi ve

sonunda mikrokoloni olusumu ile biyofilm olusumu tamamlanir.

Sekil 2.1. Mikrokoloni yapisi (P.aeruginosa mikrokolonileri)

Biyofilm buyldugunde, polimer matris igerisinde enkapsule edilen mikroorganizma
sayisi artar. Biyofilm yapisinin sekillenmesinde, difizyon baskin faktér haline gelir.
ic tarafta kalan mikroorganizmalar oksijen, besin ve ireme ortami agisindan
yuzeydekilere nazaran dezavantajli konumdadirlar. Bu nedenle film yapisinda
baslangicta aerobik mikroorganizmalar c¢ogunluktadir. Aerobik mikroorganizma
uremesi sonucunda ortamdaki oksijen miktari hizli bir bigimde duser ve oksijen
noksanliginda anoksik bdlge olusumu gergeklesir (Sekil 2.2) (Greenberg et al
1999).

Aerobe

Anaerobe
'fffffffffffffffszffffffffffff.’ff!fffffffffffffff!!J’I!IIIJ

Sekil 2.2. Biyofilmdeki oksijen dagilimi

Biyofilmlerde dinamik bir denge s6z konusudur. Film igerisinde bulunan bakteriler

zaman zaman filmden ayrilabilir ve bdylece serbest olarak yasamlarini



surdurebilirler ya da serbest mikroorganizmalar film yapisina katilabilir. Bundan
dolay! enfeksiyonlar yayilabilir ve filmlerde karigik enfeksiyonlar olusabilir.
Biyofilmler insan saghgini tehdit edebilmektedir. Vlcut igerisi ve icme sular gibi
bircok yerde biyofilm olusabilir. Bunun yanisira mikroorganizmalarin biyofilm
olusturma ozelliginden yararlanilarak atik su aritimi, fermantasyon ile laktik asit
veya etanol Uretimi gibi biyoteknolojik ag¢idan O6nemli iglemler de
gerceklestiriimektedir. Ayrica vicut igerisinde sindirim sisteminde bulunan laktik
asit bakterilerinin olusturdugu biyofilm, vicudumuzun normal florasini olusturmakta
olup, saghgimiz agisindan gereklidir. Buna benzer olarak vicudumuzun normal
florasini olusturan ¢ok sayida biyofiimden de s6z edilebilir ve buna en c¢arpici
ornek olarak barsak yuzeyini kaplayan E.coli biyofilmi verilebilir (Greenberg et al
1999).

Asagida, bulunduklari yere gore canli doku, viicuda implante edilen biyomalzeme
yuzeyi ve viucut ile iligkisiz yerde olusum gosteren biyofilm gesitleri
siniflandiriimistir (Parker et al 2000).

2.1.1. Canl dokularda olusan biyofilmler

Patojen mikroorganizmalar yasamlarini sdrdurebilmek ve c¢ogalabilmek igin
genellikle canli dokulara tutunurlar. Mikroorganizmalarin tutunmasi igin uygun
proteinlere sahip olan canlh doku, ayni zamanda mikroorganizmalarin
beslenebilmesi igin 6nemli olan besinleri de elde etmelerini saglar. Dokulara
tutunan bakteriler uygun yasam sartlari nedeniyle ¢ok hizli bir bigimde ¢ogalmaya
baslar ve kisa sure igerisinde biyofilm olusturabilirler. Normal bir bakteriyal floranin
patojenik hale gecmesi de s6z konusu olabilir. Bu gegis, doku yuzey kimyasindaki
degisimlerle, antibiyotik tedavisiyle veya yaslanma sonucu ortaya ¢ikabilir. Patojen
olmayan (saprofit) mikroorganizmalar normalde bulunduklari ortamdan farkh bir
bolgeye yerlestiklerinde patojen hale gecgebilirler. Yer degisikligi sonucunda asiri
ureme ve buna bagll olarak zehirli atik Uretiminin artmasi zararsiz
mikroorganizmalari zararli hale getirmektedir. Mikroorganizmalar yapiskan
polimerler uretip, fimbria gibi ylzey bilesenlerini kullandiklarindan kuvvetli bir

yapigsma oOzelligine sahiptir.



Bdylece bulunduklari ortamdaki sivi akisi (6rnegin kan) ve mekanik hareket gibi

onlar igin olumsuz fiziksel sartlardan korunurlar (Jefferson 2004).
2.1.2. Viicuda implante edilen biyomalzemeler uizerinde olusan biyofilmler

Biyomalzeme olarak metaller, seramikler, kompozitler ve polimerler
kullaniimaktadir. Yapay deri, damar, kalp, eklem gibi bircok protez bu
malzemelerden uretilmektedir. Biyomalzemelerin vicut tarafindan kabul edilmesi
icin biyouyumlu olmalari gerekmektedir. Biyouyumlu malzemeler, doku yapisina
benzer yapida olup vicudun bagisiklik sistemi tarafindan reddedilmeyen
malzemelerdir. Fakat vicudun kabul ettigi malzemeler ayni zamanda bakteriler icin
de elverigli olabilir. Ornegin viicut hiicrelerinin malzemeyi kaplamasi igin fibronektin
gibi baglayici (yapistirici) proteinler kullanilir. Bu proteinler sadece vucut hicreleri
icin degil, bakteriler icin de baglayici bir fonksiyon gostermektedir. Fakat bazi
durumlarda bu fonksiyon farklilagabilmektedir. Ornegin fibronektin yiksek
derigsimlerde viacut hucreleri i¢in baglayici 6zelligini korumakta, ancak bakteri

hdcreleri icin bu fonksiyonunu kaybetmektedir (Greenberg et al1999).

Mikroorganizmalarin sentetik malzemelere tutunarak sagladiklari en onemli
avantaj, canli dokudaki bagisiklik sistemi ile karsi karsiya gelmemeleridir. Bunun
disinda, malzemede bulunan bazi metaller (AI**, Mg**), mikroorganizmalarin
olusturdugu hucre disi polisakkarit matris igin destek malzeme olugturur. Boylece
mikroorganizmalar olumsuz dig kosullara kargi daha dayanikli hale gelir
(Greenberg et al 1999).

Biyomalzemeye patojen bakteriler iki sekilde ulagabilir. Birinci yol, uretim veya
implantasyon sirasinda malzemenin bakterilerle temas ederek enfekte olmasi ve
viicuda bu sekilde yerlesmesidir. Ikinci yol ise vicut igerisinde bulunan veya
vicudun dis ortama agik kisimlarindan (agiz, burun, vb.) vicuda ulasan
mikroorganizmalarin vicut sivilarl yoluyla malzemeye ulasmasi seklindedir.
implantlarin  reddedilmesini dnlemek amaciyla implant yerlestirildikten sonra
bagisiklik sistemi baskilanir, ancak bu durum enfeksiyon riskini de arttirir. Cizelge
2.1’de vucut igerisinde enfeksiyona neden olan bakteri tlrleri ve neden olduklari

hastaliklar listelenmistir (Greenberg et al 1999).



Vicut icerisinde biyofilm olusumu 6nem tasimaktadir. Olusan biyofilmler ylksek
ates, ciddi organ hasarlari ve hatta Olumlere bile neden olabilirler. Birgok
biyomalzeme Uzerinde tutunan bakteriler, biyofilm olusturarak enfeksiyona neden
olurlar (Cizelge 2.1). Bu tip Ureme kronik enfeksiyonlari da beraberinde getirir,
cunkul biyofilmlerden dogal olarak zaman zaman kopan mikroorganizmalar vicutta

baska yerlerde de bir enfeksiyona neden olabilirler (Greenberg et al 1999).

Biyofilm icerisindeki bakterilerin en 6nemli 6zelligi, konak cevabindan kurtulup
antibiyotik kemoterapisine direng gostermeleridir. Laboratuvar kosullarinda (in
vitro) yapilan testlerde biyofilm bakterilerinin, serbest bakteriler igin belirlenen
minimum inhibisyon konsantrasyonundan (MIC) birka¢ yuz veya bin kez fazla
antibiyotik konsantrasyonuna bile direng gosterdikleri bulunmustur (Stewart et al
2001). Vicut iginde (in vivo) antibiyotikler serbest bakterileri dldurerek enfeksiyon
riskini azaltabilir, fakat antibiyotik tedavisi kesildigi anda biyofilm olusumu yeniden

goOzlenir (Greenberg et al 1999).

GunUmuzde en yaygin olarak kullanilan yontem, hastaya surekli antibiyotik tedavisi
uygulayarak biyofilm olusumunu kontrol altinda tutmaktir. Yapilan bazi
calismalarda biyomalzeme igerisine antibiyotik yerlestirilerek biyofilm olusumunun
onlenmesi amaglanmaktadir. Biyofilm olustuysa ve kronik enfeksiyon tespit
ediliyorsa biyomalzeme ameliyat ile vicuttan uzaklastiriimalidir (Greenberg et al
1999).

Potansiyel tedavi yontemi olarak biyofiimdeki matris proteinleri ¢ézen enzim
kullanmak, biyofilm matris sentezini bloke eden kimyasal reaksiyonlardan
yararlanmak ve hucre-hucre haberlesmesini saglayan sinyal molekullerinin
benzerlerini kullanmak onerilmektedir. Biyofilm olusumunun ve film igerisindeki
bakteriyel iligkilerin molekuler mekanizmasi agiklandik¢a, genetik drtnlerle daha
basarili tedavi veya koruma yontemlerinin ortaya ¢ikacagi stphesizdir (Greenberg
et al 1999).



2.1.3. Vucut ile dogrudan iligkisi olmayan biyofilmler
Biyofilmler, su ve petrol dagitim sistemlerinde, sojutma sistemlerinde, filtrasyon
sistemlerinde, gemilerin ylUzeyinde ve dogada bulunan birgok ylzeyde de

olusabilirler. Vicut icerisinde olusan biyofilmler zengin besin kaynaklarina

Cizelge 2.1. Biyofilm olusumu ile ilgili 6rnekler (Greenberg et al 1999)

Mikroorganizmalarin neden Biyofilmi olugturan mikroorganizma turleri

oldugu enfeksiyon tiirleri veya

hastaliklar

Dis tasi Gram pozitif asidogenik koklar (Streptococcus
sp.)

Peridontitis (dis destek doku iltihabi) | Gram negatif anaerobik oral bakteriler

iskelet kas enfeksiyonu Gram pozitif koklar (Staphylococcus)

Orta kulak iltihabi Haemophilus influenzae

Safra kanali iltihabi Enterik bakteriler (E.coli)

Osteomiyelit (kemik iligi iltihabr) Cok sayida bakteri ve mantar tirlerinin karigik

enfeksiyonu

Bakteriyel prostat E.coli ve bagka gram negatif bakteriler
Damar endokarditis Virisdans grubu Streptococci
Sistik fibrosis P.aeruginosa ve Burkolderia cepacia

Hastane enfeksiyonlari

Ameliyat iplikleri Staphylococcus epidermidis ve S.aureus
Kontakt lensler P.aeruginosa ve Gram pozitif koklar
idrar yollari kateterleri E.coli ve bagka Gram negatif gubuklar
Peritonit (Periton iltahabi) Birgok bakteri ve mantar trG

Spiraller (IUDs) Actinomyces israelii ve birgok tur

Nefes borusu tupleri Birgok bakteri ve mantar tura

Hickman kateterleri S.epidermidis ve C.albicans

Merkezi damar kateterleri S.epidermidis ve birgok tur

Damar yamalari Gram pozitif koklar

Mekanik kalp kapaklari S.epidermidis ve S.aureus




Safra kanali blokajlari Enterik bakteriler ve mantarlar

Ortopedik malzemeler S.epidermidis ve S.aureus

Penis protezleri S.epidermidis ve S.aureus

sahiptirler fakat dig ortamda geligen filmler genelde besin degeri bakimindan fakir
kosullar ile karsi karsiya kalirlar. Bu gibi ortamlarda gelisen filmlerin
mikroorganizmalari, cevredeki su ve mineraller yardimiyla olusturduklari hticre digi

polisakkaritler ile beslenerek yasamlarini surdirurler (Lehtola et al 2004).

Su dagitim sistemlerindeki biyofilmler koliform bakterilerden olusur ve bu olugsumlar
boru asinimina, suda tat ve koku degisimine yol agarlar. Boru sistemlerinde olusan
biyofilmler bu sistemlerdeki suyun kullanimi sonucunda ciddi saglik sorunlarini

beraberinde getirebilmektedir.

Boru iginde olusan filmler daha c¢ok borunun alt kisminda seyrek ve rastgele
yerlesmistir. Borunun Ust kisimlarinda hava akimi ve besinsizlik nedeniyle film

olusumu gorulmemektedir (Lehtola et al 2004).

Gida teknolojisinde biyofilm olusumu insan sagligi acisindan onemlidir. Sat, et ve
bircok besin maddesinin Uretimi sirasinda, Uretilen besinin proteinleri (kazein,
jelatin), Gretimde kullanilan techizat (reaktor, kazan, tepsi, vb.) Gzerinde hazirlayici
bir film olugturarak mikroorganizma yapismasini kolaylastirirlar. Boylece
mikroorganizmalar paslanmaz celik, cam, aliminyum, teflon, naylon gibi gida
teknolojisinde kullanilan birgok malzeme Uzerinde film olusturarak insan saghgini
tehdit edebilir (Poulsen 1999).

Bacillus cereus sporlari sutte bulunmaktadir. Stt pastorizasyonu sirasinda sporlar
0lmemekte, sadece vejetatif mikroorganizmalar yok edilebilmektedir. Sporlar
hidrofobik karakterde olup boru ylzeyine tutunmaktadirlar. Streptococcus
thermophilus de sut dretimi sirasinda biyofilm olusturabilmektedir. Listeria
monocytogenes ise et, sut ve baska gidalarda film olugturabilmektedir. Gida
uretiminde film olusmasini engellemenin en etkin yolu Uretim sartlarini
mikroorganizmanin yasamasi igin elverissiz halde tutmaktir (6rnegin, uygun

olmayan sicaklik). Film olustuysa hicre digi polisakkarit matrisi pargalamak




amaciyla c¢esitli deterjanlar (EDTA) ve enzimler (a-amilaz, [p-glukanaz)
kullaniimaktadir. Bunun yanisira yuksek manyetik alanlar ve elektrik alanlari ile de
biyofilmler yok edilebilmektedir. Gida paketleme malzemelerinde bulunan

antimikrobiyal bilesikler ile film olusumu engellenebilmektedir (Poulsen, 1999).

2.2, Biyofilm Olugsum Mekanizmasi

Mikroorganizmalarin  biyofilm olusturmasi c¢esitli asamalardan meydana

gelmektedir (Sekil 2.3). Biyofilm olusumu temel olarak mikroorganizma cesidine,

ortam kosullarina, ylizeye ve zamana baglidir (Lundberg 1998).

YAPISMA GELISME AYRILMA ./!1‘;,

Sekil 2.3. Biyofilm Olugsumu

2.2.1. Biyofilm olugsumunda etkili parametreler

Biyofilm olugsumunu etkileyen birgok parametre bulunmaktadir. Bunlarin bir kismi
mikroorganizmadan, bazilari mikroorganizmalarin baglandigi ve Uredigi yuzeyden,
bazilari ise ortamdan kaynaklanan parametrelerdir.

2.2.1.1. Mikroorganizmanin film olugsumu uzerine etkileri

Her mikroorganizma ayni oranda ve yapida biyofilm olusturmamaktadir. Film

olusumu turden ture, hatta sustan susa degismektedir. Bu gesitlilik

mikkroorganizmalarin bazi 6zelliklerinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
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farkhliklarin basinda bakterilerin ylizey yapisi, yuzey hidrofobisitesi ve yuzey yuku

gelmektedir.

2.2.1.1.i. Mikroorganizmanin ylizey yapisal bilegimi

Bakteriler hicre membranlarinin bilegsimleri bakimindan iki gruba ayrilir. Bu iki
grup, gram negatif ve gram pozitif olarak adlandiriir. Gram pozitif bakterilerin
hicre duvarlari kompleks ve ¢oklu tabakadan olusurken, gram negatif bakteriler ise
tek tip molekulden, fakat daha kalin bir yapidan olusan membrana sahiptir (Parker
et al 2000).

Bakteri duvarinda temel yapitasi peptidoglikan (murein) gram pozitif bakterilerde
%90, gram negatif bakterilerde %10 oraninda olup 100’den fazla peptidoglikan tipi
tanimlanmigtir. Cesitli aminoasitler de membran yapisinda bulunmaktadir. Bunlarin
yanisira teikoik asit gram pozitif bakterilerde bulunmaktadir. Gram negatif
bakterilerde pozitif bakterilere ek olarak lipopolisakkaritler membran yapisinda yer
almaktadir. Bu lipidler membranin disinda bir tabaka halinde bulunmaktadir
(Parker et al 2000).

Bakterilerin bir kismi ‘flagella’ denen ve hicre duvari disinda yer alan uzantilara
sahiptirler. Bakteriyal flagella, flagellin adli protein yapisindan olugsmaktadir.
Flagella, bakterilerin yuzme ve ylzeyde hareket edebilme yetenegini
saglamaktadir (Houdt and Michaels 2005).

Fimbria, flagelladan daha kisa olup bakterinin hareket edebilmesinde etkili degildir.
Fimbria, bakterilerin yluzeylere yapismasinda etkilidir. Ylzeye yapigsma biyofilm

olusumunda 6nemli bir faktordur (Houdt and Michaels 2005).
Pili, fimbriaya benzer, fakat daha uzun ve seyrektir. Daha c¢ok prokaryot

konjugasyonunda gorev alsa da yuzeye yapisma mekanizmasinda da
onemlidirler(Houdt and Michaels 2005).
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Glikokaliks, bakterilerin salgiladi§i polisakkaritlerden olusan bir kapsuildir ve
yapisinda protein, polialkoller ve aminogekerler de bulunmaktadir. Glikokaliksin
hiicrelerin yiizeylere yapismasinda onemli bir gérevi vardir. Ozellikle patojen
bakterilerde, glikokaliksin dokularla etkilesime girdigi ve blnyesindeki su miktari
nedeniyle, bakterileri organizmanin bagisiklik sistemine karsi direncgli hale getirdigi
bilinmektedir (Houdt and Michaels 2005).

2.2.1.1.ii. Mikroorganizma hidrofobisitesi

Hidrofobisite ya da tam karsiti olarak hidrofilisite bir ylzeyin hava ortaminda su ile
Islanabilirligini tanimlar. Bakteri yuzeyinin hidrofobisitesi yapigsmayi etkileyen
faktorlerden biridir. Kisa mesafede yapismayi desteklemek amaciyla yuzeyler arasi
su tabakasinin ortadan kalkmasi hidrofobisite sayesinde gergeklesmektedir. Su
tabakasinin iki ylzey arasinda kaybolmasiyla birlikte yakin mesafe hucre-ylzey
etkilegsimi ortaya ¢cikmaktadir (Ukuku et al 2002).

Hidrofobisite, bakteri hulcrelerinde degdme agisi Olgimleri ve yuzey serbest
enerjilerin belirlenmesi, hidrokarbonlara adsorpsiyon testi, iki fazli sistemlerde
hidrofobik ayrilma, hidrofobik etkilesim kromatografisi, tuzda kimelesme testi ve
yuzey yuku oOlcimu ile incelenebilmektedir (Rijgnaarts et al 1995). Asagida bu

testler hakkinda 6zet bilgi sunulmustur.

Mikroorganizma tabakalarinda degme acisi oOlciimleri ve vyiizey serbest

enerjilerinin belirlenmesi

Mikrobiyal hicre yuzeyi degme agisi 6lgumleri, hucre tabakasi Uzerinde yapilir. Bu
hicre tabakasi kati besiyeri Uzerinde veya membran filtreden suzulen sivi
kultarlerde filtre Uzerinde kalan hicrelerden elde edilir. Degme agisi (0), su
damlasinin yuksekligi ve taban genisligi dlgtlerek hesaplanir. Su damlasi yuzeyler
uzerinde ganyometre ile gbzlemlenir. Hesaplanan degme acilari ile yluzey serbest

enerjileri saptanabilmektedir (Schneider 1996).
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Hidrokarbonlara adsorpsiyon testi

Hidrofobik karakterli hicrelerin iki fazli hidrokarbon-su sisteminin arayuzeyinde
ayrilmasi ile hidrokarbonlara bakteriyal yapigsma testi uygulanabilmektedir. Sivi
hidrokarbon ve mikroorganizma hucrelerinden olusan suUspansiyon hazirlanip
fazlarin ayrilmasi igin beklenir. Hidrofobik karakterdeki mikroorganizmalar
hidrokarbon damlaciklarina baglanarak Ust tabakalarina gegip yag damlaciklari
olustururlar. Hidrokarbon fazinda yapisan hiucre vyuzdesi, hicre yuzey

hidrofobisitesinin bir 6l¢ttl olarak degerlendirilir (Rosenberg 1981).

iki fazh sistemde hidrofobik olarak ayrilma

Mikroorganizmalarin birbirine karigmayan iki sivi olan dekstran ve polietilenglikol
icinde ayrilmasi iki fazli sistemde hidrofobik ayrilma olarak tanimlanmaktadir. Bu
yontemde hidrofobik karakter tagiyan mikroorganizmalar polietilenglikol, hidrofilik
karakter tagsiyan mikroorganizmalar ise dekstran fazinda toplanmaktadir (Mei et al
1998).

Hidrofobik etkilesim kromatografisi

Mikroorganizmalarin hidrofobik karakterli bir jele yapisma miktarini 0lgen
kromatografik bir ydontemdir. Stispansiyon haldeki hticreler jel dolgulu kolonlardan
gegcirilerek kolona tutunan hicre yuzdesi, hucre konsantrasyonu Olgulerek

hesaplanir ve sonuglar hidrofobisite indeksi olarak tanimlanir (Mei et al 1998).

Tuzda kiimelesme testi

Hidrofobik  mikroorganizmalar dusuk tuz konsantrasyonunda, hidrofilik

mikroorganizmalara gore daha fazla kimelesmektedir (Mei et al 1998).

2.2.1.1.iii. Mikroorganizma yuzey yiiku

Mikroorganizma hucre duvarinda bulunan makromolekillerin ¢ogu polielektrolit

karakterde olup karboksil, fosfat veya amino gruplari tagimaktadirlar. Bulunan bu
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anyonik ve katyonik gruplar hiicre duvarina amfoterik 6zellikler vermektedir. Hiicre
duvarinin net yuku pH’a bagh negatif veya pozitif olabilmektedir (Rouxhet et al
2001).

Mikroorganizmalarin yluzey yuku elektroforetik mobilite Olgimleri ile karakterize
edilir ve mobiliteye karsi pH edrisi ile ifade edilir. Elektroforetik mobilite, U
Smoluchowski denklemine (Esgitlik 2.1) gore zeta potansiyeline (¢) baghdir
(Rouxhet et al 2001).

U= € {/n (2.1)

Burada n viskozite, € ise gegirgenligi tanimlamaktadir.

2.2.1.2. Cevrenin film olugsumu uzerine etkileri

Mikroorganizmalar uygun olmayan c¢evre kosullarinda korunma amagl olarak
biyofilm olusumunu hizlandirir ve arttirirlar. Besin miktari, pH, iz elementlerin
konsantrasyonu, ortamin iyonik gtcu, kalsiyum ve/veya magnezyum gibi iyonlarin

ortamda bulunusu ve sicaklik bu kritik kogullardan bazilari olarak sayilabilir.

Uygun kosullarda bulunan bakteri, yasamini kendine koruyucu bir ortam
yaratmadan surdurebilmektedir. Fakat, ideal kosullardan uzaklastik¢a film olusumu
onem ve hiz kazanmaktadir. Yapilan ¢alismalarda besin yoklugunda bakterilerin
biyofilm olusumunun, uygun besin miktarina sahip olanlardan daha fazla oldugu

gOrulmustar (Mueller 1996).

2.2.2. Bakterilerin yluzeylere yapigsma mekanizmasi ve biyofilm olugsumu
Bakterilerin  biyofilm olusturmalari igin 6ncelikle bir ylzeye tutunmalari
gerekmektedir. Bu tutunma temelde U¢ asamada gergeklesir; hazirlayici film

olusumu, yuzeye tasinim, yuzeye baglanma ve polisakkarit Uretimi (Bos et al
1999).
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Bakteriler bir ylzey Uzerine direkt olarak tutunmazlar. Oncelikli olarak malzeme
yuzeyinde “hazirlayici film” olarak nitelendirilen organik tabaka olugur. Tutunmayi
saglayan organik maddelerin basinda fibronektin, kolojen, albumin gibi proteinler
yer almaktadir. Maddeler yuzeye sivi veya hava yoluyla ulasirlar. Ylzeye
adsorplanan bu maddeler malzeme yuzeyine serbest bakterilerin tutunmasini

kolaylastirirlar (Bos et al 1999).

Mikroorganizmalar, yapisacaklari doku veya malzemeye sivi veya hava igerisinde
pasif olarak tasinirlar. Bunun diginda bakteriyel flajel bakteri hareketini, pili ise
bakteri hucreleri arasindaki genetik aligverisi yani ayni zamanda haberlesmeyi
saglar. Bu hicre uzantilar ile veya bazi amipsi hareketlerle mikroorganizmalar
bdlgeye aktif olarak ulasabilir. Ylizeye gelen mikroorganizmalar negatif yukludur ve
yapisma yluzeyindeki yuklu bolgeler ile olan elektrostatik etkilesimler ya da hidrojen
baglari ve hidrofobik etkilesimler ile ylizeye tutunma gercgeklesir. Bunun yani sira,
yuzey ile ayni yuke sahip mikroorganizmalar ikincil minimumda (yuzeyden yaklagik
10 nm uzaklikta) van der Waals c¢ekici kuvvetleri sayesinde yuzeye yakin bir
pozisyon alir. Yulzeye vyaklastikga bu c¢ekici kuvvetler artar ve bdylece
mikroorganizmalar yuzeyde birincil minimuma (ylzeyden yaklasik 2-3 nm
uzaklikta) ulasirlar. Bu tutunmalar geri donusumludir. Baglar ne spesifik, ne de
kuvvetlidir. Bakteri ile yuzey arasinda bu agamada bir miktar bosluk bulunmaktadir
ve cgesitli etkilerle bu baglar tekrar bozulabilmektedir (ylzeyden kopma) (Bos et al
1999).

Bakteriler yizeye 1 nm veya daha az uzakta olup tutunduktan sonra, fimbria, pili ve
yuzey tutunma proteinleri, hazirlayici film tabakasindaki fibronektin, protein gibi
makromolekuller ile etkilegsime girerler. Bu sekilde baglanti, geri donusumsuz bir
sekle girmektedir. Baglantilar siki kimyasal baglantilardir (iyonik, hidrojen ve

kovalent baglanma) ve spesifiktirler (Bos et al 1999).

Bakterilerin Urettigi polisakkaritler de yuzeye baglanarak hiucre kimelesmesine ve
mikrokolonilerin olugsmasina yardimci olurlar. Sicaklik, besi ortami, katyon dengesi
gibi cevresel kosullar uygunsa bakteri Uremesi gergeklesir. Ayrica organik

maddeler, 61U hlcreler (nétrofil, fagositik, epitel hiicreler vb.) ve minerallerin de

15



ELIAY

BUERUNEID

‘ewpegod ga
IzewEded alony-alony

ewEded
asaueposd s Ep-aiony

I=RaegE] oy BIILNN] 8A3ZN A

ewdiced paap a) eudaa
[eseAuy-ojIZy a4aznd Juannod

@

AUIASTIA SIWAT|EW HUSLI0

Jajaany yuopuEd

d

Sekil 2.4. Biyofilm Dinam

16



katihimiyla biyofilm yapisi olusur. Biyofilm olusumunda birgok gen, hlcreler arasi

sinyallesme ve polisakkaritlerin Gretiminde rol almaktadir (Camper et al 2002).

Kimelesme ve koloni olusumundan sonra, biyokutlenin dis ylzeyinden ayrilmalar
goralir. Bu ayrilmalar koloninin yasi ve c¢esitli fiziksel kuvvetler nedeniyle
gerceklesir. Ayrilan biyofilm pargalari tekrardan bagka yuzeylerde biyofilm
olusturabilme kabiliyetindedirler (Poulsen et al 1999) (Sekil 2.4).

2.3. Biyofilm Analiz Yontemleri

Biyofilm yapisini incelemek icin birgok yontem kullaniimaktadir. Biyofilmler safranin
veya tripan mavisiyle boyanabilir. Kalinlk, 1sik mikroskobu, yuzey oOzellikleri ise
taramali elektron mikroskobu (SEM) ile tespit edilebilir. Biyofilm iceren malzeme
60°C, 103°C veya 105°C’de kurutulur ve tartilir. Daha sonra biyofilm uzaklastirilip
malzeme tekrar kurutulur ve tartilir. Bu iki tartim arasindaki fark, kuru film agirligi
olarak ifade edilir. Bu deger; kalinlik, yuzey alani ve daha sonra yogunluk
hesaplamasi igin kullanilir. Ayrica biyofilm parafiim igine gémdullp histolojik
inceleme yapilabilir. Biyofilm igeriginin tespiti icin gesitli isaretli problar kullanilir (An
ve Friedman, 1997).

2.3.1. Direkt analiz yontemleri

Bakteri sayisi vel/veya biyofilm vyapisi, 1sik mikroskobu, taramali elektron
mikroskobu ve epifloresan mikroskobu ile direkt olarak incelenebilir (An ve
Friedman, 1997).

2.3.1.1. Isik mikroskobu ile inceleme

Bu yontem bakteriyal gdzlem ve sayim igin temel bir metoddur. Isik mikroskobu
kullanmak i¢in yuzeyin ust katmani saydam olmalidir. Bunun igin 0Ornek
olabildigince ince olmalidir. Genelde bakteriler “kristal viyole” veya “karbol fuksin”
gibi boyalar yardimi ile gozlemlenir. Biyofilmde bulunan hucreler, yogunluklarina

bagl olarak ¢ok etkin bir sekilde incelenemezler.
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2.3.1.2. Taramal elektron mikroskobu (SEM)

“Scanning Electron Microscopy” yontemi ile ¢ok detayli gézlem yapilabilmekte,
fakat blyutme derecesinden dolayl sadece ¢ok klguk alanlar incelenebilmektedir.
Pahali ve zahmetli olan bu teknik ayni zamanda ¢ok zaman almaktadir. Biyofilm

incelemelerinde, hiucreler ve hucre disi matris detayh olarak incelenebilmektedir.

2.3.1.3. Epifloresan mikroskobu (IAEFM)

Opak ve purizsuz yluzeyler (metal, plastik, seramik) epifloresan mikroskop
kullanillan floresana dayanmaktadir. Guvenli olan bu yontem opak yuzeylerde

dogrudan analiz imkani saglar ve kisa zamanda ¢ok sayida 6rnek incelenebilir.

2.3.1.4. Konfokal mikroskopi

Hucreler, floresan esasina dayanan bir analiz teknigi olan konfokal lazer taramali
mikroskopi ile bulunduklari yuzeylerden ayrilmadan incelenebilmektedir. Bu
yontem ile biyofilmin ¢ boyutlu yapisinin incelenmesi mumkindur (Netuschif
1997). Konfokal mikroskopide amag U¢ boyutlu inceleme olup, hicre sayisi esitlik

2.2’ye gore ortalama olarak verilebilmektedir

Olgtilen yiizeyde toplam floresan siddeti (2.2)

Hucre sayis| =
Tek bakteri hlicresi igin ortalama floresan siddeti

incelenmek istenen yiizey, cesitli floresan 6zelligine sahip boyalar kullanilarak
boyanmaktadir (SYTO 60, GFP, Etidiyum Bromur, Oksoneller, CTC (Hausner,
2004)). Daha sonra Argon (514/488 nm), HeNe (543 nm), Argon Kripton (568 nm)
lazerlerle ve objektif lensler (su, yag) (Wingender 2004) ile incelenmektedir.
Konfokal mikroskopi x,y,z yonlerinde tabakalar halinde tarama yapmakta ve
goruntu bilgisayar ortaminda istenen lg¢ boyutlu hale getiriimektedir (Lewandowski
2004).
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2.3.2. indirekt analiz yéntemleri

Direkt analiz yontemlerine alternatif olarak bakteri sayisi ve/veya biyofilm yapisi

cesitli indirekt yontemler ile de incelenebilir (An ve Friedman, 1997).
2.3.2.1. CFU (Colony forming unit, koloni olugturma birimi)

Cok klasik bir yontem olup, “bir bakteriden bir koloni olugur” ana kavramindan yola
cikmaktadir. inkiibasyon siresi nedeniyle ¢ok yavas bir yontemdir, ayrica ¢ok
kesin sonuca ulagsmak mumkuin degildir. Clnkd seyreltme faktérl ¢ok kritik olup,
her zaman bir bakteriden bir koloni olusmayabilir. Biyofilm olusumunda hucre
sayisinin hesaplanmasi igin etkin bir yontem dedildir, ortamdaki serbest

mikroorganizmalarin sayimi i¢in daha etkin olarak kullanilabilir.
2.3.2.2. Radyoaktif isaretleme

“C leusin, ™C glukoz, °H timidin veya *H palmitik asit ile bakteri hiicreleri
isaretlenir. Cok hassas, dogru ve hizli sonug veren bu yontem radyoaktif malzeme,
Ozel laboratuvar kosgullari ve teknikleri gerektirmektedir. Bu nedenle insan saglgi

acisindan risk tagimaktadir.
2.3.2.3. CTC ile igsaretleme

Epifloresan mikroskobunun kullanildigi bir yontemdir. Floresan redoks boyasi olan
5-siyano-2,3-ditolil tetrazolyum klorir (CTC), elektron transport aktivitesinin
belirteci olarak kullanilir. Oksitlenmis CTC renksizdir fakat indirgenmis hali

epifloresan mikroskop ile goruntulenebilmektedir.
2.3.2.4. Spektrofotometre

Bakterilerin bulundugu sivinin 15191 absorplamasi ve gegirmesi ol¢ulerek bulaniklik
derecesine gore bakteri sayisi tespit edilir. Dogrudan kati ylzey Uzerinde dlgum
yapillamamasi deney sonuglarini olumsuz etkileyebilmektedir. CUnkU bakteriler kati

yuzeyden sivi ortama alinirken mutlaka bir kayip s6z konusu olur.
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2.3.2.5. Hiicre sayaci ile tayin

Bu yontemde hucre buyUklugu tespiti ve sayim yapilabilmektedir. Orjinal olarak
kan hdcreleri sayimi igin kullanilan bir yontemdir. Cozelti sayagtan gecgerken,
partikullerin gosterdigi direng Olgulmektedir. Bu sekilde her partikulin hacmi
belirlenmektedir. Ozellikle safsizlik s6z konusu oldugunda avantajli bir yéntemdir.
Cok buyuk partikuller filtre edilir, kagukler ise tespit edilebilir. Yontem, koloni

yontemi ile birlikte kullanilir ginkt canli hicreler sadece bu sekilde tespit edilebilir.

2.3.2.6. Biyokimyasal isaretleyiciler

ATP, DNA, ureaz ve lipopolisakkarit gibi molekuller biyokimyasal olarak isaretlenir
ve floresan ile tespit edilir. Bu yontemler igerisinde en ¢ok kullanilani ATP

analizidir.

2.3.2.6.1. Biyoluminesan ile ATP analizi

ATP analizi icin biyoliminesan reaksiyonundan faydalaniimaktadir (Esitlik 2.3).
Biyoluminesan, canli organizmalarin organik bir madde olan lusiferini, lusiferaz
enzimi yardimiyla oksitlemesi sonucu gorulebilir 11k Uretmesi reaksiyonudur.
Bakteri, mantar, balik, bocek ve alg gibi c¢esitli canli gruplari biyoliminesan
yapabilmektedir. En yaygin biyoliminesan kullanimi dip okyanus canlilarinda
bulunmaktadir (canlilarin %90’Indan daha fazla). Bunun temel nedeni ortamda
ISIgIn ¢ok eser miktarda bulunmasidir. Bunun yanisira hayvanlar aleminin yarisi
biyoliminesans organizmalar icermektedir. Canlilar bu reaksiyon sonucu agiga
cikan 15191 besin bulma, es secimi, haberlesme gibi ¢esitli islevler icin kullanirlar.
Lusiferaz yapisi her canl grubu igin degismektedir ve boylece Uretilen 1s1gin dalga
boyu da farkhlik gostermektedir [6rnegin ates bdcegi (Photinus pyralis) lUsiferaz
enzimi i¢cin 562 nm, bakteriyal lUsiferaz i¢cin 495 nm]. Enzimin bu farkli yapilari,
sentezlendigi lux genlerin her canli grubu igin farkli olusundan kaynaklanmaktadir.
Bu farkli enzim yapilari da sonug olarak farkh tipte substratlarla tepkimeye girecek,
farkh bir reaksiyon gercgeklestirecektir (6rnegin atesbdcegi reaksiyonda ATP

molekulinu kullanirken, bakteriler FMN’yi kullanmaktadir) (Squirrell et al 2002).
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lUsiferaz
ATP + lusiferin + O, ; » AMP+ PP + oksilusiferin + CO» + i1s1k
Mg“*

(2.3)

Yontem, bakteri hucresinin O0nceden belirlenmis olan ATP mol sayisindan
faydalanarak bakteri sayisini dolayli olarak tespit etmeyi hedeflemektedir. Hicre igi
metabolik ATP’yi hicre disina, bakteri hicre duvarina zarar vererek cikartip,
[iminometre veya Floresan Spektrofotometre ile ATP’den lUsiferaz ve lUsiferin ile
aciga cikan isik miktari Olgiimektedir ve rolatif 1sik birimi (RLU) olarak ifade
edilmektedir (Squirrell et al 2002). Ayrintili reaksiyon semasi sekil 2.5'de verilmigtir.
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Sekil 2.5 ATP Biyoluminesans ile Isik Uretme Reaksiyonu
2.4. Kitosan

Kitosan, kitinin N-deasetillenmis tlrevidir. Ancak bu asetilasyon neredeyse hicbir
zaman tamamlanamamaktadir. Kitin, selllozdan sonra dinyada en ¢ok bulunan
ikinci dogal biyopolimerdir. Ayni zamanda dogal olarak en ¢ok “amino seker” iceren
polisakkarittir. Dodada bol bulunusu, kitin ve onun bir tlrevi olan kitosanin

kendilerine 6zgl kimyalari ile birlestiginde pek ¢ok potansiyel uygulamalari ortaya
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cikmaktadir. Kitin, kabuklularin, bocek dis iskeletlerinin, mantar htcre duvarlarinin,
mikrofauna ve planktonun bir bileseni olarak bulunmaktadir. Kimyasal olarak B(1-
4)2-acetamido-2-deoxy-D-glucose (veya N-acetyl glucosamine) tekrarlanan

birimlerinden olugan bir polimerdir (Kumar ve Majeti 2000).

Kitosan, kitine gore daha reaktiftir ve toz, film, lif ve bunun gibi pek ¢cok formda
uretilebilmektedir. Bu yuzden pek cok ticari uygulamada, kitine nazaran, N-
deasetillenmis turevi olan kitosan kullaniimaktadir. Kitosan ((1-4)2-amino-2
deoksi-D-glukoz (veya D-glukosamin) tekrarlanan gruplarindan olugsmus bir

polisakkarittir (Kumar ve Majeti 2000).
Sekil 2.6’da kitin ve kitosanin kimyasal yapilari karsilastirmali olarak verilmigtir.

Kitin ve kitosanin ticari olarak ilgi gérmeleri yuksek oranda (% 6.89) azot
icermelerindendir (sentetik sellloz igin bu oran % 1.25°dir.). Bu yuksek azot orani
kitini yararli bir selat ajani yapar. Gunumuzde kullanilan polimerlerin pek ¢ogu
sentetik malzemelerdir. Fakat bunlarin biyouyusabilirlikleri ve biyobozunabilirlikleri,
sellloz, kitin, kitosan gibi dogal polimerlere nazaran oldukga sinirlidir. Bu dogal
polimerlerin de reaktiviteleri ve islenebilirlikleri sinirlidir. Bu konuda kitin ve kitosan
uygun fonksiyonel malzemeler olarak tavsiye edilmektedirler. Clnku bu dogal
polimerler, biyouyusabilirlik, biyobozunabilirlik, toksik olmama, adsorpsiyon gibi

mukemmel 6zelliklere sahiptirler (Kumar ve Majeti 2000).

Kitosan; biyouyusabilirlik, antibakteriyal, antifungal ve antitumoral etki, hemostatik,
agir metal, protein ve yag absorbsiyonu, biyodegradasyon gibi 6zellikler nedeniyle
birgok alanda yaygin kullanim alanina sahiptir. Bu kullanim alanlarinin baginda
kontrolll ilag salimi, biyosensor uygulamalari, hucre kulturl, gida ve su aritim

sistemleri yer almaktadir (Kumar ve Majeti 2000).

Kontrollii salim teknolojisinde kitosan kapsdl, jel, film veya boncuklar seklinde
kullaniimaktadir. DNA salimli gen terapilerine kadar birgok ¢alisma yapilmistir.
Klasik salim disinda, kitosanin makrofaj aktive edici ve hemostatik o6zelligi
nedeniyle yara iyilestirmede olumlu rol oynadidi gosterilmistir. Kitosanin ylksek
0,/CO, gecirgenligi nedeniyle kontakt lenslerde ve yapay deri kullaniminda da

avantajli olabilece@i gostermigtir. Tarim teknolojisinde, yaprak ve govdeyi kitosan
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filmle kaplamanin hem mikrobiyal enfeksiyonlarin engellenmesi, hem de bitkilerin

daha direngli olmasi icin gen transferini de saglamaktadir (Kumar ve Majeti 2000).

Kitosanin proteinlere ylksek afinitesi, enzim immobilize edilen biyosensorlerde
kullanimini uygun hale getirmektedir. Gunumuize kadar kitosana bircok enzim
immobilize edilmigtir. Bu enzimler incelenmek Uzere hazirlanan o6rneklerdeki
substratla tepkimeye girmekte ve bunun sonucunda yorumlanabilen data elde
edilmektedir (Kumar ve Majeti 2000).

Hucre kalturl teknolojisinde yuzey kimyasi ¢cok onemli bir yere sahiptir. Kitosan
dogal bir polimer olmasi nedeniyle birgok Ustun 6zellige sahiptir. Memeli hicreleri
uremek ve canliliklarini devam ettirebilmek icin tutunabildikleri inert, biyouyumlu bir
yuzeye ihtiyag¢ duyarlar. Hlcre kiltirinde malzemenin yeterince sert ve rijit olmasi
gerekmektedir ve kitosan genelde diger dogal polimerlerden daha iyi bir mekanik
Ozellige sahiptir. Hucrelerin bir ylzeye tutunabilmesi igin ylzey Uzerinde uygun
tutunma bolgeleri ve reseptorler bulunmasi gerekmektedir. Kitosan kolay bir
sekilde modifiye edilebilmekte ve protein afinitesi yuksek oldugundan uygun peptid
veya proteinler kitosan ylzeyine immobilize edilebilmektedir. Hucre kulturinden
daha ileri olan doku muhendisliginde genelde U¢ boyutlu hicre iskeleleri
kullaniimaktadir. Hucre iskelelerinin biyobozunur olmasi istenebilmektedir. Kitosan
biyobozunur bir malzeme olup bozundugunda toksik olmayan CO, ve H,O gibi
uranler olugsmaktadir. Kitosan hucre iskeleleri porojen varligi veya dondurma
yontemi ile homojen olarak hazirlanabilmektedir. Kitosan bunun haricinde enjekte
edilebilen ve vucut sicakhdinda jellesen formda da Uretilebilmektedir. Bu tip jeller
Ozellikle dolgu malzemesi ve ilag salim sistemlerinde kullaniimaktadir (Ray ve
Singh 2000)

Gida teknolojisinde kitosanin antibakteriyal etkisi, renk ve yapi stabilizatort olarak
sentetik kimyasallara alternatif olarak kullanilabilmektedir. Kitosan membranlarin
mekanik dayanikliliklari ve antimikrobiyal etkileri, kaplama ve paketleme

malzemeleri olarak kullaniimalarina olanak saglamaktadir (Kumar ve Majeti 2000).

Su artim sistemlerinde en c¢ok kitosanin agir metal baglama 6zelliginden

yararlaniimaktadir. Kitosan sirasiyla Pd>Au>Hg>Pt>Cu>Ni>Zn>Mn>Pb>Co>Cr
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>Cd>Ag baglamaktadir. Kitosanin jel boncuklar, ¢dzelti ve membran formunda bu

metalleri kendine bagladidi gézlemlenmistir (Kumar ve Majeti 2000).

2.4.1. Kitosanin uretimi

Kitin, yenge¢ veya karides kabuklarindan ve fungus hiflerinden (fungal mycelia)
kolaylikla elde edilmektedir. Kabuklularin kabuklarinin iglenmesi; proteinlerin
ayrilmasi ve yenge¢ kabuklarinda ylksek miktarda bulunan kalsiyum karbonatin
cbzulmesini icermektedir. Sonucgta elde edilen kitin %40’hk (w/v) sodyum
hidroksitde 120°C’da 1-3 saat boyunca deasetile edilir. Bu islem sonucunda %70

deasetillenmis kitosan elde edilir.

OH OH OH
0 fo
HO HO %o
H H H
320 g:o H:

| ] |
CH3 CHs CHs
Kitin
OH OH OH
e
0 0
m Hm%m
NH; NH5 NH5
Kitosan

Sekil 2.6. Kitin ve kitosanin kimyasal yapisi.

2.4.2. Kitosanin ozellikleri

Seluloz, dekstran, pektin, aljinik asit, agar, agaroz ve karragenan gibi pek ¢cok
dogal polisakkarit notr veya asidiktirler. Yalniz kitin ve kitosan son derece bazik

polisakkaritlerdendir (Kumar ve Majeti 2000).

Notr veya bazik pH’da, kitosan serbest amino gruplari igerir ve suda ¢ézunmez.

Oysaki asidik pH’da, kitosan amino fonksiyonlarinin protonlasmasindan dolayi
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suda ¢ozunur. Cozunurlik, serbest amino ve N-asetil gruplarinin dagilimina
baglidir. Kitosan asidik pH’da dogrusal bir elektrolitdir. Sonug¢ olarak kitosan asetik

asit, formik asit gibi seyreltik asitlerde ¢ozunur (Kumar ve Majeti 2000).

Kitinin azot icerigi deasetillenme derecesine bagl olarak %5 ile %8 arasinda
degismektedir. Dogal olarak kitinin tUm birimleri tamamen asetillenmis halde
degildir; yaklasik %16’s1 deasetillenmis haldedir. Kitosandaki azot da ¢ogunlukla
birincil alifatik amino gruplari seklinde bulunmaktadir. Bu yizden kitosan aminlerin
tipik reaksiyonlarina maruz kalirlar; ki en o6nemlileri N-asetilasyon ve Schiff

reaksiyonudur (Kumar ve Majeti 2000).
2.4.2.1. Fiziksel ve kimyasal karakterizasyon

Bu boélimde kitosanin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonu hakkinda bilgi
verilmigtir.

2.4.2.1.i. N-Asetilasyon derecesi

Kitosan genellikle bir homopolimer olarak ifade edilir. Bununla birlikte
deasetilasyon prosesi nadiren tamamlandigi igin pek c¢ok ticari ve laboratuvar
uranleri, N-asetilglukozamin ve N-glukozamin tekrarlanan birimlerinin bir kopolimeri
olma egilimindedirler. Bu iki tekrarlanan birimin orani, kitosanin hazirlanmasina ve
kaynagina bagimlidir, ancak glukozamin birimleri daha agir basmaktadirlar (Kumar
ve Majeti 2000).

2.4.2.1.ii. Molekiil agirhg

Kitinin kitosana donusturilmesi molekdl agirhgini dusurmekte, deasetilasyon
derecesini degistirmekte, ve boylelikle yuk dagihimini farkhlastirmaktadir. Bu da
aglomerasyonu etkilemektedir. Kitinin molekiil agirhgi 1.03x10°- 2.5x10° iken, N-
asetilasyon reaksiyonu bu degerleri 1x10°- 5x10° mertebesine indirmektedir
(Kumar ve Maijeti 2000).

2.4.2 1.iii. Gozucu ve g¢ozelti ozellikleri

Kitosan erimeden o©Once bozunur. Bu Ozellik genis hidrojen bagi bulunan

polisakkaritler icin tipik bir davranistir. islevselliklerini korumak icin kitin ve
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kitosanin uygun bir ¢ozucu sisteminde ¢ozulmesi gerekmektedir. Her ¢ozlcu
sistemi icin, polimer konsantrasyonu, pH, karsi-iyon konsantrasyonu ve sicakhgin

vizkozite Uzerindeki etkileri bilinmelidir (Kumar ve Majeti 2000).
2.4.2.1.iv. Biyotip ve biyoteknoloji uygulamalar agisindan avantajlari

Kitosan dusuk bir toksisiteye sahiptirler. Kitosanin laboratuvar farelerinde LDsg
degeri 16g/kg vicut agirligrdir. Bu deder seker ve tuzun degerlerine yakindir.
Kitosan vucutta tamamen absorbe olan zararsiz drinlere (amino sekerleri) yavas

bir sekilde parcalanabilen biyouyumlu bir malzemedir (Kumar ve Majeti 2000).

Klinik uygulamalarda kullanilan biyomateryaller igin uygulanacak sterilizasyon
yonteminin secimi onemlidir. Cunkl bu yontemler ile biyomateryalin 6zellikleri
etkilenebilmektedir. Kitosan membranlar ile yapilan caligsmalarda sterilizasyon
amaciyla otoklav, etil alkol, yuk bosalimi ve y-radyasyonu uygulanmistir, ve bu
yontemlerin malzemenin fiziksel 6zellikleri Gzerindeki etkisinin 6nemsiz oldugu

gorulmastur (Kumar ve Majeti 2000).

2.4.2.2. Kitosanin enzimatik degradasyonu

Dogal polimerler genelde dogal ortamda mikroorganizmalarin drettikleri bazi
enzimlerle daha kiguk birimlere par¢calanmaktadirlar. Bu olay degradasyon olarak
tanimlanir ve geri dontusimsuzdir. Kitosan, kitosanaz, lizozim, kitinaz gibi
enzimlerle degrade edilebilmektedir. Kitosanaz yaygin olarak toprak
mikroorganizmalari (bakteri ve fungus) ve bazi bitkiler tarafindan uaretilir. Bu
enzimler kitosani hidrolize eder ve kitosan degradasyon sonucu oligosakkaritlere
ayrilir. Degradasyon sonucu ortaya ¢ikan oligosakkaritler organizmalar igin bir
besin kaynag! olusturmaktadir. Kitosanaz genelde 10-50 kDa araligindaki bir
molekuler agirhiga sahiptir. Enzimin optimum caligma araligi kaynagina gore
degismekte ve pH 4.0-8.0, 30-70°C’dir. Kitosanazin aktivitesi kitosanin molekuler
agirhgina ve asetilasyon derecesine baglidir. Tamamen asetile olmus kitosan
degrade edilememektedir %80 civarinda asetile olmus kitosan genel olarak en ¢ok
degrade edilebilmektedir (Ikada ve Tomihata 1997).

26



2.4.2.2.1. Degradasyon inceleme yontemleri

i) Degrade olan kitosan zaman igerisinde yapisindan fiziksel olarak ayrilan
oligosakkaritler nedeniyle kutlesel olarak azalacaktir. Zamana bagli olarak agirlik

Olcimleri degradasyon miktarini géstermektedir (lkada ve Tomihata 1997).

ii) Kitosan yapisindaki bozulma ve yapisal kayip incelemeleri igin SEM analizi
yapilmaktadir. Boylece gorsel olarak degradasyon incelenebilmektedir (lkada ve
Tomihata 1997).

iii) Degradasyon sirasinda ortamda artan oligosakkarit miktari Olcllerek
degradasyon miktari dolayli olarak incelenebilmektedir. Oligosakkaritler Sumner
reaktifi ile tepkimeye sokularak ortaya ¢ikan renk degisiminden oligosakkarit

miktari 6lgtlmektedir (lkada ve Tomihata 1997).
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3. DENEYSEL CALISMA

Sunulan galismada, kitosan bazli makrogézenekli membranlar hazirlanmis ve farkh
tlrlerde bakterilerin membranlar Uzerindeki yapisma kinetigi ve biyofilm olusturma
kapasitesi incelenmigtir. Bu boliumde ilk olarak kitosan bazli membranlarin
hazirlanmasi, hazirlanan membranlarin  karakterizasyon ve degradasyon
calismalari anlatilmistir. Daha sonraki boliumlerde hazirlanan membranlar ile
gerceklestirilen durgun sistem deneyleri ile membranlarin ylzeyinde bakteri
yapisma kinetigi ve biyofilm olusumu incelenmesine yodnelik g¢alismalar hakkinda

bilgi verilmigtir.

3.1. Kitosan Membranlarin Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan kitosan membranlar, “¢dzici buharlastirma” (solvent
evaporation) yontemi ile hazirlanmiglardir. Bu yontem asagida detayli olarak

aciklanmis ve Sekil 3.1’de de sematize edilmistir.

3.1.1. Gozeneksiz kitosan membranlarin hazirlanmasi

Cozucu-buharlastirma yodntemi, membran hazirlamada kullanilacak polimerin
uygun ¢Ozucu igerisindeki ¢oOzeltisinin hazirlanmasi ve bu c¢ozeltinin istenilen
formda sekillendirilerek kurutulmasi esasina dayanmaktadir. Kitosan; asetik asit,
formik asit gibi seyreltik asitlerde ¢ozunmektedir. Bu ¢alismada kitosan ¢ozeltisi,
kitosanin (% 85 deasetillenmis, Sigma, Almanya) % 1’lik (hacim/hacim) asetik asit
icerisinde 3 saat boyunca karistirilmasiyla hazirlanmistir. 0.35 g + 0.0001 g
kitosanin, 30 ml asetik asit icerisinde ¢dzlnmesi sonucu elde edilen ¢ozelti 6 cm
capindaki cam Petri kaplarina dokiimis ve oda sicakliinda (22+2°C) kurumaya

birakilmiglardir.

3.1.2. Makrogozenekli kitosan membranlarin hazirlanmasi

Makrog6zenekli kitosan membranlarin hazirlanmasindaki ilk asama bir 6nceki

kisimda anlatildigi sekilde kitosan ¢ozeltisinin hazirlanmasidir. Hazirlanan bu
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Sekil 3.1. Kitosan membranlarin hazirlanmasi.

cozeltiye gbzenek olusturucu olarak kullanilan iki farkli boyuttaki silika jel (15-40
um ¢ap, Sigma, Almanya ve 80-120 um ¢ap, Sigma) 1:16 (w/w) oraninda eklenmis
ve karistirma hizi arttirllarak 1 saat boyunca karistirlmistir. Boylece silika
partikullerin ¢ozelti igerisinde homojen dagilimi saglanmigtir. Bu, gdzenekliligin

homojen olmasi agisindan énemli bir faktordar.
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Hazirlanan ¢ozelti 6 cm ¢apinda cam Petri kaplarina dokulmustar. Cam Petri
kaplar, daha o6nceden membranin yapigsmasini Onlemek amaciyla Sigmacote

(Sigma, Almanya) ile kaplanmistir.

Kuruyan membranlar, Petri kaplarindan ¢ikartilarak 2 saat (15-40 um ¢ap igin) ve
10 saat (80-120 um cap igin) siresince 80°C’lik etlivde (EN 500, Nive), %5’lik
(agirlik/hacim) NaOH c¢ozeltisinde bekletilmislerdir. Bu islem, membranin igerisinde
homojen olarak dagiimig bulunan silika partikullerinin ¢ozunmesini ve bdylece
homojen gozenek olusumunu saglamigtir. Ayrica, membranin mekanik dayanimi

da sicaklik etkisi ile arttiriimistir.

NaOH c¢ozeltisinden cikartilan membranlar yikama suyu nétr olana kadar oda
sicaklhiginda distile su ile yikanmiglardir. Oda sicakliginda kurumaya birakilmadan
once, kururken deforme olmalarini engellemek amaciyla, 30 dakika %Z20’lik

(hacim/hacim) gliserin ¢ozeltisinde bekletilimislerdir.
3.1.3. Makrogozenekli kitosan membranlarin ¢capraz baglanmasi

Hazirlanan membranlarin, seyreltik asit ¢ozeltilerinde ¢dzinmelerini ve enzimatik
degradasyonu engellemek amaciyla, ¢capraz baglama islemi gergeklestiriimistir.
Kitosan membranlar, 0.067 M NaOH (pH 10) iceren, 1x10? M epiklorohidrin
(Sigma, Almanya) ¢0zeltisi igerisinde 2 saat boyunca 50°C sicakhgindaki etiivde
(ES 500, Nuve) bekletiimiglerdir. Capraz baglanma reaksiyonu Sekil 3.2'de
goOsterilmektedir. Bu islemden sonra c¢ozeltiden c¢ikartilan membranlar oda
sicaklhiginda distile su ile nétr yikama ¢ozeltisi elde edilene kadar yikanmislardir.
Kurumaya birakilmadan once bir onceki bolumde anlatildigi gibi gliserin

cOzeltisinde bekletilmislerdir.
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Sekil 3.2. Kitosan membranin Epiklorohidrin gcapraz baglanma reaksiyonu.

3.2. Membran Karakterizasyonu

Hazirlanan membranlarin karakterizasyonu icin kullanilan yontemler, bu bolimde

aciklanmistir.
3.2.1. FTIR analizleri

Membranlarin kimyasal yapilarinin belirlenmesi amaciyla FTIR (Fourier Transform
Infrared) spektrofotometresi (Schimadzu 8100) ile calisiimistir. Analizler ki
asamada gergeklestiriimistir. ilk olarak ticari olarak satin alinan kitosan, bir gece
vakum etuvinde kurutulmus, toz haline getirilmis ve potasyum bromdur (KBr) ile
karistirilarak hazirlanan disklerin spektrumlari alinmistir. ikinci asamada ise FTIR
spektrofotometresinin ATR Unitesi kullanilarak, hazirlanan membranlarin FTIR
spektrumlari alinmistir. FTIR spekrumlari 400-4000 cm™ dalgaboyu araliginda

degerlendirilmigtir.
3.2.2. SEM ile membran ylizey analizi
Kitosan membranlar, ylzey ve kesit yapilari, taramali elektron mikroskobu (SEM,

Scanning Electron Microscopy, JEOL JSM-840A) kullanilarak incelenmistir.

incelemeler, vakum ortaminda, yiizeyi altinla kaplanarak iletken hale getiriimis
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orneklerle yapilmistir. SEM incelemeleri, Turkiye Cimento Mustahsilleri Birligi

(Ankara) laboratuvarinda gerceklestiriimigtir.

3.2.4. Sisme deneyleri

Membranlarin sisme davraniglarinin incelenmesi amaciyla, oda sicakliginda
(25+2°C) fosfat tampon c¢oOzeltisi (PBS) igerisinde sisme deneyleri
gergeklestirilmistir. Orneklerin su igerigi (water content, wc) % olarak agagidaki

esitlik ile hesaplanmistir (Esitlik 3.1);

Yas agirlik — Kuru agirlik
% su igerigi = x100 (3.1)
Kuru agirhk

Herbir membran igin su iceriginin zamana kargi degisimi grafiksel olarak ifade
edilmis, ve sonuglar % sisme ve denge sismesi EWC (equilibrium water content)

olarak degerlendirilmistir.

3.3. Kitosan Membranlarin Enzimatik Degradasyonu

Yapilan deneysel ¢calismada kitosan membranlarda degradasyon miktari zamana
bagh olarak incelenmigtir. Degradasyon bakteriyal bir enzim olan kitosanaz ile
asidik ortamda gercgeklestiriimigtir. Biyomalzeme olarak tasarlanan kitosan
membranlar bakteriler tarafindan enfekte olduklarinda bu bakteriler tarafindan
uretilen kitosanaz enzimleri nedeniyle degrade olup vyapisal bozunma
gerceklesebilmektedir. Bu yapisal bozunma biyomalzemenin fonksiyonunu

etkilemekte ve kullanim agisindan dezavantaj yaratabilmektedir.

Bu nedenden dolayl hazirlanan kitosan membranlarin degradasyon kinetigi
incelenmigtir. Kullanilan kitosanaz enzimi zayif asidik ortamda maksimum
aktiviteye sahip oldugundan deneysel c¢alisma zayif asidik ortamda
gerceklestiriimistir. Kitosan membranlar zayif asitte ¢éziundugunden ve yodntem
yeterli derecede hassas olmadigindan dolayl membran agirlik élgimuad yontemi
kullanilmamigtir. Bunun yerine degradasyon ile ortaya c¢ikan oligosakkaritlerin

Olcimu tercih edilmistir.
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3.3.1. Stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Hazirlanan membranlar Streptomyces griseus’den izole edilmis kitosanaz
(Chitosan N-acetylglucosaminohydrolase from Streptomyces griseus, Sigma) ile

degrade edilmigtir.

Kitosanaz derin dondurucuda (Ariston, italya) -20°C’de saklanmistir ve galisma
oncesinde ¢ozulmek Uzere oda sicakhdina alinmistir. Calisma sirasinda
kullanilacak olan asetat tamponu pH 5.5 olarak hazirlanmis ve hazirlanan asetat
tamponu uygun kosullar altinda buzdolabinda muhafaza edilmistir. Kontrol amaclh
olarak saf kitosan pelletleri ile gergeklestirilen degradasyon galigmalari sonucunda

etkin kitosananaz konsantrasyonu belirlenmigtir.

3.3.2. Biyobozunmanin oligosakkarit salimi ile incelenmesi

Membranlar asetat tamponu (pH 5.5, 10 ml) igerisinde 0.125 U/ml kitosanaz
varliginda 37°C’de inkubatorde (NUve) 60 saat inkube edilmistir. Farkli zamanlarda
alinan orneklerde Sumner reaktifi (0,2 mg/ml Sodyum potasyum tartarat, 10 mg/ml
dinitrosalisilik asit (DNSA), 10 mg/ml NaOH, 2 mg/ml fenol) ile oligosakkarit miktari
incelenmigtir (Arnold 1965) 1 ml 6rnek 1.5 ml Sumner reaktifi ve 100 ul Sodyum
sulfit ile 95 °C’de 15 dakika suresince hava almayacak sekilde stre¢ film ile
kapatilarak inkube edilmig ve orneklerin oda sicakligina sogumalari beklenmigtir.
Hazirlanan orneklerin absorbans degerleri 520 nm dalgaboyunda UV-
Spektrofotometrede (Labomed UV Spektrofotometre) olclulmuastir. Daha once
hazirlanmis glukoz kalibrasyon grafiginden (Ek 3) elde edilen degerlere gore

ortamdaki oligosakkarit miktari hesaplanmistir.
3.4. Biyofilm Olugsumu
Yapilan deneysel ¢alismada membran Gzerinde durgun ortamda biyofilm olusumu

incelenmigtir. Calismalar, mikroorganizma yapisma ve Uremesi incelenerek

surdurdlmustar. Ayrintilar asagida agiklanmigtir.
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3.4.1. Mikrobiyal caligmalar

Mikrobiyal calismalarda kullanilan mikroorganizmalar Refik Saydam Hifzisihha
Merkez Enstitisu Hucre Kultirinden saglanmistir. Bunlar; Escherichia coli Pasteur

Ens. 2001 01008, Bacillus subtilis ingiltere 1988 389, Pseudomonas aeruginosa

Kopenhag

1995 95104

ve

mikroorganizmalarin karakteristik o6zellikleri Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Mikroorganizma ozellikleri

Staphylococcus epidermidis 01015'dir. Bu

Mikroorganiz | Gram Patojenite | Hareket Flora Boyut ve
ma ismi boyama | si Organeli Sekil
Escherichia coli | Gr (-) Saprofit/Patoj | Flagella Barsak Kokkobasil,
en 0.5-2 ym
Bacillus subtilis | Gr (+) Bitki patojeni | Yok Toprak Basil,
0.5x0.7 ym
Pseudomonas Gr (-) Patojen Polar Flagella | Uriner ve Basil,
aeruginosa solunum yollari, | 0,5-1,0
hastane um/1,5-4,0 ym
enfeksiyonlari
Staphylococcus Gr (+) Saprofit Yok Deri Uzerinde Kok,
epidermidis 0.8 pm

3.4.1.1. Mikroorganizma kulttirlerinin hazirlanmasi

Mikrobiyal g¢alismalarda kullanilan E.coli i¢in “Laktose broth” (Sigma, Almanya),
B.subtilis, P.aeruginosa ve S.epidermidis icin ise “Tryptic Soya Broth” (Sigma,
Almanya) besi ortami kullaniimistir. Mikroorganizmalar, sivi besiyerinde, 37°C’de

calkalamali etivde (GFL, Hollanda) 18 saat boyu uretilmigtir.
3.4.1.2. Mikroorganizma uireme egrilerinin hazirlanmasi
Gece boyu Uretilmis sivi mikroorganizma kulttrlerinden 1’er ml taze sivi besiyerine

alinmistir. Pasaj edilen bu taze besiyerleri tekrar yaklasik olarak 5 saat 37°C’de

calkalamali etiivde (50 rpm) inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucu sivi kiiltiirlerden
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1’er ml 50 ml uygun sivi besiyeri bulunan 100 ml’lik erlene ekim yapilmistir. Tekrar
37°C’de calkalamal etuvde (50 rpm) inkiibasyona birakilan kulturlerden 1, 2, 4, 6,
8, 10 ve 12. saatlerde hlicre sayisi optik yogunluk (Labomed UV Spektrofotometre)
ve koloni olusturma birimi (CFU) ile karsilastirmali olarak incelenmistir. Olusturulan

ureme grafiklerinden mikroorganizmalarin ikilenme streleri hesaplanmistir.
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Sekil 3.3. Mikroorganizma Ureme Egrileri

a) P.aeruginosa b) E.coli c) S.epidermidis d) B.subtilis

3.4.1.3. Mikroorganizma yapigsma kinetiginin incelenmesi

Bakerilerin membran ylUzeyine yapismasinin incelenmesi, koloni olugturma birimi,

optik yogunluk ve ATP biyoluminesan ile gergeklestirilmistir.
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Yaklasik 5 saatlik inkibasyon suresi ile logaritmik Ureme fazinda bulunan
mikroorganizmalar steril serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) ile santrifij (4 dakika,
13.000 rpm) edilerek besiyerinden ayiriimistir. Besiyerlerinden tamamen ayiriimis
olan mikroorganizmalar hiicre konsantrasyonu ~1x10® olacak sekilde steril PBS

(Sigma, Almanya) ile seyreltilmigtir.

Kitosan membranlar 24 go6zIu Petri kaplarina uygun buyuklikte hazirlanmig ve
steril edilmistir. Capraz baglanmamis gézeneksiz membranlar UV (300 W Osrom
Ultralux UV lamba) ile 2 saat suresince, diger membranlar ise otoklavda 121°C ve

15 dakika sure ile sterillenmistir.

Membranlar steril haldeki Petri kaplarina yerlestiriimis ve Uzerlerine 1’er mi
yukarida anlatildigi gibi hazirlanmis hicre suspansiyonu pipetlenmistir. Hazirlanan
Petri kaplarn 37°C ve 50 rpm calkalamali etlve inkUbasyon igin birakilmigtir.
inkibasyondaki kiltirlerden 0.5, 1, 2, 4, 7 ve 24. saatlerde 6rnek alinmistir. Petri

gOzlerinden 6rnek alindiktan sonra membranlar 2 ml steril PBS ile yikanmistir.

Alinan orneklerin  optik yogunlugu UV-Spektrofotometre ile belirlenmigtir.
inkiibasyon ortamindan alinan sivi érnedi yikama sivisi ile homojen olacak sekilde
vortekslenmistir. Alinan érnekler UV-Spektrofotometre ile 600 nm’de olglimustir.
Olguilen absorbans degerleri ile hazirlanan kalibrasyon grafiginden ortamdaki hiicre
sayisi hesaplanmis ve baslangi¢ hlcresinden farki alinjp membrana yapisan
bakteri sayisi belirlenmistir (Ek 1).

ikinci ydntem olarak ortamdaki bakteri sayisi koloni olusturma birimi ile de
incelenmigtir. Ortamdan daha once alinan 1 ml 6rnek % 0,9'luk NaCl'li suda
seyreltilmistir. Seyreltilen drnekler kati besiyerine tek koloni yontemi ile ekilmistir.
24 saatlik inkibasyon sonucunda Petri kaplarinda Ureyen koloni sayisi tespit
edilmistir ve ilgili seyreltme faktéri ile ortamda bulunan bakteri sayisi
hesaplanmistir. Baslangi¢ bakteri sayisindan farki alinip membranlana yapigsan

bakteri sayisi hesaplanmistir.
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Uglincli ydntem olarak ortamdaki bakteri sayisi, Floresan Spektrofotometre (Carry
Eclipse) kullanilarak ATP-biyoluminesan yontemi ile i1sik olugturma birimi Ol¢llerek
incelenmistir. Olglimler Floresan Spektrofotometre’de 520 nm’'de yapilmistir.
incelenen literatiirlere yakin olan absorbanslarda maksimum isik birimi bulunmasi
icin saf ATP ile gerekli absorbans taramasi yapiimistir (Ek1) Ortamdan alinan
ornekler oncelikle 13.000 rpm’de satrifuj edilerek bakteriler besiyerinden tamamen
ayrilmigtir. Bakteri pelletleri Gzerine oncelikle 0,002 M EDTA (Sigma, Almanya)
eklenmistir ve bakteri membranlari pargalamak amaciyla 13.000 rpm’de +4°C’de 2
dakika boyunca santriflj edilmigtir. Daha sonra tuplerin dibine ¢dken pelletin
uzerine %1’lik SDS (Sigma, Almanya) eklenmis ve tekrar 13.000 rpm’de +4°C’de 2
dakika boyunca santriflj edilmigtir. Santriflj igsleminden sonra ortamdaki
bakterilerin membranlari parcalanmis ve hucreleri igerisinde bulunan ATP ortamda
serbest hale gelmistir. Hazirlanan 6rnekler +4°C’de analize kadar bekletilmistir,

boylece sicakta degrade olan ATP’nin korunmasi saglanmistir.

ATP biyoluminesan olgumu icin orneklere reaksiyon igin gerekli substrat ve enzim
katilmigtir. Substrat i¢in LUsiferin (Sigma, Almanya) ve enzim i¢in lUsiferaz (Sigma,
Almanya) kullaniimistir. Reaksiyonu katalize eden Mg*? iyonlari 0.1 ml % 1 MgCl

(Sigma, Almanya) halinde ortama katiimistir.

Reaksiyon igin Lusiferaz miktari literatlirden referans alinmis (Squirrell et al 2002),
etkin lusiferaz konsantrasyonunu belirlemek amaciyla saf ATP’nin (Sigma,

Almanya) artan lUusiferaz konsantrasyonlari ile kalibrasyonu yapilmigtir (Ek1).
Biyoliminesans reaksiyonu yaklasik 5-15 saniye icerisinde gerceklesmektedir
(Squirrell et al 2002). Bu nedenle reaksiyonu gergeklestirmek icin reaksiyon

ortamina lUsiferaz en son katilmis ve 6lgum 10’'uncu saniyede gerceklestiriimigtir.

Tum Olcimler en az 3’er kez tekrarlanmis ve sonuglar istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.
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3.4.1.4. Mikroorganizma biyofilm olusumunun incelenmesi

Yaklasik olarak 5 saatlik inUbasyon sonucu logaritmik Ureme fazinda bulunan
mikroorganizma kulturleri sivi besiyerleri ile birlikte dnceki boélimde acgiklandigi
sekilde hazirlanmig membranlar Uzerine 2'ser ml hacimlerde eklenmistir.
Hazirlanan Petri kaplar inkibasyon igin 37°C ve 50 rpm c¢alkalamali etlve
birakiimistir.

Biyofilm olusumun incelenmesi igin 3, 5, 7, 10, 15. gunlerde o6rnek alinmistir.

Ornekler biyoluminesan, SEM ve konfokal mikroskopi ile incelenmistir.

Biyoluminesan olgimu igin membran, Uzerindeki hicre tabakasi ayrilmadan
besiyerinden ayirmak igin 4 dakika 13.000 rpm’de santrifij edilmistir. Besiyeri
suspansiyonundan ayrilan hicre tabakasi, Uzerine once 0,002 M EDTA ilave
edilerek 2 dakika 13.000 rpm’de, daha sonra %1’lik SDS ¢ozeltisi ile tekrar 2
dakika 13.000 rpm’de +4°C’de satrifij edilmigtir. Mekanik olarak pargalanan
hicrelerdeki ATP mol miktari Floresan Spektrofotometre’de 520 nm’de dlgllerek
kalibrasyon grafiginden ortamdaki mikroorganizma sayisi bulunmustur. ATP
biyoluminesans reaksiyonu ortama lusiferin, lusiferaz ve MgCl eklenerek

gerceklestirilmigstir.

Hucre tabakasinin yapisal Ozelliklerinin gorsel olarak incelenmesi igin ornekler

SEM ve konfokal mikroskopi ile incelenmigtir.

SEM igin ornekler kurutulmus ve daha sonra taramali elektron mikroskobu (SEM,
Scanning Electron Microscopy, JEOL JSM-840A) kullanilarak incelenmistir.
incelemeler, vakum ortaminda, ylzeyi altinla kaplanarak iletken hale getiriimis
orneklerle yapilmistir. SEM incelemeleri, Tlrkiye Cimento Maustahsilleri Birligi

(Ankara) laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Konfokal mikroskopi incelemeleri igin ornekler besiyerinden olabildigince
uzaklastirmak amaciyla once PBS’'de yikanmig ve 1,25 mg/ml'lik stok Ethidium
Bromur (Sigma, Almanya) ¢ozeltisinden 5 ul/ml serum fizyolojikte kullanilarak 15

dakika boyunca boyanmistir. Ornekler, baglanmamis boyanin uzaklasmasi

38



amacliyla PBS’'de yikanmistir. Boyanan érneker Konfokal Mikroskopi ile (Leica,
Almanya) incelenmesinden once 2 dakika boyunca 37°C’de kurutulmustur.
inceleme sirasinda HeNe (543 nm) lazer kullaniimigtir. Ve ¢alisma yag lensi ile
gerceklestirilmistir. Oli hiicrelerde, ethidiyum bromir, hiicrenin membranini gegip
DNA ve RNA’ya baglanmakta. Bu sekilde, hicre kirmizi olarak gorunmektedir.

Canl hucreler ise yesil renkte goérunmektedir (Auschill et al 2001).

3.4.2. istatistiksel calismalar

Calisma kapsaminda, elde edilen tim veriler, istatistiksel yontem ile analiz
edilmistir. Veri gesidi ve karsilastirilacak grup sayisi incelendiginde, analiz igin
ANOVA analizi yapilmasi kararlastiriimistir  (http://www.physics.csbsju.edu/).
ANOVA analizini daha hassas konuma getirmek amciyla Bonferroni yontemi de

kullaniimistir. Bu sekilde a degeri daha hassas olarak belirlenmigtir.

Yapilan analizde, kullanilan bakteri turleri ve yontemler karsilastiriimis ve bu

gruplar arasinda anlamli farkhlik incelenmistir.

39



4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISILMASI

Bu bolumde biyomalzeme olarak tasarlanan kitosan membranlarin biyolojik ve
yapisal karakterizasyonu amaciyla yapilan deneysel c¢aligmalara ait sonuglar

sunulmus ve bu bulgular Gzerinde gerekli tartismalar yapiimistir.

Deneysel sonuglar; oncelikle biyomalzeme olarak Uretilen kitosan membranlarin
yapisal 6zelliklerinin ve bozunma miktarinin saptanmasi ile ilgili olarak yuratulen
analiz sonuglari, daha sonra ise galismada kullanilan 4 ¢esit bakterinin yapigsma ve

biyofilm olusumunun incelenmesi olmak Uzere iki alt baslik halinde sunulmustur.

4.1.Kitosan Biyomalzeme: Se¢imi, Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Rejeneratif tip alaninda, islevini bir miktar veya tamamiyle kaybetmis doku ve
organlarin yerine kullanilan malzemeler seramik, metal, polimer veya
kompozitlerinden Uretiimektedir. Polimerik biyomalzemeler, 06zellikle yumusak
dokulara benzerligi ve kolay islenebilirligi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaya
calisiimaktadir. GiUnimuzde yapay kikirdak gibi basit dokulardan, yapay deri gibi
kompleks dokulara kadar birgok uygulamada cesitli polimerik biyomalzemeler
kullanilmaktadir. Biyomalzeme olarak kullanilan polimerler biyouyumlu olarak
secilmekte ve uretiimektedir. Vlcut hicreleri ile uyumlu olan bu malzemeler ayni
zamanda bakterilerle de uyumlu hale gelmekte ve bakteriler, malzemenin yuzeyi ile
fiziksel ve kimyasal etkilesime girmektedir. Biyomalzemeleri vicut hucreleriyle
uyumlu fakat bakteriler igin uyumsuz olarak Uretmek, gelistirilen implantlarda
hedeflenmektedir. Bu sekilde, uzun sure enfekte olmadan kullanilabilen

biyomalzemeler hazirlanabilecektir.

Sunulan c¢alismada dogal bir polimer olan kitosanin, biyomalzeme olarak
kullanilabilirliginin incelenmesi amacglanmigtir. Biyomalzeme olarak kitosanin
secilmesinin nedeni, biyoteknolojik uygulamalarda ve biyomalzeme Uretiminde
bircok avantaja sahip olmasidir. Bunlarin arasinda kitosanin, [poli(2-amino-2-
deoksi-D-glukoz)], kolay steril edilebilmesi, yuksek biyouyumlulugu ve memeli
hucreleri icin toksik olmama oOzellikleri sayilabilir. Kitosan, anyonik karakterinden

dolayi, bakteriyal DNA'ya baglanip antibakteriyal etkide bulundugu tespit edilmigtir
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(Yang et al 2005). Kitosan, seyreltik organik asitlerde (formik asit, asetik asit)
¢Ozunur, ancak bazik ortamlarda ¢ozinmez. Ayrica kitosanin, hidrofilik 6zelligi, film
haline getiriime kolayhdi, iyi mekanik 6zelligi ve yuksek kimyasal reaktivitesi
nedeniyle membran olarak hazirlanmasinin uygun olacagina igsaret etmektedir.
Sunulan calismada biyomalzeme olarak tasarlanan membran formunda kitosan
yuzeylerde bakteriyal yapisma kinetigi ve biyofilm olusum potansiyellerinin
incelenmesi amaclanmistir. ilerleyen boélimlerde makrogdzenekli ve gbzeneksiz

kitosan membranlarin hazirlanmasina dair sonuglar verilmistir.

4.1.1. Kitosan membranlarin tretimi

Membran dretimi “¢6ztcU-buharlastirma” yontemiyle gerceklestiriimistir. Bu amacla
kitosan icin iyi bir ¢dzlcu olan asetik asitin seyreltik ¢ozeltisi kullaniimistir.
Gozenek yapici ajan olarak silika partikiller secilmistir. Calisma kapsaminda
hazirlanan ve ilerideki agsamalarda kullanilan tim membranlarin bilegsimleri Cizelge

4.1’de verilmistir.

4.1.1.1. Gozeneksiz kitosan membran uretimi

Bolim 3.1.1°de anlatildigi gibi oncelikle kitosanin % 1’lik asetik asit igerisinde
¢Ozeltisi hazirlanmis ve Petri kaplarina dokulmustir. 6 cm ¢apinda ve 0.2 mm
kalinhginda elde edilen membrana ait Sekil 4.2'deki SEM fotograflarindan da

gOzeneksiz yapi agikga gorulmektedir.

4.1.1.2. Makrogozenekli kitosan membran liretimi

Yuzeye-bagimli (AD) karakterdeki vicut hucrelerinin yuzeye tutunma ve Uremesi
icin yuzey alaninin mumkun oldugunca genis olmasi gerekmektedir. Bu nedenle
doku iskeleleri (tissue scaffold) gbdzenekli yapilar seklinde Uretilmektedir.
Makrogdzenekli yapilarin eldesinde gbézenek yapici ajan (porojen) segimi dikkat
edilmesi gereken bir noktadir. Porojenin inert olmasi ve yaplya zarar vermeden
kolayca uzaklastirilabilmesi gerekmektedir. Yaygin olarak kullanilan bir porojen

olan polietilen glikol ile yarutulen pek ¢ok ¢galismada ylksek gegirgenlige sahip
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Cizelge 4.1. Calisma kapsaminda kullanilan membranlarin bilesimleri ve temel

ozellikleri.
15-45 ym | 80-120 pm | ECH
Membran | Gézeneksiz | Makrog6zenekli| Gozenekli | Gozenekli | Capraz
No Bagh
1 + _ _ _ _
2 + _ _ _ +
3 _ + + _ _
4 _ + + _ +
5 _ + _ + _
6 _ + _ + +

membranlar elde edilmigtir. Ancak mekanik Ozellikler agisindan tatmin edici

bulunmamistir (Ruckenstein ve Zeng 1996).

Ruckenstein ve grubu porojen olarak silika partikilleri kullanmiglardir. Silika, asidik
ortamda ¢dzlinmez iken, bazik ortamda ¢dzinmektedir. Baska bir deyigle kitosan
ile ¢6zUnUrllk agisindan birbirlerine zittirlar. Bu 6zellikten faydalanilarak gézenek

olusumu saglanmaktadir (Ruckenstein ve Zeng 1996).

Bu calismada 15-40 um ve 80-120 um araliginda boy dagilimina sahip silika
partikulleri kullaniimigtir. Kitosan ¢ozeltisi igerisinde homojen bir sekilde dagitilan
partiktller, daha sonra NaOH muamelesi ile yapidan uzaklastirilmiglardir.
Boylelikle tim yapi boyunca homojen gozeneklilik elde edilmistir. Ayrica NaOH
muamelesi yaplya mekanik dayanim saglamistir. Genis bir boy dagilimina sahip
partiktllerin kullanilmasi, gdézenek ¢ap dagilimini olumsuz yonde etkilemektedir.
Ancak diger yandan bu partiklller, tek ¢esit boy dagilimina sahip partikillerden
daha ucuzdurlar. Diger bir 6nemli nokta da NaOH muamelesinin fonksiyonel amin
gruplarina etkisidir. Sekil 4.1’de verildigi gibi NaOH muamelesi ile katyonik amin

gruplari (-NH3") serbest amin gruplarina (-NH,) déniismektedir (Won et al 2003).

Silika oraninin degistiriimesi ile yapida meydana gelen degisikliklerin incelenerek

optimum oranin belirlenmesi amaciyla 16:1, 8:1, 4:1 seklinde Ug¢ farklh silika/kitosan
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(agirhikga) orani  secilmistir. Oncelikle bu ¢ tir membran c¢iplak gbzle
incelendiginde, 4:1 silika oranina sahip membranin olduk¢a ince ve kolayca
parcalanabilen bir yapida oldugu gorulmustiar. Bununla birlikte 16:1 silika oranina
sahip membranin daha kalin ve saglam bir yapisi oldugu goézlenmistir. Silika
oraninin gobzenek boy dagilimina etkisi de SEM analizleri ile incelenmistir.

Sonuglar ayrintili olarak Bélim 4.1.2.1 ‘de verilmistir.

CH:20H CH:20H

HAC

HO- o

NH: NaOH "NH5

kitasan kitosan tuzu

Sekil 4.1. Kitosanda bulunan katyonik amin gruplarinin serbest amin gruplarina

doénusme reaksiyonu.

Tum bu sonuglar ele alindiginda optimum o6zellikleri saglamasi agisindan 16:1
silika/kitosan oranina sahip membranlarin c¢alismanin sonraki asamalarinda
kullaniimasi uygun gérulmustur. Bu oran kullanilarak yaklasik 4 cm ¢apinda ve 0.2

mm kalinhginda makrogozenekli kitosan membranlar hazirlanmistir.

4.1.1.3. Kitosan membranlarin ¢apraz baglanmasi

Mikroorganizmalar Uredikleri ortamda asidik trlnler olusturabilmektedir (6rn. laktik
asit). Ayrica kitosanaz, lipaz gibi enzimler salgilayarak polisakkarit yapisindaki
biyomalzemeleri oligosakkaritlere degrade edilebilmektedirler. Kitosan asidik
cozeltilerde ¢ézunmektedir. Kitosanin bakteriyel enfeksiyonlardan etkilenmemesi
amaclyla c¢cozunmesini engellemek igin capraz baglanmasi gerekmektedir. Bu
noktada capraz bagdlayici ajan se¢imi onem kazanmaktadir. Vucut icerisinde
kullanilacak biyomalzemelerde toksisite onemli bir parametredir. Capraz
baglayicilarin toksisitesi yuksektir. Epiklorohidrin (ECH), -OH fonksiyonel gruplari
Uzerinden ¢apraz baglanmayi saglar ve toksisite agisindan bagil olarak uygun bir
ajandir. Bu nedenle calisma kapsaminda hazirlanan membranlar ECH ile

reaksiyona sokulmus ve reaksiyon sonrasi elde edilen membranlarin asetik asit

43



cozeltilerinde  ¢ozUnmedigi  gorulmustur. Boylelikle c¢apraz-bagh  yapinin

hazirlanabildigi gosterilmigtir.

4.1.2. Membran karakterizasyonu

Calisma icin hazirlanan membranlar SEM analizi ve sisme deneyleri ile

incelenmisgtir.

4.1.2.1. SEM analiz sonuglari

Membranlarin yuzey ve kesit yapilarinin morfolojik olarak incelenmesi ve gozenek
boy ve boy dagihminin belirlenmesi amaciyla SEM fotograflari ¢ekilmigstir.
Fotograflardan elde edilen Olgimler sonucu ortalama gbzenek c¢ap hesabi
yapilmistir. Herbir fotografdan yaklasik 50 adet gbzenek capi hesaplanarak
ortalama deger bulunmustur. Sekil 4.2'de gbzeneksiz membranlara ait SEM

fotograflari verilmistir.

Sekil 4.3'de 15-40 um ve silika orani 16:1 olan makrogdzenekli kitosan
membranlara ait kesit fotograflari incelendiginde silika ilavesiyle son derece
g6zenekli ve homojen sayilabilecek gozenek dagilimina sahip membranlarin elde
edildigi gorulmektedir. Gozenek olusturucu madde olarak kullanilan silika
partiktllerin  15-40 um aralidinda bir boy dagilimina sahip oldugu da
dusunuldigunde elde edilen gézenek boy dagiliminin oldukga iyi bir sonug oldugu
soylenebilir. Sekil 4.4’'de ayni membrana ait ylzey SEM fotografi yer almistir.

Gozenekler, hem ylzeyde hem de kesitte oldukga homojen bir bicimde dagiimistir

Sekil 4.5'de ise gapraz bagli makrogbzenekli membrana ait farkli bayutmelerde
cekilen yuzey SEM fotograflari goriimektedir. Yapiya katilan ¢apraz baglayicinin
gbzenek dagilminda elde edilen homojeniteyi etkilemedigi tespit edilmistir. Ancak
Sekil 4.4 ile kargilastinldiginda, ¢apraz baglanma sonucu gozeneklerin bir miktar
kapandigi dikkat cekmektedir.
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(b)
Sekil 4.2. Gézeneksiz kitosan membrana ait SEM fotograflari.

a) Membran ylzeyi (Bluyutme x 650) b) Membran kesiti (BuyUtme x 400)

(a) (b)

Sekil 4.3. Silika (15-40 um) kullanilarak hazirlanan gézenekli kitosan membranlarin
kesitine ait SEM fotograflari.
a) (x250) (Membran No:3) b) (x650) (Membran No:3)

Sekil 4.4. 15-40 uym silika varliginda hazirlanan gézenekli membran ylizey SEM

fotografi (Buyutme x 250)
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(a) (b)

Sekil 4.5. 16:1 silika oranina sahip ¢apraz-bagli membranin ylzeyinden farkli

blyutmelerde alinan SEM fotograflari
a) Buyutme x250
b) Blyutme x650

Calisma kapsaminda ayni bilesimlerde olup, farkli zamanlarda hazirlanmis
membranlarla yurutilen SEM incelemeleri, hazirlama yonteminin tekrarlanabilir

sonuglara (membran 6zellikleri agisindan) gotirdaguna belirtmistir.

4.1.2.2. Sigsme deneyleri

Sunulan c¢alisma, membranlarin sisme davranislarinin incelenmesi amaciyla
hazirlanan 6 farkli tip membran (Go6zeneksiz kitosan membran, ECH gapraz bagli
g6zeneksiz kitosan membran, 15-40 ym gozenekli ve 80-120 um gdzenekli gapraz
bagsiz ve ECH capraz bagli gozenekli kitosan membranlar) ile yurataimustar.
Sisme deneyleri, oda sicakliginda (25+2°C), fosfat tampon g¢ozeltisinde (PBS,
pH=7.4) gerceklestiriimigtir. Belirli zaman araliklarinda ortamdan uzaklastirilan
orneklerin agirhk olgumleri ile sisme degerleri (% su igerigi) kuru temelde
hesaplanmistir. Elde edilen veriler zamana karsi grafige gegirilerek membranlara
ait sisme egrileri elde edilmistir. Sekil 4.6’da verilen bu sisme egrileri ile tim

membranlarin 60’inci dakikaya kadar olan gsisme kinetikleri kargilastiriimaktadir.
GoOzeneksiz kitosan ve ECH ile gapraz bagl gozeneksiz kitosan membranlara ait

zamana bagl sisme egrileri incelendiginde ilk 5 dakikada her iki membranda da ani

bir sismenin gerceklestigi gorulmektedir. Her iki membran da 20’nci dakikanin
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sonunda denge sismesine ulasmiglardir. Fakat denge sisme degerleri
karsilastinldiginda (Cizelge 4.2) gorulmektedir ki gozeneksiz kitosan membran
gcapraz bagl gobzeneksiz kitosan membrana gobre ¢ok daha yuksek bir sisme
degerine ulagsmistir. Capraz-baglanmamis membran kuru temelde % 342 denge su
icerigine sahipken, ¢apraz-bagli membranda bu deger % 53,70°dir. iki membranin
sisme degerlerinde mevcut bu fark, capraz baglanma ile agiklanabilir. Bilindigi gibi
hidrofilisite yapidaki -OH gruplarinin miktari ile orantihdir. Bu c¢alismada
epiklorohidrin ile gergeklestirilen gapraz baglanma reaksiyonu da -OH gruplari
Uzerinden yurimektedir. Ayrica c¢apraz-baglarin varhgi ¢ézinmeyi engelleyip
yaplya su difizyonunu da zorlastirmaktadir. Bu nedenle g¢apraz bagh gézeneksiz

kitosan membranin dusik sisme degeri beklenen bir sonugtur.

Sekil 4.6’da, gozeneksiz, 15-40 ym gobzenekli ve 80-120 um gobzenekli gapraz
bagdsiz ve ECH capraz bagli gézenekli kitosan membranlara ait sisme edrileri de
verilmigtir. Sisme egrileri incelendiginde, ilk 5 dakikada her dort membran igin de
sismenin hizli oldugu goérulmektedir. Tum membranlar yaklasik olarak 20’nci
dakikadan itibaren denge sisme degerlerine ulasmislardir (Sekil 4.6). Sisme
degerleri karsilastirildiginda, 80-120 pm gozenekli ¢apraz bagli membranin en
dusuk miktarda sistigi ve ¢apraz bagli olmayan membranlarin sisme degerlerinin

arttig1 gorulmektedir.

Tim bu sonucglar SEM icin yapilan yorumlarla da uyumlu olup yapidaki

gOzeneklilige uygun olarak agiklanabilir.

Grafiklerde ve gizelgede yer alan tum degerler en az ¢ dlgimun ortalamasidir.
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Sekil 4.6 Kitosan membranlara ait sisme sonuglari.

Cizelge 4.2 Membranlarin denge sisme degerleri (EWC)
(pH=7.4; PBS; t=40 ncI dakika)

Membran No EWC (%)
1 342,00
53,70
121,76
46,21
194,44
39,52

oo o~ WODN

4.1.3. Kitosan membran degradasyonu

Kitosan, bakteriler tarafindan kitosanaz enzimi ile degrade edilebilmektedir. Bunun
yanisira lipaz, kitinaz gibi enzimler de kitosani degrade edebilmektedir.
Biyomalzeme olarak kullanilan malzemenin bakteriler igin elverigli olmasi
istenmemektedir, ancak degradasyon sonucunda ortaya c¢ikan oligosakkaritler
bakteri icin 6nemli bir besin kaynagi olusturur. Ayni zamanda degrade olan
biyomalzeme yapisal olarak bozundugu i¢in zaman icerisinde kullanilmaz duruma

gelmektedir.

48



Yapilan deneysel c¢alismalarda, kitosanaz miktarinin kontrold amaciyla
Streptomyces griseus’'tan elde edilmis kitosanaz (Sigma, Almanya) kullaniimigtir.
60 dakika suresince 37°C’de degrade olan kitosan ortamda bulunan oligosakkarit

konsantrasyonu ile dlgulmustar.

Kitosanazin degradasyon mekanizmasi, enzimin uretildigi ture gore degismektedir.
Kitosanin kitosanaz tarafindan hidroliz edilme miktari, asetilasyon seviyesi ile
iliskilidir. Kitosanaz, genel olarak, aktivite olabilmek igin, U¢ ve daha fazla
glukozamin veya N-asetilglukozamin gruplarina ihtiyag duyar. Deneysel ¢aligsmalar
sirasinda da kullanilan Streptomyces ve Bacillus tiurleri tarafindan Gretilen
kitosanaz, ¢cok miktarda asetil grubuna sahip olan kitosani degrade edebilmektedir.
Bacillus turleri tarafindan Uretilen enzim, kitosani N-asetilglukozamin ve N-
asetilglukozamin (GIcN-GIcN) birimleri arasindan bdlmektedir (Joseph ve
Somashekar 1996). Pseudomonas ve Streptomyces turleri igin bu degerlendirme

yapilmamistir.

Yapilan c¢aligmalar sonucu, g¢apraz-baglama yapilmayan membranlarda
degradasyon miktarinin capraz-baglanma yapilan membranara gére daha fazla
oldugu gorulmastir (Sekil 4.7). Bu sonug¢ dogrultusunda, biyomalzeme olarak
tasarlanan kitosan membranlarin ¢apraz-baglayici ile degradasyondan daha az
etkilenip kullanim agisindan daha elverisli oldugu goérulmastir. Goézenekliligin,

degradasyon Uzerinde bir etkide bulunmadigi goralmustar.

4.2. Bakteriyal Yapigsma ve Biyofilm Olugsumu

islevini kaybetmis organ ve dokular yerine yapay malzemelerin viicuda
yerlestiriimesi i¢in polimer, metal, seramik ve gesitli alasimlar kullaniimaktadir.
Kullanilan bu malzemelerin vicut ile uyumlu, yani biyouyumlu olmasi
gerekmektedir. Biyomalzeme olarak tanimlanan bu malzemeler kalp, damair,
gogus, penis, kemik, kikirdak, lens, dig gibi bircok organ ve sistemde

kullaniimaktadir.
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Sekil 4.7. Kitosan membran degradasyon kinetigi

insan viicudu, cok kompleks bir bagisiklik sistemine sahiptir. Viicuda yabanci olan
her yapiyi taniyip tepki olusturarak bu yapiyi reddetmektedir. Bu nedenden dolayi,
biyomalzemeler vicut bagisiklik sistemi tarafindan en az gekilde etkileyecek
sekilde tasarlanmalidir. Vicuda yerlestirilen malzemenin, kabul edilmesinin
kolaylasmasi amaciyla, hastaya ayrica bagisiklik sistemini inhibe edici c¢esitli

ajanlar verilmektedir.

Biyomalzeme kullaniminda ikinci buylk problem ise malzemenin enfekte
olabilmesidir. Vlcut ylzeyine yapisan patojen organizmalar, bagisiklik sistemi
nedeniyle kisa surede bir direng ile karsilasirlar ve genelde ¢ok fazla ¢gogalmadan
yok edilirler. Fakat, biyomalzemeler Uzerine yapigan patojen organizmalara kargi
bdyle bir diren¢ ¢abuk olugsmamaktadir ¢unkl yapistiklar ydzey, vicudun bir
parcasi degildir. Ayni zamanda, malzemenin vicut tarafindan tolere edilebilmesi
icin bagisiklik sistemi inhibe edilmigtir ve bu nedenlerden dolayi mikroorganizmalar

uremek ve biyofilm olusturmak i¢in gerekli ortama sahiptirler.

Biyomalzeme enfeksiyonlarinda olusan biyofilmdeki mikroorganizmalar dis ortama
karsi dayaniklidir. Serbest mikroorganizmalara etki eden antiseptik ajanlarin
yaklagik 40 katina bile direncli hale gelen biyofilm igerisindeki mikroorganizmalar,

insan sagh@! igin ciddi, hatta olimcll bir tehlike olusturmaktadirlar. Uzerinde
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biyofilm olusmus biyomalzemeyi vicuttan uzaklastirmak, tek tedavi yolu olarak

dugunulebilir (Stewart ve Costerson 2001).

Bu nedenden dolayl biyomalzemelerin mikrobiyal yapisma ve biyofilm olusturma

acgisindan incelenmesi son derece onemlidir.

Yapilan galigmada kullanilan polimerik malzeme, tip alaninda kullanimi avantajh
olarak dusunudlen, dogal bir polimer olan kitosandir. Yluzey karakterizasyonu
yapilan bu malzemenin, mikroorganizmalar ile etkilesimi incelenmigtir. Olusan
biyofilmler ile micadele zorlugundan dolayi, arastirmalar, biyofilm olusumunu en
aza indirgeyecek veya engelleyebilecek malzeme alaninda devam etmektedir.
Kitosan, anyonik karakteri nedeniyle sivi ve pelet formlarinda yapilan ¢alismalarda,

mikroorganizmma DNA’sIina baglanarak tGremesini inhibe etmektedir (Wu et al 2005).

Caligma kapsaminda, kitosan membranlar, biyomalzeme enfeksiyonlarinda yaygin
olarak ortamdan izole edilen E.coli, S.epidermidis, P.aeruginosa ve B.subtilis
suslari ile etkilestiriimis ve ylUzeyler Uzerindeki yapisma kinetigi ve biyofilm

olugsumu incelenmigtir.

4.2.1. Mikrobiyal kultlir galigmalari

Bu bolumde, calismada kullanilan mikroorganizma secgimi tartigilarak,
mikroorganizma kultdrlerinin  hazirlanmasi, Ureme egrilerinin  olugturulmasi,
mikroorganizma yuzey Ozelliklerinin saptanmasi ve mikroorganizma-polimerik

etkilesimi konularinda yapilan ¢aligmalarin sonuglari sunulmustur.

4.2.1.1. Mikroorganizma seg¢imi

Calismada kullanilan  bakterilerle, biyomalzeme enfeksiyonlarinda sikga

karsilasiimaktadir.

E.coli gastrointestinal sistemde bulunan saprofit bir bakteri olmasinin yanisira,
bircok enfeksiyonda rol almaktadir. Uriner kateterlerde ve kontakt lenslerde

karsilagilan enfeksiyonlarda E.coli sikga gortlmustur.
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E.coli, reseptor benzeri bir protein tretmektedir (SdiA). Bu sinyal proteini E.coli’'nin
biyofilm olusumunda rol almaktadir (Houldt ve Michiels 2005). Birgok E.coli susu,
otoindukleyici-2 (Al-2) Uretmektedir. Al-2, E.col’de flagella olusumu ve onun

hareketi gibi bircok fonksiyona sahiptir (Houldt ve Michiels 2005).

S.epidermidis, insan deri saprofiti olmasina karsin, biyomalzemelerde ciddi
enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Ameliyat iplikleri, dolasim sistemi implantlari,
penis protezleri ve ortopedik malzemelerde sik¢a S.epidermidis enfeksiyonlari
gorulmektedir (Mack et al, 2004).

P.aeruginosa idrar ve solunum yolu patojeni olup, son derece tehlikeli bir insan
patojenidir. Ciddi yaniklar ve cilt yaralarinda, kistik fibréz hastalarinda
P.aeruginosa enfeksiyonlari 6zellikle hastane enfeksiyonlara neden olmaktadir.
Antiseptik ve antibiyotiklere karsi guglu direngleri nedeniyle bagisiklik sistemi zayif
olan insanlarda tedavisi zor yapilabilmektedir. implantlarin yerlestiriimesinden kisa
bir sure sonra ortaya c¢ikan enfeksiyonlarda P.aeruginosa enfeksiyonlari sik

gorulmektedir (Greenberg et al 1999).

B.subtilis bitki patojeni olmasina ragmen birgok biyomalzeme enfeksiyonunda
gorulmektedir (Mogilnaya et al 2003).

Yukarida yapilan agiklamalar, sunulan ¢alismanin adi gegen dort mikroorganizma

susuyla yurutilmesi sonucuna goturmustur.

4.2.1.2. Mikroorganizma kiltiirlerinin hazirlanmasi

Caligmada kullanilan mikroorganizmalar, Laktoz Broth ve Tryptic Soy Broth
besiyerlerinde Uretilmigtir. Yapilan butin g¢alismalarda, mikroorganizmalar Ureme
periyotlari slresince Ureme bakimindan en aktif olduklari “lUstel Ureme evresinde”
kullanilmigtir. Bu sekilde, mikrobiyal yapisma ve biyofilm olusturma potansiyeli
acisindan 6nemli bir faktor olan mikroorganizma (veya kultur) yasinin etkisi ihnmal

edilmistir.
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4.2.1.3. Mikroorganizma lireme egrileri

Caligmada kullanilan mikroorganizmalara ait Greme egrileri “bulaniklik Algimu”
(OD) ve “koloni olusturma” (CFU) yontemleriyle saptanmis olup, E.coli,
P.aeruginosa, S.epidermidis ve B.subtilis icin $Sekil 4.8'de grafiksel olarak
verilmigtir. Cizelge 4.3’de ise grafiksel olarak hesaplanan Ustel Greme hizlar ve
ikilenme sureleri (t4) verilmistir. Bu degerler Esitlik 4.1 ve 4.2 ile hesaplanmigtir.

log Xi-log Xo In Xi-InXo
”: =
log e (t-tp) (t-to) (4.1)

ikilenme siiresi ise;

tg=In2/ p (4.2)

Esitliklerde kullanilan simgeler su sekilde ifade edilebilir;

M: bakteri ureme sabiti

Xi: t zamanindaki hucre sayisi

Xo: to zamanindaki hucre sayisi
tq: ikilenme suresi

t: Ustel Uremenin bagladigi zaman

to: Ustel Uremenin bittigi zaman

Cizelge 4.3. Mikroorganizma ustel Ureme hizlari ve ikilenme sureleri

Mikroorganizma Tir(i U (saat™) ty (saat)
E.coli 1,23 0,56
S.epidermidis 0,13 5,33
P.aeruginosa 0,14 4,95
B.subtilis 0,12 5,77
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Sekil 4.8. Mikroorganizma Ureme egrileri:

a) E.coli b) P.aeruginosa c) S.epidermidis d) B.subtilis

Sekil 4.8'de goéruldigu gibi, calismada kullanilan mikroorganizmalarin Greme
egrileri ilk 4 saatte logaritmik olarak artmigs ve daha sonra Ureme yavaslayip
durgun faza girmislerdir. Calismalarda kultir yasini ihmal edebilmek amaciyla

logaritmik fazi belirleyip kullanmak énemlidir.

4.2.2. Mikroorganizma-yuzey etkilesimi ve biyofilm olugumunun incelenmesi

icin kullanilan yontemler
Yapilan deneysel c¢alismalarda mikroorganizma-ylzey etkilesiminde yuUzeye

yapisan mikroorganizma sayisinin hesaplanmasi i¢in optik yogunluk olgimd,

koloni olusturma birimi, biyoluminesan ile 1sik olusturma birimi ve biyofilm
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olusumunun incelenmesi amaciyla biyoluminesan ile 1sik olusturma yéntemi, SEM

ve konfokal mikroskopi yontemleri kullaniimigtir.

Optik yogunluk UV-spektrofotometrede bakteri icin maksimum adsorbsiyon
goOsterdigi  dalga boyunda gergeklestiriimistir.  Yapilan olgumlerde yuzeye
yapigsmayan mikroorganizma sayisi daha once hazirlanan kalibrasyon grafiginden
(EK1) elde edilmig, daha sonra baglangi¢ konsantrasyonundan farki alinarak yizey

Uzerine yapisan mikroorganizma sayisi hesaplanmistir.

Koloni olusturma birimi, yapigsmayan mikroorganizma suspansiyonundan alinan
ornegin agar plaklarina tek koloni ekme yontemi ile kilture edilmesi ve inkibasyon
sureci sonucunda Ureyen her koloninin bir mikroorganizma olarak
degerlendiriimesiyle saptanmigtir. Daha sonra baglangi¢c konsantrasyonundan
tespit edilen mikroorganizma farki alinarak ylzey Uzerine yapisan mikroorganizma

sayisi hesaplanmistir.

ATP biyoluminesan yontemi hucre igerisindeki ATP molekullerinin I[Usiferin
substrati ile olan kimyasal reaksiyonu sonucunda ortaya c¢ikan 1gik miktarinin
Olcilmesi esasina dayanmaktadir. Her hdcre kendine 6zgu belli bir miktarda
ATP’ye sahiptir. Ortamda bulunan ATP miktarini dlgerek mikroorganizma sayisi

daha 6ncesinde olusturulan kalibrasyon grafiklerinden hesaplanmistir.

Bu U¢ yontem ile kitosan membranlara yapisan mikroorganizma sayisi

karsilastirmali olarak incelenmistir ve sonuglar EK 2’de gosterilmigtir.

Ozellikle mikroorganizmalar tarafindan Uretilen proteinler ortamda c¢ok oldugunda
Isik kirllimlarindan dolayi optik yogunluk olgumleri gok saglikli yapilamamaktadir.
P.aeruginosa ve B.subtilis yogun olarak protein Uretmektedirler ve bu yluzden bu iki
mikroorganizmaya ait optik yogunluk dlgimleri E.coli ve S.epidermidis’e gore daha

tutarsiz olarak elde edilmigtir.

Koloni olusturma biriminde, yapigsma ortamindan alinan érnekler seyreltilerek agar
plaklarina ekilmigtir ve sayilan kolonilere tek bir bakterinin distigu varsayimistir.

Ekilen mikroorganizmalar ¢ok yakin olarak yan yana duserse tek koloni olarak
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ureyebilir ve bu da sonucu yaniltabilir. Yontemde inkibasyon sureci 24 saat

surdugunden dolayi sonu¢ uzun zamanda alinmaktadir.

ATP biyoluminesans yonteminde ise dlgim ¢ok hassas olarak gerceklesmekte ve
cok dusuk konsantrasyondaki mikroorganizmalar belirlenebilmektedir. ATP yuksek
Isilarda bozundugundan dolayi ornekler +4°C’de hazirlanmigtir ve 6lgime kadar
yine +4°C’de bekletilmigtir. Biyoluminesan reaksiyonu 5-15 sn igerisinde
gerceklesmektedir. Bu nedenle ATP miktari 10. sn’de olgulmustir. Hlcre sayis,i
elde edilen sk siddetlerinden hesaplanmistir. Hesaplar daha O6ncesinden

hazirlanan ATP kalibrasyon grafiginden (EK1) yapilmistir.

SEM analizinde malzeme Uzerinde biyofim olusumunun gobzlenmesi
hedeflenmigtir. Biyofilm tabakasi SEM analizlerinde ayrintili olarak goérulebilmekte
ve tabaka kalinligi 6l¢ulebilmektedir. Bu nedenle 15 gunluk Ureme surecinde uygun

besiyeri ortaminda tutulan membranlar kurutularak SEM analizi yapilmistir.

Biyofilmde canli ve cansiz hicre dagiliminin incelenebilmesi ve yaklasik olarak
hicre sayisinin hesaplanabilmesi nedeniyle biyofilm olusumu konfokal mikroskopi
ile incelenmigtir. Ethidiyum bromuUr cansiz hicrelerde hicre membranindan girerek
bakteri DNA ve RNA’sini boyamaktadir. Bu nedenden dolayi film yapisinda cansiz
hicreler kirmizi, canh hucreler ise yesil goérinmektedir. Kitosan membranlar
katyonik ozellikleri nedeniyle kirmizi gorunmektedir. 15 gun dreme igin uygun
besiyeri ortaminda tutulan membranlar ethidium bromur ile boyanarak konfokal

mikroskobide HeNe filtresi ile G¢ boyutlu olarak incelenmisgtir.
4.2.3. Mikrooranizma-yuzey etkilesimi

Mikroorganizmalar, genel olarak, bir yuzeye tutunma egiliminde olurlar. Yuzeye
tutunma miktari, mikroorganizma ve tutunulan yuzeyin 6zelliklerine goére farkhlik
gOstermektedir. Bu bolumde, durgun ortamda yuratilen calismalara ait
mikroorganizma-yuzey etkilesimi ve biyofilm olusumu sonuglari degerlendirilmistir.
Yapisma degerleri ve biyofilm olusumu, zamana kars! birim alana (mm2) yapisan

mikroorganizma sayisi olarak grafige gecirilmis, kullanilan yuzeylerin ve
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mikroorganizma yulzey Ozelliklerinin yapismaya olan etkisi incelenmigtir (Sekil 4.9
ve 4.12).

Hlcre yapismasinin incelendigi tim deneyler i¢in mikroorganizmalar Ustel GUreme
evresinde kullanilmistir ve baslangic konsantrasyonlari yaklasik olarak 1x102
hdcre/ml tutulmustur. Bu sekilde hicre derisimi ve kultlr yagi yapilan ¢alismalarda
ihmal edilebilmistir. Yapisma deneyleri sirasinda mikroorganizma Uuremesini

engellemek igin galismalar PBS ortaminda yurGtulmagtar.
4.2.3.1. Substrat yluizey 6zelliklerine gore mikroorganizma-yuzey etkilesimi

Biyomalzeme yuzeyine mikroorganizmalarin tutunup yapigmasinda yuzeyin
hidrofobisitesi, gézenekliligi, yukt ve purtzltlagu etkili oimaktadir (Speranza et al,
2004).

4.2.3.1.i. Yiizey hidrofobisitesi

Mikroorganizma ile malzeme yulzey etkilesiminde, hidrofobik etkilesimler énem
tasimaktadir. iki ylizey arasi etkilesim, uzaklk ile degismekte ve &nem

kazanmaktadir.

Hucreler yuzeye fiziksel glgcler ile yaklasirlar. Bu yakinlagsma igin, termodinamik
olarak kararl iki pozisyonun bulundugunu belirten DLVO teorisine gore, uzun
mesafede spesifik olmayan zayif kuvvetler-yer ¢ekimi, yuzey gerilimi gibi-hucreleri
yuzeye ceker. Yluzeyle hicre arasindaki mesafe kisaldikga, London-van der Waals
kuvvetleri ve sterik konfiglirasyonlarin etkisiyle hlcreler ylizeyden uzaklasirken,
hidrofobik, kovalent ve iyonik baglanma kuvvetlerinin etkisi sonunda, hucre
yuzeyden 10 nm uzaklikta “ikincil minimum” denilen pozisyona ulasir ve tersinir
adsorpsiyon gergeklesir. Hidrofobik kuvvetler ylizeyden 15 nm kadar uzaklikta etkili
olur ve 8-10 nm arasinda van der Waals kuvvetlerinden 10-100 kez daha
fazladirlar. Cekici hidrofobik etkilegsimler, itme kuvvetlerini yenerek bakterileri
“pbirincil minimum” konumuna getirir. Bakteri yuzeyden 1 nm kadar uzaklikta

oldugunda, kisa mesafedeki kimyasal etkilesimler (iyonik baglar ve hidrojen
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baglarl) meydana gelerek yapisma saglanir. Tutunmadan sonra, fimbriyal yollarla

ya da substrat reseptorleri ile etkilesimler olmaktadir (Bos et al 1999).

Sunulan galismada kullanilan kitosan hidrofilik bir karaktere sahiptir. Tum deneysel
calismalarda, ayni malzeme kullanildigi i¢cin alinan sonuglar malzeme

hidrofobisitesinden bagimsiz olarak degerlendirilmistir.

4.2.3.1.ii. Membran gozenekliligi

Substrat gozenekliligi, mikroorganizmalar igin uygun, korunakh tutunma yuzeyi
olusturmaktadir. Ylzey alani artan malzemede tutunan mikroorganizma sayisi
toplamda artmaktadir, fakat birim alana tutunan mikroorganizma sayisina
bakildiginda durum farkhdir. Yizeye yakin olan gézeneklerde, yeterli oksijen girdisi
ve atik cikisi gercekleseceginden dolayi tutunma orani yuksek, fakat i¢ taraflarda
bulunan gbdzeneklerde yetersiz oksijen girdisi ve atik ¢ikigi gerceklestiginden
tutunma orani dustk olmaktadir. Bu nedenden dolayi, tim malzemeye
bakildiginda, birim alana tutunan mikroorganizma sayisi artisi, malzemenin gaz
gecirgenligi, gbzenek orani ve gozeneklerin boyutlarina gore degigsmektedir
(Madihally ve Matthew 1999).

4.2.3.1.iii. Yuzey puriziulugu

Paruzll olan yuzeylerde mikroorganizma yapisma orani duz yuzeylere gore daha
yogundur (Lewandowski et al, 2001). Sunulan calismada yuzeyler, SEM ile
incelenmistir ve gozenekli olmayan kitosan membranlarin gozenekli olarak
hazirlanan membranlara nazaran daha purtuzsuz oldugu goézlenmistir. Calismada
purazltligu birbirinden farkli 3 tip membran kullaniimigtir. Purtzltlak, silika
partikulleri ile elde edilmis ve c¢alismada iki farkli boyuta sahip silika partiklli
kullanilmisgtir.  Alinan sonuglarda purazltluk artigi ile yapisma yuzdesinin
mikroorganizma c¢esidinden bagimsiz olarak arttigi géralmustur. Yuzey puruzIGlugu
arttikca mikroorganizmanin tutunma alani artmaktadir (Madihally ve Matthew
1999).
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4.2.3.2. Mikroorganizma yiizey ozelliklerine géore mikroorganizma-yuzey

etkilesimi

Mikroorganizmalarin bir ylizey Uzerine tutunup yapismasini etkileyen en 6nemli
faktorlerden biri hucrelerin ylzey O6zellikleridir. Bu ylzey Ozellikleri arasinda,
oncelikle olarak, yuzey hidrofobisitesi ve yuzey yuk dagilimi sayilabilir. Genel
olarak, tum canli hucreler, negatif yuzey yukune sahiptirler. Bunun yanisira
yapisma potansiyeline etkide bulunan vyuzey hidrofobisiteleri degiskenlik
gOstermektedir. Mikroorganizma ile ytzeyler arasi hidrofobik etkilesimler yapisma
sirasinda hucrelerin ylUzeye yaklagmasi acgisindan onemli rol oynamaktadirlar
(Speranza et al, 2004). Mikroorganizma yuzey hidrofobisitesi tayini igin “degme
acgisi  Olgimu” etkin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu c¢alismalarda,
mikroorganizma ve bu organizmalarin olusturduklari biyofilmlerdeki hidrofobisite
‘degme acisi Olgumu” ile incelenmektedir ve calismada etkisini gorebilmek

amaciyla bu degerler ilgili literaturlerden alinmistir.

Bakteri hlcre yuzeylerinin degme agisi 6lgimu membran filtre Gzerinde olusan
hicre tabakasi, agar plaklari Gzerinde Ureyen koloniler veya biyofilm Gzerinden
yapilir. Degme agcisi, damlacigin yuksekligi ve taban genigligi dlgulerek hesaplanir
(Dickinson et al 2003).

Mikroorganizmalarin ylzey Ozelliklerinden hidrofobisite daha 6nceki boélimde de
aciklandigi gibi, hucreleri birincil minimuma yakinlastirip yapismayi buyuk olgude
etkilemektedir. Caligsilan mikroorganizmalar icin yuzey gerilimleri, su, yag ve 1 N’lik
NaCl’li su ile dlgulmektedir. (Dickinson et al 2003). Literatir taramalari sonucunda
saptanan degme acilari (6y) ve “Equation of State” yaklasimi ile hesaplanan ylzey

gerilimleri (ysv) Gizelge 4.4.’de verilmistir.

Sunulan ¢alismada, farkli ylzey hidrofobisitesine sahip mikroorganizmalar (Cizelge

4.4) kullanilmigtir.

59



Cizelge 4.4. Calismada kullanilan mikroorganizmalara ait su degme acilari (6w) ve
yuzey gerilimi (ysv) degerleri (Bruinsma et al, 2001, Ahimou et al, 2000, Karakegilli,
1995).

Mikroorganizma tiirii 0. (derece) vsv (erg/cm?)
E.coli 12,00 71,40
S.epidermidis 18,50 69,10
P.aeruginosa 129,00 80,00
B.subtfilis 48,50 70,00

4.2.3.3. Mikroorganizma yapigsma kinetigi sonuglari

Calisma sirasinda 24 saat suresince yapisma davranigi zamana bagiml olarak
incelenmigtir. Birim alana zamana bagli yapisan bakteri sayisi Ek 2’de verilmigtir.
Her bir ylzey icin 4 bakteri susunun yapisma kinetigini gosteren grafikler
hazirlanmis ve Sekil 4.9'da sirasiyla saf gapraz bagsiz kitosan, ECH ile ¢apraz
baglh kitosan, 15-40 um silika katkili makrog6zenekli capraz bagsiz kitosan, 15-40
pum silika katkili makrogdzenekli ECH ile ¢apraz bagl kitosan, 80 -120 um silika
katkil  makrogbzenekli c¢apraz bagsiz kitosan, 80-120 pm silika katkili
makrogozenekli ECH ile ¢apraz bagh kitosan yuzeyler igin verilmigtir. Grafiklerde
yer alan degerler U¢ Olgume ait degerlerin ortalamasidir. Bu degerler
incelendiginde, tum yuzeyler ve mikroorganizmalarda yapigsmanin ilk 7 saat

icerisinde denge degerine ulastigi gorulmektedir.
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Sekil 4.9. % olarak mikroorganizma yapisma kinetigi

a) Gozeneksiz kitosan membrana mikroorganizma yapigsmasi (Membran No:1)
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b) Gbzeneksiz ve ECH capraz bagli kitosan membrana mikroorganizma yapismasi
(Membran No:2)

c) 15-40 ym gozenekli ve ECH g¢apraz bagll kitosan membrana mikroorganizma
yapismasi (Membran No:4)

d) 15-40 um goézenekli kitosan membrana mikroorganizma yapismasi (Membran
No:3)

e) 80-120 ym gozenekli kitosan membrana mikroorganizma yapismasi (Membran
No:6)

f) 80-120 ym gozenekli ve ECH c¢apraz bagl kitosan membrana mikroorganizma
yapismasi (Membran No:5)

Sekil 4.9'da goéruldigu gibi, kitosan membranlara 24 saatlik yapisma degerleri,
bakteri tirli ve membran ¢esidine gore farklilik gdstermektedir. Kitosan membran
gozenekliliginin bakteriyal yapismayi arttirdigi, ¢capraz baglanmanin ise etkisiz
oldugu go6zlemlenmistir. Bakteri tdrlerinden P.aeruginosa ve B.subtilis,
S.epidermidis ve E.col’'ye gobre, membran c¢esitinden bagimsiz, daha fazla
yapisma gostermistir. 24 saatin sonunda, 80-120 um gbzenekli memranlara

P.aeruginosa yaklasik %65 orani ile en yuksek miktarda yapisma gdstermigtir.

4,00E+01

3,50E+01 +

3,00E+01 +

2,50E+01 " -
—e— Go6zeneksiz CBsiz
Membran No:1
2,00E+01 .. .
—a— Go6zeneksiz ECH CB
Membran No:2
1,50E+01

Yapisan % MO

5,00E+00 -

1,00E+01 fy

0,00E+00 = T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

t (saat)

Sekil 4.10. Capraz baglamanin mikroorganizma yapisma kinetigine etkisi
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Capraz baglanmanin, mikroorganizma yapisma miktarina anlamh bir etkide
bulunmadigi Sekil 4.10°da gorulmektedir. Sekildeki karsilagtirma, kullanilan tim 4

farkh bakteri kultarinin ortalamasi alinarak yapiimistir.

6,00E+01

5,00E+01

4,00E+01

3,00E+01

Membran No:1
—=— 15-40 ym gozenekli CBsiz

—e— Gozeneksiz CBsiz

Yapisan % MO

2,00E+01 -

1,00E+01

Membran No:3

80-120 pm gozenekli CBsiz
Membran No:5

0,00E+00 r*
0

15
t (saat)

20

25 30

Sekil 4.11. Gozenekliligin mikroorganizma yapisma kinetigine etkisi

Gozenekliligin, bakteriyal yapisma Uzerindeki etkisi Sekil 4.11’de goriimektedir.

Gozeneklilik arttikga, bakteri yapismasinda artis gézlenmistir. Bu artisin sebebi

olarak tutunma yuzeyinin ve difizyonun artigi verilebilir. Gozeneksiz membranlarda

yapisma en dusuk duzeyde kalmistir. Sekildeki karsilastirma, kullanilan tim 4

farkh bakteri kiltarinin ortalamasi alinarak yapilimistir.
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Sekil 4.12.Gozeneksiz kitosan membran Uzerinde, ylzey gerilimin mikroorganizma

yapisma degerlerine etkisi

Mikroorganizma % yapisma degerleri, sahip olduklari ylzey gerilimlerine gore
g6zeneksiz kitosan membran Uzerinde karsilastiriimistir (Sekil 4.12). Grafikte de

goruldugu gibi, yuzey gerilimlerinin artisi ile yapisma miktari de artmigtir.
4.2.4. Biyofilm olugsumu

Mikroorganizmalar, bir ylzeye tutunduktan sonra Ureyip biyofilm olusurabilirler.
Biyofilm olusumu, yuzey ozellikleri ve mikroorganizmanin ¢esidine goére farklilik
gOstermektedir. Bu bodlimde, durgun ortamda vydratialen calismalara ait
mikroorganizma-yuzey etkilesimi ve biyofilm olusumu sonuglari degerlendirilmigtir.
15 gun suresince besiyeri ortaminda Uremeye birakilan mikroorganizmalarin
kitosan membranlar izerindeki yapisma degerleri zamana kars! birim alan (mm?)
yapisan mikroorganizma sayisi olarak tablo haline gosterilmis ve biyofilm olusumu,

SEM analizi ve konfokal mikroskopi ile gorsel olarak incelenmistir.
Biyofilm ousumu incelendigi tum deneyler igcin mikroorganizmalar ustel Ureme

evresinde kullaniimistir ve baslangigc konsantrasyonlari yaklasik olarak 1x10®

hidcre/ml tutulmustur. Bu sekilde hiicre derisimi ve kultlr yasi, yapilan ¢calismalarda
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ihmal edilebilmistir. Biyofilm olusumu icin tasarlanan deneyler besiyeri ortaminda

yurattlmastar.

4.2.3.1. Substrat ylizey 6zelliklerine gore biyofilm olugsumu

Biyomalzeme ylzeyinde biyofilm olusumunda malzeme cesidi, yuzey gozenekliligi

ve puruzlulugu etkili olmaktadir.

4.2.3.1.i. Malzeme ¢esidi

Biyofilm olugsumunda mikroorganizmalarin yapistigi malzeme c¢esidi, etkin rol
oynamaktadir. Biyouyumlu malzemeler, genellikle bakterilerin dncelikle tutunmasi
ve ayni zamanda da Uremesi icin elverigli 6zelliklere sahiptirler. Ozellikle
malzemenin sahip oldugu yuk, yUk yogunlugu, sertlik gibi konular, elverigliligi
belirler. Genellikle memeli hucreleri ile ayni 6zellikler, bakteri yapisma ve Uremesini
etkilese de bazi 6zelliklerde farklilik gostermektedir. Malzemeye tutunma, malzeme
Uzerinde Ureme olabilecedini gdsterebildigi gibi uzun vadede malzeme, hicreler

icin uygun bir ortam olmak zorunda degildir.

Biyofilm olusumu c¢ok karmasik bir proses olmaktadir. Biyofilm olusumunda
molekuler, membran faktorleri ve malzeme dahil olmak Gzere birgok faktor etkilidir.
Biyomalzeme olarak kullanilan kitosan, katyonik ozelliktedir. Katyonik 6zellik
nedeniyle, bakteri membran ve DNA replikasyonu olumsuz etkilenmekte, ve
kitosan bakterinin yasamsal dongusu Uzerinde baskilayici etkide bulundugu

gOralmustar.

4.2.3.1.ii. Yiizey gdzenekliligi

Ylzeyin gozenekliligi mikroorganizma Uremesi i¢in  korunakh bir ortam

olusturmanin yani sira, ireme igin yuzey alanini da arttirmaktadir.
Genel olarak dogada bulunan heterojen biyofiimlerde, malzemenin daha i¢

taraflarinda, anaerob mikroorganizmalar bulunurken dis kisimlarda aerob

mikroorganizmalar bulunmaktadir. Diger taraftan, biyofiimde gozenek icerisindeki
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bakterilerde canlilik orani dis kisimda bulunanlara gore daha dusuk olmaktadir.
Gozeneklilik ve gozenek buyuklugu arttikca gaz ve sivi gegirgenligi artacagindan

dolayl mikroorganizma sayisi artmaktadir.

Yapilan deneysel calismada go6zenekliligi birbirinden farkh ¢ tip membran
kullaniimigtir:  Gozeneksiz, 15-40 pm silika partikilleri ve 80-120 pm silika
partikulleri kullanilarak olusturulan makrog6zenekli membranlar. 80-120 pm
g6zenekli membranlarda yapisan mikroorganizma sayisi ve 15 gunluk Ureme
streci sonunda mikroorganizma sayisinin en yuksek oldugu, gobzeneksiz

membranlarda ise en dusuk oldugu gorilmustir (Sekil 4.13).

4.2.3.1.iii. Yiizey piiriizliligii

Yuzey purtzluligl, mikroorganizma tutunmasini arttirmanin yani sira, tutunmay!
daha siki hale getirmektedir ve bu nedenle biyofilm olusumuna olumlu etkide

bulunmaktadir.

Calismada kullanilan membranlar purazlalugu birbirinden farkli 3 tipte Uretilmistir.
Go6zeneksiz membranlar SEM analizlerinde de goruldugu gibi purtzsuzdar. 15-40
Mm silika partikllleri ve 80-120 um silika partikdlleri kullanilarak olusturulan
makrogozenekli membranlar ise purizltdur. Yapilan biyofilm analizlerinde purazla
yuzeylerde, mikroorganizma c¢esidinden bagimsiz olarak, mikroorganizma

uremesinin arttigi gézlemlenmistir (Sekil 4.13).

4.2.3.2. Mikroorganizma o6zelliklerine gore biyofilm olugsumu

Her mikroorganizma tird, farkli oranda biyofilm olusturma kapasitesine sahiptir. Bu
oran, mikroorganizmanin genetik yapisina, yuzeyindeki organellerin ve salgiladigi

hdcre digi polisakkarit oranina gore degismektedir.
Calismada kullanilan mikroorganizmalar farkl tlrlerde olup farkli miktarda Greme

oranlari oldugu gorulmustar (Sekil 4.13). Farkl dreme hizlari mikroorganizmanin

yasam alanini da belirlemektedir.
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P.aeruginosa ve B.subtilis, E.coli ve S.epidermidis’e gore daha fazla Greme
oranina sahip oldugu gorulmuastir. Bu mikroorganizmalarin patojenitesi ile de

aclklanabilmektedir.

P.aeruginosa ¢ok onemli bir insan patojenidir ve olusturdugu enfeksiyonlar
antibiyotikten ¢ok az  etkilenmektedir. Bunun nedeni P.aeruginosa
enfeksiyonlarinda biyofilm olusumudur. Biyomalzeme enfeksiyonlarin bir gogunda
P.aeruginosa etkisi gorulmustir. Biyomalzeme enfeksiyonlarinda bu kadar énemili
rol oynayan P.aeruginosa biyofilmleri yapilan ¢alismada goérilmemistir. Yapilan
deneysel calismalarda yodun olarak ureyen bakterilerin biyofilm olusturmadiklari

SEM analizi ile gozlemlenmistir.

B.subtilis  bitki patojeni olarak tanimlanmasinin yanisira biyomalzeme
enfeksiyonlarinda da goérilmektedir. Yogun biyofilm Ureterek Ureyen B.subtilis’in
ureme miktari da yuksektir. Yapilan ATP biyoluminesan oOlgumlerinde yogun bir
ureme gosteren B.subtilis, SEM analizlerinde Ureyen mikroorganizmalarin biyofilm

olusturmadigi goérulmustar.

S.epidermidis epidermis saprofiti olup biyomalzeme enfeksiyonlarinda sik
bulunmaktadir. Bunun nedeni, genelde cerrahi girisim sirasinda S.epidermidisin bir
sekilde malzemeye bulagsmasidir. B.subtilis ve P.aeruginosa kadar patojen
olmamasina da bagli olarak Uremesi daha az miktari goralmastar. Ayni sekilde

SEM analizlerinde biyofilm olusumu gozlemlenmemigtir.

Calismada E.coli’nin patojen olmayan bir susu kullaniimigtir. Genel olarak daha
cok duriner ve bosaltim sistemi biyomalzeme enfeksiyonlarinda E.coli izole
edilmistir. Bakteri yapisma degerlerinde de en dusuk degerlere sahip olan E.coli
en dusuk degerlerde Ureme gostermis, SEM ve konfokal mikroskopi analizlerinde

biyofilm olusumu gostermemistir.
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Sekil 4.13. 15 gunluk Greme kinetikleri
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a) Gozeneksiz kitosan Uzerindeki bakteri tiremesi (Membran No:1)

b) Gozeneksiz ve ECH capraz bagh kitosan Uzerindeki bakteri Uremesi
(Membran No:2)

c) 15-40 um gozenekli ve ECH c¢apraz bagl kitosan tzerindeki bakteri iremesi
(Membran No:4)

d) 15-40 um gozenekli kitosan Uzerindeki bakteri Gremesi (Membran No:3)

e) 80-120 ym gozenekli ve ECH capraz bagh kitosan Uzerindeki bakteri
uremesi (Membran No:6)

f) 80-120 pym gobzenekli kitosan Gzerindeki bakteri Gremesi (Membran No:5)

Zengin besiyeri ve uygun sicaklikta 15 gun suresince Uremeye birakilan
bakterilerde membran Uzerindeki biyofilm olusumunun incelenmesi hedeflenmigtir.
ATP biyoluminesans ile malzeme Uzerinde bulunan hicre sayisi tespit edilmistir.
Sekil 4.13'de goruldagu gibi malzeme Uzerinde hicre Uremesi gergeklesmistir.
B.subtilis ve P.aeruginosa her c¢esit membranda en yuksek sayida Ureme
gostermigtir. 80-120 um go6zenekli kitosan membranlarda Uremenin en fazla
oldugu, gbzeneksiz membranlarda ise en dusik oldugu goéridlmustir. Hucre

uremesine ¢apraz baglayicinin etkisi olmadigi gorulmustur.

0y gl P ST R T
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Sekil 4.14. Konfokal mikroskopi

a) Gozeneksiz kitosan membran Uzerinde Ureyen E.coli (x40) (Membran No:1)

b) Godzeneksiz kitosan membran Uzerinde Ureyen E.coli. Yesil tabaka E.coli,
kirmizi tabaka gbézeneksiz kitosan (x40) (Membran No:1)

c) 15-40 um gdzenekli kitosan membran Utzerinde Ureyen E.coli (x40)
(Membran No:3)

d) 15-40 um gdzenekli kitosan membran igerisinde Ureyen E.coli (x40)
(Membran No:3)

e) 15-40 um gbézenekli kitosan membran icerisinde treyen E.coli (Membran
No:3)

Konfokal mikroskopi analizinde 6rnek olarak secilen E.coli bakterisinde gézeneksiz
ve gbzenekli membran ylzeyinde Ureme oldugu goériimustir (Sekil 4.14). Canl
bakteri hucreleri yesil goérinmekte, malzeme ve 0Ol hicreler ise kirmizi
gorunmektedir. Burada sekilleri yer almayan SEM analizinde de membran Uzerinde
biyofilm olusumu gdzlemlenmemis, konfokal mikroskopi analizinde de ureme

gorulmus, fakat biyofilm yapisi gézlenmemistir.

4.2.5. Mikroorganizma yapigmasi ve biyofilm olusumunun istatistiksel

degerlendirilmesi

Kitosan membranlarda, mikroorganizma yapisma ve 15 gunluk Ureme sonuglari
ANOVA istatistiksel yontem ve Bonferroni duzeltmesi (adjustment) kullanilarak
yapilmistir  (http://www.physics.csbsju.edu/). Sonuglar Cizelge 4.5'de ifade

edilmistir. ANOVA’da a degerini belirlemek amaciyla Bonferroni yodntemi
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kullaniimigtir. Genel olarak ANOVA yonteminde a=0.05 olarak secilmektedir, fakat
kargilagtirma yontemini daha hassas olarak uygulamak icin, a grup sayisina gore
belirlenmektedir. Yapilan deneysel gcalismada 3’er grup karsilastiriimistir. Buna

gore “null hipotezi” igin a 0.015, p ise 0.15 olarak alinmistir.

Cizelge 4.5. istatistiksel sonuglar

Bakteri tiir(iniin yapisma iizerine etkisi 1.297 0.027

Kullanilan analiz yonteminin birbirinden anlamli 3.476 0.032
farklihgi

Cizelge 4.5'de goruldugu gibi, bakteri tirinun yapigma uzerine etkisi oldugu kabul
edilmistir (p=0.027). Buna gore, calismada kullanilan farkli tlrdeki bakterilerin,
farkh oranlarda yapisma gosterdikleri kanitlanmistir. Ayni zamanda, kullanilan
Olcim ydéntemlerinin, anlamli olarak birbirinden farkli sonug verip/vermedigi analiz
edilmis ve yontemlerden en az bir tanesinin, anlamli olarak farkli sonuglar verdigi
kabul edilmigtir (p=0.032). Buna gore, ATP biyoluminesans yodntemi ile daha

hassas ve dogru élgum yapildigi kanitlanmistir.

Yapilan deneysel calismalarda dogal polimer, kitosandan Uretilmis membranlarin
biyomalzeme olarak uygunlugunun bakteriyal yapisma ve biyofilm olusumu
bakimindan incelenmesi hedeflenmigtir. Bolum 2.4’de de belirtildigi gibi, kitosanin
antibakteriyal etkisi oldugu bilinmektedir. Yapilan literatir taramasinda, membran
formunda kitosanin antibakteriyal 6zelliginin calisiimadigi gortlmastir ve sunulan
tez calismasinda biyomalzeme olarak uygunlugu test edilen kitosan membranlarda
bakteriyal yapisma ve biyofilm olusumu incelenmistir. Tez c¢alismasinda,
bakterilerin kitosan membranlara yapisma gosterdigi gorulmus, yapisma miktari
OD, CFU ve ATP biyoluminesan ile olgcilmis ve istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Kitosan membranlarda gerceklestirilen 15 gunluk Ureme
sonucunda ATP biyoluminesan ile bakteri GUremesinin gerceklestigi goulmus fakat
SEM ve konfokal mikroskopi incelemelerinde biyofilm olusumunun gerceklesmedigi
gorulmustur. Kitosan, katyonik 0Ozelligi nedeniyle bakteriyal DNA ve RNA'ya

baglanmaktadir. Biyofilm olusumunun inhibisyonunu, film olusumunun karmasik ve
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tam aciklanamamis olan molekuler mekanizmasinin etkilemis olabilecegi

dusundlmustar.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez calismasinda, kitosan-bazli membranlar hazirlanmis ve karakterize
edilmislerdir. Bu membranlar ile bakteri yapisma kinetigi ve biyofilm olusumu c¢esitli
analiz yontemleri ile incelenmistir. Calisma boyunca elde edilen sonuglar asagida

Ozetlenmisgtir.

e Kitinin deasetillenmis turevi olan kitosanin % 71’lik asetik asit igerisindeki
¢cOzeltisinden, ¢dzucu buharlastirma yontemi ile gozeneksiz kitosan membranlar

hazirlanmistir.

e Makrogozenekli membran eldesi i¢cin kitosan ¢ozeltisine gbzenek olusturucu
ajan olarak silika partikulleri 16:1 oraninda (silika partikulleri/kitosan) eklenmistir.
NaOH muamelesi ile silika partikllleri yapidan uzaklastirildiginda makrogézenekli

membranlar elde edilmistir.

e Hazirlanan membranlar asidik ¢ozeltilerdeki dayanimini arttirmak amaciyla
capraz baglanmiglardir. Capraz baglayici ajan olarak, -OH gruplari Gzerinden
baglanmayi saglayan ve pek ¢ok biyomateryal igin givenle kullanilan epiklorohidrin
secilmistir. Epiklorohidrin ile gapraz baglamada reaksiyon, bazik ortamda 1 x 102

M epiklorohidrin ¢ozeltisinde gergeklestirilmigtir.

e Kitosan bakteriyal bir enzim olan kitosanaz ile degrade edilebilmektedir.
Calismada kullanilan P.aeruginosa ve B.subtilis kitosanaz enzimi Ureten bakteri
turleridir. Deneysel galismalarda kitosanin degradasyonunu incelemek amaciyla
Streptomyces griseus’tan elde edilmis kitosanaz kullaniimistir. Degradasyon
sonucunda c¢apraz bagsiz kitosan membranlarin ECH ile gapraz bagh kitosan

membranlardan daha fazla degrade edildigi gorulmustar.

e Kitosan malzemenin, biyomalzeme olarak kullanilabilirligini incelemek
amaclyla, malzemeye bakteri yapismasi ve malzeme Uzerinde biyofilm olusumu
incelenmistir. Calismada kullanilan bakteriler su sekildedir; B.subtilis, E.coli,

S.epidermidis ve P.aeruginosa.
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e Mikroorganizmalar, kendi 6zellikleri ve etkilestikleri malzeme ylzey 6zeliklerine
bagli olarak, malzeme yuzeyine farkli miktarlarda yapisirlar. Sunulan c¢alismada,
kullanilan malzeme 6zelligi ve mikroorganizma cgesitlerinin yapismaya ve biyofilm

olusumuna olan etkisi incelenmigtir.

e Deneysel sonuglar ile, kitosan membranlar Gzerinde mikrobiyal yapismanin
gerceklestigi gOzlemlenmistir. Bakteriyal yapismanin makrogozenekli
membranlarda, gbzeneksiz membranlardan daha fazla oldugu gorulmus, ¢apraz

baglayici varliginin ise yapisma degerlerini etkilemedigi sonucuna variimigtir.

e Mikrobiyal yapismada, mikroorganizma turtine bagh olarak farkl degerler elde
edilmigtir. Mikrobiyal yapigsma miktari agisindan bakterilerin su sekilde siralandigi
gorulmustar: P.aeruginosa > B.subtilis > S.epidermidis > E.coli. Deneysel
¢alismalar, durgun ve PBS ortaminda, 37°C’de yurutulmustar. Bakteri tlrlerinin
baslangic konsantrasyonlari ayni tutulup, yaklasik olarak 10® hiicre/ml olarak
ayarlanmigtir. Hucreler, Ustel Ureme fazinda kullaniimistir. Esit olarak tutulan
sartlarda, P.aeruginosa her tip membranda da en fazla yapisma degerini
gOstermigtir. Yapisma orani % 50 civarina ulasmistir. B.subtilis ikinci ¢gok yapisma
gOsteren bakteri olmustur. En az yapisma E.col’de gbzlemlenmistir ve yapisma
dederi % 20 civarinda olmustur. Yapisma degerleri malzeme ¢esidi ayni
oldugundan dolay hidrofobisiteleri ile iliskilendirilememistir fakat literatlirden bilinen

patojeniteleri ile yorumlanabilmigtir.

e Mikroorganizma yapismasi, 3 farkli Olgim yontemi ile incelenmistir. Bu
yontemler koloni olugturma birimi (CFU), optik yogunluk (OD) ve ATP
biyoluminesans yontemidir. Koloni olusturma birimi ve optik yogunluk olgimleri
klasik yontemler olup, ATP biyoliuminesas yonteminde daha kesin olgum
yapilabilmektedir. Hucre igerisindeki ATP miktarinin 1gimasinin  olguldugu
yontemde, hucrelere 6zgu ATP miktarina bagh olarak, hicre sayimi yapilmistir. Bu

yontemle her hicrenin kesin olarak olguldugu varsayilabilmektedir.
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e Mikroorganizmalarin, kitosan membranlar Uzerinde biyofilm olugun potansiyeli
incelenmigtir. Bunun ic¢in hdcreler 15 gun boyunca durgun, calkalamali ortamda
uygun besiyeri ve sicaklikta dretilmigtir. Malzeme Uzerindeki hicre sayimi ATP
biyoliminesans olgimu ile, biyofilm olusumu ise SEM ve CLSM ile incelenmisgtir.
Yapilan incelemeler sonucu malzeme Uzerinde bakteri uremesi gorulmus, fakat
SEM ve konfokal mikroskopi gorunttlemelerinde biyofilm olusumu gézlenmemistir.
Kitosan membran Gzerindeki Uremede P.aeruginosa ve B.subtilis kendi aralarinda
anlamh olarak farkhlik géstermezken, tUremenin E.coli ve S.epidermidis’den daha

fazla gorulmusgtur.

Biyomalzeme kullaniminda, en ciddi enfeksiyonlara neden olan biyofilm olusumu,
yapilan calismalarda gézlemlenmemigtir. Biyofilm olusumu ile sonuglanmayan
bakteriyal Uremenin daha kolay kontrol altina alinabilecegi dugunuldugunde
uretilen kitosan membranlarin biyomalzeme olarak kullanimda antibakteriyal
etkileri nedeniyle avantajli olabilecegi sonucuna varimistir. Capraz bagh
membranlar, kitosanaz degradasyonuna karsi korunaklidir. Makrogozenekli
membranlarin da, dreme alaninin ve purazluligun artigi nedeniyle ¢carpaz bagsiz

ve gbzeneksiz membranlara gore bakteriler icin daha avantajli oldugu sdylenebilir.
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EKLER

EK 1

KALIBRASYON GRAFIKLERI

ATP Biyoluminesans Kalibrasyonu

Polimerik ylUzey-mikroorganizma etkilesimi ve biyofilm olusumunun incelenmesi

amaciyla hazirlanmis kalibrasyon grafikleri, dogru denklemleri ile birlikte asagida

verilmigtir.

ATP kalibrasyonu
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E.coli
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Optik Yogunluk icin Kalibrasyon Grafikleri
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B.subtilis

Absorbans (600 nm)
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EK 2

Kitosan membranlarda 3 farkli yontem ile saptanan mikroorganizma yapisma
kinetiginin karsilagtirmasi.

a) Sayisal yapisma degerleri b) Ylzde yapisma degerleri cinsinden karsilastirma.

Bakteri Zaman(saat oD CFU ATP
Capraz bagsiz,
go6zeneksiz
kitosan
E.coli 1 4.13E+06 5.50E+07 1.08E+07
7 5.88E+07 7.43E+07 3.30E+07
24 5.99E+07 7.97E+07 4 44E+07
S.epidermidis 1 9.00E+05 2.67E+06 6.86E+06
7 3.99E+07 4.93E+07 3.35E+07
24 5.07E+07 5.73E+07 4.65E+07
B.subtilis 1 5.86E+07 2.40E+07 2.32E+07
9.59E+07 8.27E+07 8.25E+07
24 1.04E+08 1.09E+08 9.03E+07
P.aeruginosa 1 1.24E+07 2.33E+06 1.16E+07
7 5.20E+07 5.43E+07 4.64E+07
24 6.44E+07 5.97E+07 5.57E+07
ECH capraz bagl,
gozeneksiz
kitosan
E.coli 1 1.12E+07 1.97E+07 6.37E+06
3.63E+07 4.87E+07 3.13E+07
24 4.37E+07 5.50E+07 4.03E+07
S.epidermidis 1 3.21E+06 4.00E+06 8.19E+06
4 .54E+07 4.77E+07 3.69E+07
24 5.37E+07 5.53E+07 4.23E+07
B.subtilis 1 2.69E+07 1.97E+07 2.80E+07
8.13E+07 6.80E+07 6.58E+07
24 9.09E+07 7.07E+07 9.19E+07
P.aeruginosa 1 4.22E+06 8.33E+06 1.43E+07
4.31E+07 4.83E+07 5.11E+07
24 4.64E+07 5.17E+07 5.60E+07
15-40 pm
gozenekli gapraz
bagsiz kitosan

E.coli 1 1.63E+07 2.23E+07 8.14E+06
5.08E+07 4.70E+07 6.24E+07
24 5.99E+07 5.77E+07 6.94E+07
S.epidermidis 1 7.05E+06 5.10E+07 1.40E+07
5.61E+07 6.83E+07 5.64E+07
24 7.01E+07 7.67E+07 6.84E+07
B.subtilis 1 1.46E+07 1.33E+07 3.44E+07
5.39E+07 6.97E+07 1.09E+08
24 7.73E+07 9.70E+07 1.17E+08
P.aeruginosa 1 1.39E+07 4.57E+07 4.13E+05

6.19E+07 7.10E+07 2.43E+06
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15-40 pm
gozenekli ECH
capraz bagh
kitosan
E.coli

S.epidermidis

B.subtilis

P.aeruginosa

80-120 pm
gozenekli capraz
bagsiz kitosan
E.coli

S.epidermidis

B.subtilis

P.aeruginosa

80-120 pym
go6zenekli ECH
capraz bagh
kitosan
E.coli

S.epidermidis

B.subtilis

P.aeruginosa

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

6.68E+07

6.11E+06
4.19E+07
4.99E+07
3.04E+07
5.99E+07
7.17E+07
3.86E+07
1.09E+08
1.33E+08
1.08E+07
5.74E+07
7.88E+07

0.00E+00
6.22E+06
5.78E+07
3.21E+06
6.73E+07
7.40E+07
2.36E+07
9.69E+07
1.32E+08
1.04E+07
5.73E+07
7.93E+07

1.78E+06
2.44E+07
5.53E+07
2.39E+07
6.77E+07
7.29E+07
7.58E+06
9.23E+07
1.49E+08
1.27E+07
4.73E+07
7.71E+07

8.20E+07

7.33E+06
4.53E+07
5.00E+07
4.70E+07
6.87E+07
7.53E+07
2.40E+07
7.23E+07
9.67E+07
1.57E+07
5.50E+07
6.27E+07

2.73E+07
6.30E+07
6.87E+07
2.40E+07
7.07E+07
7.30E+07
7.50E+07
1.22E+08
1.30E+08
2.03E+07
6.70E+07
7.53E+07

2.17E+07
5.90E+07
6.23E+07
2.10E+07
5.00E+07
5.77E+07
7.53E+07
1.17E+08
1.24E+08
1.77E+07
6.50E+07
6.83E+07

1.31E+06

9.88E+06
5.86E+07
6.61E+07
1.41E+07
5.51E+07
6.71E+07
2.60E+07
9.69E+07
1.13E+08
9.39E+06
6.20E+07
7.19E+07

9.88E+06
5.62E+07
7.86E+07
1.82E+07
4.95E+07
7.14E+07
1.50E+07
7.88E+07
1.27E+08
7.77E+06
6.27E+07
7.99E+07

1.30E+07
6.43E+07
7.84E+07
8.46E+06
5.33E+07
7.37E+07
3.82E+07
9.85E+07
1.26E+08
1.30E+07
5.33E+07
7.94E+07

(a)
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Bakteri Zaman(saat
Gozeneksiz, gcapraz
bagsiz kitosan

E.coli 1

S.epidermidis 1

B.subtilis 1

P.aeruginosa 1

ECH capraz bagl,
gozeneksiz kitosan

E.coli 1

S.epidermidis 1

B.subtilis 1

P.aeruginosa 1

15-40 ym gozenekli
capraz bagsiz
kitosan

E.coli 1

S.epidermidis 1

B.subtilis 1

P.aeruginosa 1

15-40 ym gozenekli
ECH capraz bagh
kitosan

OD %

2.70
38.43
39.16

0.64
28.20
35.79
24.96
40.86
44.41
10.28
42.98
53.26

7.32
23.70
28.58

2.26
32.04
37.91
11.47
34.61
38.73

3.50
35.73
38.49

13.07
40.62
47.91
4.98
39.50
49.37
6.21
22.97
32.91
11.48
51.15
55.19

CFU %

35.95
48.58
52.07
1.88
34.74
40.38
11.21
38.63
51.09
1.63
38.00
41.72

15.73
38.93
44.00
3.31
39.50
45.86
9.19
31.78
33.02
6.89
39.94
42.70

17.87
37.60
46.13
35.92
48.12
53.99
6.23
32.55
45.33
37.74
58.68
67.77

ATP %

7.08
21.54
29.04
4.83
23.60
32.76
10.82
38.55
42.22
9.57
38.33
46.02

4.16
20.43
26.33

5.77
26.02
29.80
13.07
30.74
42.93
11.85
42.25
46.27

5.32
40.76
45.33

9.84
39.70
48.17
16.05
50.73
54.81

8.24
556.12
62.90
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E.coli 1 4.89 5.87 6.46
7 33.51 36.27 38.30
24 39.91 40.00 43.23
S.epidermidis 1 21.46 33.10 9.94
7 42.29 48.36 38.80
24 50.66 53.05 47.26
B.subtilis 1 16.44 11.21 12.14
7 46.25 33.80 45.28
24 56.76 4517 52.91
P.aeruginosa 1 8.91 12.95 7.76
7 47.47 45.45 51.24
24 65.11 51.79 59.40
80-120 pm
go6zenekli capraz
bagsiz kitosan
E.coli 1 0.00 22.65 6.46
7 5.16 52.21 36.72
24 47.51 56.91 51.38
S.epidermidis 1 5.52 19.89 12.82
7 47.50 58.56 34.83
24 52.28 60.50 50.30
B.subtilis 1 9.48 35.05 7.01
7 41.29 57.01 36.84
24 56.34 60.59 59.55
P.aeruginosa 1 7.73 16.85 6.42
7 47.51 55.52 51.83
24 65.75 62.43 66.05
80-120 pm
gozenekli ECH
capraz bagh
kitosan
E.coli 1 1.10 17.96 8.51
7 20.26 48.90 42.00
24 45.86 51.66 51.22
S.epidermidis 1 20.14 17.40 5.96
7 47.79 41.44 37.53
24 51.49 47.79 51.93
B.subtilis 1 5.64 35.20 17.83
7 39.30 54.67 46.03
24 63.29 57.79 59.04
P.aeruginosa 1 10.50 14.64 10.76
7 39.23 53.87 44.03
24 63.90 56.63 65.64
(b)
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EK3

Glukoz Kalibrasyonu

Abs

Glukoz kalibrasyon (520 nm)

Konsantrasyon (g/ml)

R? = 0.9642
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