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ONSOZ

Asistanlik egitimim siiresince mesleki bilgi, beceri ve deneyimlerinden
yararlandigim degerli hocalarima, uzmanlik tezimin meydana getirilmesinde her
konuda yardimini esirgemeyen, tez hocam Dogent Doktor Ayhan Attar’a, mesleki ve
sosyal hayatta desteklerini her zaman yanimda hissettigim Operatér Doktor Melih
Bozkurt’a ve Operatér Doktor Gokmen Kahilogullari’na, tezin yazim asamasinda
destegini esirgemeyen degerli arkadasim Doktor Hakan Ozalp’e sonsuz

tesekkiirlerimle. ..

Yillarca beraber ¢alistigim ve farkina bile varmadan ikinci bir ailem haline
gelen asistan arkadaslarima, beni “giimiis anot” terimiyle tanistiran, hem okul hem de
asistanlik donemim boyunca ilk bagvuru kaynagim olan, her aradigimda
ulagabildigim ve her zaman dogru cevaplar, yerinde yonlendirmeler aldigim,

kafamdaki “bilim insan1”n1 tanimlayan, Dis Hekimi Murat Aydin’a saygilarimla...

Doktorlugu ve beyin cerrahisini sevdiren ve idealim haline gelmesini
saglayan, egitim hayatim boyunca her zaman yanimda olan, her tiirli destegi
esirgemeyen, kendisiyle daima gurur duydugum sevgili babam Operatér Doktor

Celal Secinti’ye, anneme ve kardesime saygi, sevgi ve siikranlarimla. ..

En zor giinlerimde, varliklariyla gerek sosyal hayatta gerekse mesleki
hayatimda varliklariyla bana gii¢ veren oglum Ege Kaan’a ve Bilgehan Demir’e

sevgilerimle....

Dr. Kutsal Devrim SECINTI
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TABLOLAR DiZiNi

SilveronTM AG-100 giimiis kaplama sistemi ile kaplama yapabilmek

icin gereken parametreler.

Silveron™ AG-100 giimiis kaplama sistemi ile kaplama yapabilmek

icin uygulanacak prosediirde kullanilacak malzemelerim miktarlari.
Farkli mikroorganizmalarin, farkli elektrik akimi degerlerine ve farkl
uygulama stirelerine verdikleri farkli cevaplar (glimiis anot uygulamsi,
Silverlon ve saf glimiis metali)

Glimiis icerikli naylon fiberlerle (Silverlon) yapilan ¢alisma.

Deneysel giimiis anot uygulamasinda gruplar, vida tiirleri ve

elektriksel parametreler.

Sol-jel yontemiyle kaplanan vidalarin zon miktari, gruplar ve akim

parametreleri.

Hastalara ait genel bilgiler ve kullanilan vida sayilari.

Calismaya dahil edilen hastalarin 1 yillik laboratuar takip sonuglar1 ve

giimiis miktarlari.
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1. GIRIS ve AMAC

Vertebra implantasyon cerrahisinde son yillarda biiyiik ilerlemeler
kaydedilmistir. Ozellikle kullanilan implantlardaki gelismeler, bu implantlarin
vertebra fraktiirlerinde, neoplastik ve dejeneratif vertebra hastaliklarinda kullanimini
giderek artirmaktadir (1). Vertebra patolojilerinde implant kullanimi1 bir¢ok avantaja
sahiptir. Deforme ya da dejenere vertebranin diizeltilmesi, dekompresyon sonrasinda
vertebral kolonun desteklenmesi ve restorasyonu, hastalarin daha hizli ayaga
kaldirilabilmesi implant uygulamasinin baglica avantajlaridir (2). Medulla spinalis
ve/veya sinir kokii hasarlanmasi, konak ile yabanci cisim arasindaki uyusmazlik,
cerrahideki teknik basarisizliklar, postoperatif yiiksek “implant bagimli enfeksiyon”

orani ve tedavi maliyetlerindeki artis ise dezavantajlaridir (3).

Diskektomi, laminektomi gibi impant kullanilmayan rutin vertebra cerrahisi
uygulamalarinda cerrahi enfeksiyon oranlar1 yaklasik olarak %1°dir (4, 5). Ancak
ayni oran implant kullanimi durumunda %2.1-8.5’lara ¢ikmaktadir (6, 7). Bu da
implant cerrahisinin enfeksiyon artirict yoniinii ortaya koymaktadir. Cerrahi sahada
6li boslugun olmasi, implant varligi, nekrotik dokular, operasyon siiresinin uzamasi,
operasyona katilan kisilerin sayisinin bu tiir operasyonlarda daha fazla olmasi,
postoperatif enfeksiyon riskini arttirmaktadir (8). Yapilan caligmalar, cerrahi sahada
implant varliginin, tek basina hastayr hem erken hem de ge¢ donemde enfeksiyona
duyarli hale getirdigini gostermistir (9). Aymi sekilde 6lii kemik dokusu ve
travmatize olmus yumusak dokularin varligi da enfeksiyon riskini artirmaktadir.
Implant materyali {izerinde olusan bakteriyel biyofilm tabakasi, enfeksiyonun
tedavisini gli¢lestiren en onemli faktordiir (9). Biyofilmler, her hangi bir yiizeye,
kendilerine 0zgii adezyon molekiilleri araciligr ile baglanmis ag seklinde mikro
organizma topluluklar1 olup, iki tabakalidirlar. Alttaki tabaka maya hiicrelerinden,
iistteki tabaka ise hiflerden meydana gelmistir ve daha kalindir (10,11). Biyofilmler,
konak savunma faktorlerine, antibiyotiklere ve antifungallere direnclidirler (12). Bu
nedenle biyomateryallerde olusan enfeksiyonlar, bu materyal c¢ikartilana kadar
antibiyotik tedavisine yanit vermez ya da ¢ok az yanit verir (13, 14). implant

kullanilan vertebra operasyonu sonrasinda gelisen implant bagimli enfeksiyonlar, bu



giin bile ¢oziilmesi zor sorunlarin basinda gelmektedir. Hastalarin yaklasik yarisinda
tek basina antibiyotik tedavisi yetersiz kalir ve cerrahi girisim ile implantin
cikartilmas1 ve bazi durumlarda da yeni bir implant sisteminin tekrar takilmasi
kagmilmaz olur. Ulkemizde konu hakkinda yeterli veri olmasa da, ABD
istatistiklerine gore bu hastalarin tedavisi hasta basina 6000 ile 900.000 dolar
arasinda degismektedir (1, 15, 16). Bu durum bile “enfeksiyon riskini azaltacak™ bir

implant gelistirmek i¢in ¢caligmay1 gerekli kilmaktadir.

Giliniimiizde impanthi vertebra cerrahisi sonrasinda enfeksiyonu Onlemeyi
amaclayan klinik ve deneysel ¢alismalar siirmektedir. Ancak yapilan bu ¢aligmalarin
sayist oldukca azdir vertebrada enfeksiyon ile ilgili yeterli caligma yoktur. Tavsan
vertebrasinda implant bagimli enfeksiyon modelini ilk olusturanlar Poelstra ve
arkadaslar1 olmustur (17). Olusturulan bu modelde ajan patojen olarak MRSA
(metisiline direngli S.aureus) kullanilmis ve tavsan vertebrasina paslanmaz celik
Kirschner teli implante edilmistir. Giinlimiizde implant operasyonlarinda daha ¢ok
kullanilan metal olan titanyum ile ilgili yeterli ¢aligma heniiz mevcut degildir.
Yapilan ¢aligmalar titanyumun biyolojik uyumunun paslanmaz celige gére daha iyi
oldugunu ve enfeksiyona yatkinliginin paslanmaz celige gére daha az oldugunu

gostermistir (18).

Glimiis, Akdeniz kiyisindaki insanlarca, yaklasik olarak, milattan 6nce 4000
yilindan beri bilinmekte olan ¢ok eski ve degerli bir metaldir. Ozellikle antik
donemde Yunanistan’da giimiis madenciligi ¢ok dnemli bir ticaret maddesi olmustur.
Dogal olarak veya bakir, altin ya da kursunla bilesik halde bulunabilir. Toksik bir
metal olarak diisiiniilse de, asla arsenik, antimon ya da kursunla kiyaslanamaz. Bu
giine dek, hayvan veya bitki metabolizmasinda 6nemli bir fonksiyonu olduguna dair
kanit bulunamamistir (19). Gilimiisiin toksik aktivitesi ¢ogunlukla lokaldir. Sistemik
etkisi lokal kalmaya meyillidir ¢linkii glimiis ¢ok yavas emilir. Glimiis iyonlari,
proteinlere baglanarak uygulama bolgesinde glimiis klorlir ¢okeltileri olustururlar.
Cok az miktarda glimiis, mukoz membranlardan ya da yanik hastalarinda ciltten
glimiis nitrat seklinde emilir. Absorbe edilen giimiis, viicutta genis bir dagilim alam
bulur. Ozellikle, cildin subepitelyal bolgesinde birikir. Cok fazla birikmesi

sonucunda, argyria (arjiri) olarak da bilinen mavi-gri renk koyulagsmasina neden



olur. Bu pigment, giimiis siilfid ve metalik glimiisten ibarettir, tek sorun kozmetik

sorundur ve kalicidir.

Arjiri, genelde endiistriyel maruziyet sonrasinda ve 2 ile 25 yil arasinda bir
zamanda yavas yavag gelisir. Jeneralize olmak yerine, maruziyetin oldugu bolgede
lokalize olmaya meyillidir. En fazla ciltte ve solunum yollarinda goriiliir. Jeneralize

arjiri, inhalasyon ya da oral alim sonras1 goriilebilir (20, 21).

Diger bazi metallerde oldugu gibi, saf giimiisiin de bakteri iiremesini
engelleyici 6zelligi vardir. Bu etki “oligodinamik etki” olarak bilinir. Yaniklarda
kullanilmasimin sebebi bu anti bakteriyel etkidir. Metaller genel olarak pozitif
yiklidirler, yani baska bir degisle, bir akim kaynagmin pozitif ucuna
baglandiklarinda ortama saldiklar1 iyon miktar1 artarken, negatif kutba baglanmis
metalde bu 6zellik tam aksine sinirlandirilmis olur. Bu sekilde, bir akim kaynaginin
pozitif kutbuna baglanmis giimiis elektrot i¢in “glimiis anod” terimi, anti bakteriyel
etki saglamayr amaclayan bu uygulama i¢in ise “glimiis anot uygulamasi” terimi
kullanilmaktadir. Glimiis anot uygulamasinin anti bakteriyel, anti fungal ve anti viral

oldugu daha 6nceki ¢alismalarca defalarca gosterilmistir (22-29).

Bir taraftan implant kullaniminin enfeksiyon riskini artirmasi, bir taraftan
biyofilm yapisinin bakteri, maya ve hiflerden olugsmus olmasi, diger bir taraftan da
giimiisiin hem antibakteriyel hem de antifungal 6zellik gostermesi goz Oniine
alindiginda ve tiim veriler bir arada diisiintildiiglinde giimiis kapli bir implantin hem
enfeksiyon oranini azaltacagi hem de biyofilm olusumunu engelleyecegi
Ongoriilebilir. Bu glimiis kaplamali sisteme, bir de zayif elektrik akiminin giimiisiin
etkisini artiric1 katkisi eklendiginde uygulamanin implant cerrahisi alaninda ¢ok

farkl bir sayfa acabilecegi ortadadir.

Bu c¢alisma; tiim bu verilerden yola ¢ikarak, giimiis kapli vertebra
implantlarinin ve giimiis anot uygulamasinin anti bakteriyel etkisini incelemeyi,
uygulamanin biyofilm olusumuna etkisini gozlemlemeyi ve glimiis ile kaplanan
implantlarin hayati organlarda ve viicut sivilarinda giimiis birikimine neden olup
olmayacagmi ve giimiise bagl toksik bir durumun gelisip gelismeyecegini

incelemeyi amaglamstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. SPINAL iMPLANT VE ENFEKSiYON
2.1.1. Spinal Implantin Tarihgesi

Wilkins tarafindan 1887 yilinda, torakolomber dislokasyon nedeni ile
yenidogan bir bebekte, pedikiiler telleme seklinde yapilan operasyon ilk internal
fiksasyon olarak bilinir (30). Bu operasyonun ardindan Hadra, 1891 yilinda servikal
fraktiirde C6-7 spinoz ¢ikintiyr telleme yoluyla servikal fiksasyon yapmistir (31).
Dr.Albee ve Dr.Hibbs, 1911 yilinda tibiadan aldiklar1 grefti iki spinoz ¢ikint1 arasina
koyarak vertebra cerrahisinde ilk defa flizyon uygulamislardir (32, 33). Vertebra
cerrahisinde ilk vidanin kullanimi ise 1944’de Don King tarafindan faset vidalamasi
seklinde yapilmustir. Ik pedikiil vidalama teknigini ise 1959°da Don King’in
yontemini gelistiren Boucher tanimlamistir (34). Harrington ve Knoth’un
1950’lilerde rodlar1 kullanmalar1 bundan sonraki en 6nemli asama olmustur (35, 36).
Gliniimiize kadar vertebra cerrahisinde implant kullanimi giderek artmis ve bircok
yeni implant gelistirilmig, birgogu da gelisen teknoloji ile birlikte modifiye
edilmislerdir. Vertebra enfeksiyonlarinin tarihgesi Hipokrat’a kadar dayansa da
gergek anlamda ilk calisma Pott tarafindan yapilmistir. Pott 1779 yilinda bir

yazisinda tiiberkiiloza bagli omurga apsesinde drenaj 6nermistir (37).

2.1.2. implant Bagimh Enfeksiyonun Epidemiyoloji ve insidansi

Son 15 wyil i¢inde piyojenik vertebra osteomiyelitinin goriilme sikligi
artmistir. Tim osteomiyelit olgularin yaklasik %?2-4’linii vertebra osteomyeliti
olusturmaktadir (38, 39). Bunun bir¢ok nedeni vardir, en basta tan1 yontemleri
gelismis ve cerrahi girisim yapilan hasta sayisi artmistir. Sonu¢ olarak implant
kullaniminda artis olmustur. implant kullanimindaki bu artis da implant bagimh

enfeksiyon  oranlarin1  degistirmistir. ~ Ozellikle  vertebra  cerrahisinde



enstriimantasyonun daha sik kullanilmaya baglandigi 1960’11 yillardan baglayarak
vertebra enfeksiyonlarinin insidansinda da artig goriilmektedir (7, 17, 40). Spontan
piyojenik vertebra osteomiyeliti yaslilarda, intraven6z madde ya da ilag
kullananlarda, diabetik hastalarda, immun yetmezIligi olanlarda ve prostetik kalp
kapag1 tasiyan hastalarda daha yiliksek oranlarda goriilmektedir (41, 42). Diger
taraftan uzun siireli steroid kullanimi, neoplastik siirecler, kemoterapi, kronik bébrek
yetmezligi ve alkol alisgkanlig1 da vertebra enfeksiyonlarina yatkinligi artirmaktadir
(43, 44). Spontan enfeksiyonlarda oldugu gibi, postoperatif enfeksiyon riski de ayni
risk grubunda artis gostermektedir (45, 46).

Implant kullanilmayan olgularda postoperatif enfeksiyon orami % 2 iken
implant kullanilan olgularda ayni oran %7 olarak bildirilmistir (47). Ayn1 kaynakta,
eriskin olgularda implant kullanilan cerrahiler sonrast enfeksiyon orani1 %20 olarak
rapor edilmistir. Ayni c¢alismacilarin daha sonra yaymnladiklar1 yazilarinda ise
profilaktik antibiyotik kullanimi sonrasinda implant bagimli enfeksiyon oranlarinin
%7°den %3.6’ya diistiigiinii bildirilmistir (46). Kostuik’a gore erigskinlerde implant
bagimli enfeksiyon oran1 %8.5 iken (48) Roy-Camille, Louis ve Zuckerman’a gore
transpedikiiler enstriimantasyon sonrast enfeksiyon orani yaklasik %6’dir (49, 50,
51). Profilaktik antibiyotik kullanilan olgularda operasyon sonrasinda bildirilen
enfeksiyon oranlart metal implant kullanilmayan durumlarda %1 civarinda iken,
metal implantin kullanildigt durumlarda % 2.1-8.5’dir (6, 7). Buradan da
anlasilabilecegi gibi implant kullanimi ile enfeksiyon gelisimi arasinda ciddi bir iligki

bulunmaktadir.

2.1.3. Implant Kullanilan Cerrahi Uygulamalarda Bakteri — Implant —
Enfeksiyon iliskisi

Metal implantlarin kullanildig: cerrahi girisimlerde iki 6nemli sorundan ilki
implant bagimli enfeksiyonlar, digeri ise konak dokunun implanta verdigi immiin
cevaptir (38). Yapilan ¢aligmalar, implant varliginda konak dokusunun erken ve geg
enfeksiyona egiliminde artis oldugunu gdstermektedir (14, 52, 53). Olii kemik ya da

travmatize olmus yumusak dokular da benzer etkiyi yaparlar (54). Implantlarin
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basarisi, temas halinde olduklar1 dokularin hiicrelerine ¢ok iyi yapigsmalarina, implant
yiizeyi ve membran molekiilleri arasinda kimyasal baglarin olusabilmesine baglidir
(55, 56, 57). implant yiizeyine yapismak i¢in konagin doku hiicreleri ile bakteriler
arasinda bir yaris baslar. Implant yiizeyinin kaderi bu yarisin sonucuna baglidir. Eger
bu yaris doku tarafindan kazanilirsa implantin yiizeyi bakterilerin kolonizasyonuna
daha az elverigli hale gelir. Aksi halde implant yilizeyi bakteriler tarafindan isgal
edilecek ve enfeksiyon baslayacaktir (58). Dogal ekosistemde yapilan ¢aligmalar,
hareketsiz yiizeylerde, bakterilerin %99.9‘dan fazlasinin i¢ ylizeylere yapisarak
mikrokoloniler olusturduklarini ve bu sayede olusturduklart biyofilm tabakalarda
yasadiklarini gostermistir (59). Biyomateryaller iizerinde kolonize olan bu bakteriler,
ayni zamanda biyomateryallere yapisik, kalin, iki katmanli biyofilm tabakalari
icerisinde de biiyiirler (14, 60). Ilk olarak Gristina’nin bir hastasinin enfekte femur
kemiginden c¢ikardig1 implanti incelemesi ve implant yiizeyinde glikokaliks kapl
biyofilm tabakalar icerisinde yasayan bakteriyal mikrokolonileri gostermesinin
ardindan geg¢en zamanda (61) biyofilm formasyonunun yapisi ve komponentleri

hakkinda var olan bilgimiz giderek artmstir.

2.1.4. Implant Uzerinde Gelisen Biyofilm Tabakasimin Yapis1i ve
Ozellikleri

Biyofilmler, her hangi bir ylizeye, kendilerine 6zgii adezyon molekiilleri
aracilignr ile baglanmis ag seklinde mikro organizma topluluklar1 olup, iki
tabakalidirlar. Alttaki tabaka maya hiicrelerinden, iistteki tabaka ise hiflerden
meydana gelmistir ve daha kalindir (10, 11). Biyofilmler, konak savunma
faktorlerine, antibiyotiklere ve antifungallere direnglidirler (12). Biyofilm tabakalari,
poliniikleer lokositlerin kemotaksisinin inhibisyonunu saglayarak opsonizasyon ve
fagositozu olumsuz yonde etkilemektedirler (62, 63). Mikroorganizmanin konak
hiicreye ve yapay yiizeylere tutunmasindan sorumlu madde “slime faktér” denilen
kompleks bir yapidir. Ilk kez 1982’de Christensen tarafindan Staphylococcus
epidermidis i¢in tanimlanmistir ve protein, hekzoaminler, notral sekerler ve fosforlu

bilesikler gibi bir¢ok maddeden olusan bu faktdr, %40 karbonhidrat ve %27 protein



iceren glikokaliks yapisinda, hiicre dig1 bir maddedir (64, 65). Slime faktor, yapay
yiizeylerde fibrin ve fibronektinin de katilimi ile biyofilm tabakasi olusturur ve

buradan viicuda salinan mikroorganizmalar sepsise dahi neden olabilir (66, 67).

Biyofilm yapisinin kiitlece %97 gibi biiyiik bir kismini sudur. Kompleks yap1
icerisindeki diger komponentler ise; %1-2 eksopolisakkarit (EPS), %1-2 globuler
glikoproteinler ve diger proteinler, %1-2 niikleik asit, lipit, fosfolipitlerdir. Ne var ki
tiim bu oranlar mikro organizmalarin ¢esidine, fizyolojik 6zelliklerine ve gelisme
ortaminin dogasina baglh olarak degisiklik gosterir (68). Polisakkarit, protein, DNA
ve sudan olusan ekstraseliiler matriks, bakterinin yiizeye tutunmasini saglar. Yiizeye
sikica tutunan bakteri burada c¢ogalarak ©nce mikrokolonileri olusturur, bu
mikrokoloniler ise genisleyerek biyofilm tabakasini olusturur. EPS iiretimi,
organizmanin yiizeye kalict olarak tutunmasi i¢in gereklidir ve bu durum, biyofilm
olusumunun bir isaretidir. Yapilan bir caligma, (69) Pseudomonas fluorescens B52
susunun planktonik formunun ve biyofilm ic¢indeki formunun EPS {iretimini
karsilastirmis ve biyofilm i¢inde ramnoz, glukoz ve glukozamin disinda glukoronik
asit gibi polisakkaritlerin de oldugunu ve bunlarin miktarlarinin cam yiizeylere
kiyasla paslanmaz celik yiizeyde daha fazla oldugunu belirtmistir. Protein, Ca+2
iyonlar1 ve polisakkaritlerin varlig1 biyofilm yapisin1 daha da saglamlastirmaktadir
(70). Ayrica, hidrolaz, liyaz, glikozidaz, esteraz gibi enzimler biyofilmin bilesimine
ve fiziksel Ozelliklerine olumlu yonde etki edebilir. Bu enzimlerin bir¢cogu diisiik
molekiil agirlikli parcalanma iriinlerinin olusumuna neden olmakta, bunlar da
biyofilmde tutunan bakterilerin metabolizmasinda karbon ve enerji kaynagi olarak

kullanilabilmektedir (68).

Biyofilmler yogun yiizeyler olarak bilinmekle birlikte, son yillarda yapilan
caligmalarda, su ve besin maddesinin bakteriye ulagiminin saglandigi kanal benzeri
yapilarin  bulundugu belirlenmistir.  Biyofilm  yapisindaki bu  kanallar,
mikrokolonilerin hem altinda hem de arasinda bulunmaktadir. Besinlerin biyofilm
tabanina tasinmasi bu 6zel kanallarla olmaktadir. Hiicresel atiklar da biyofilmin
yilizeyinde yine bu kanallarla tasmir. Biyofilm igerisine molekiil tagima islemi, su
yardimiyla olabilecegi gibi, pasif difiizyonla da gergeklesebilir.  Ayrica bu

kanallarin, i¢ bolgelere oksijen tasidigi da belirlenmistir (71). Bakteriyel tutunmada,



proteinler gibi organik molekiillerin yiizeye tutunmasinin da énemli bir rolii vardir.
Yiizey proteinleri, biyofilm matriksi i¢inde diizenli bir sekilde yerlesmistir (72). Bu
proteinlerin bazilari, EPS varliginda biyofilm olusumunu hizlandirabilmektedir. Taze
besiyeri saglandik¢ca biyofilm gelisimi devam eder. Ortamdaki besin maddeleri
tilkkendiginde ise yiizey baglantilar1 zayiflar ve bakteriler planktonik modlarina geri
donerler. Besin yoklugu, hiicrelerin yeni besin kaynaklar1 aramalarina, ortamlara
daha iyi adapte olmalarina ve yayilmalarina neden olur (73). Yapilan bir calisma, bu
noktaya dikkat ¢ekerek, aclik durumunda kullanilan metabolik yolun biitiin biyofilm
gelisim dongilislinli  kapsayabilecegini belirtmistir (74). Biyofilmler, bakterinin
tutunma yiizeyine ve sonradan bakterinin tutunmasini etkileyen organik ve inorganik
maddelerin varligina bagli olarak i¢inde bakterilerin bulundugu herhangi bir sulu
yiizeyde olusabilir (75). Bakteriler, farkli tipteki yilizeylere tutunabilirler. Dolayisiyla,
biyofilm olusturabilmeleri ve bu biyofilmlerin gelisimleri de bu yiizey kosullarina
gore degisebilmektedir (76). Bir ornek vermek gerekirse, Legionella
pneumophila’nin kaucuk yiizeylere tutunma diizeyi 2.2x10° CFU/cm? civarinda iken,
etilen-propilen, polivinil kloriir, polipropilen, yar1 ¢elik, paslanmaz ¢elik ve cam

yiizeylerde tutunma oraninin daha az oldugu belirlenmistir (77).

Bakterilerin biyomateryal {izerine yapismasi ya cerrahi olarak implante
edilirken ya da gecici bir bakteriyemi esnasinda biyomateryallerin yiizeyine
taginmasi ile olur (78-81). Bir bakterinin, biyomateryal ylizeyine yapisabilmesi onun
virulans faktoriidiir ve hem konak savunmasma hem de antibiyotiklere karsi
direnglerini arttirir (82, 83). Ayni zamanda, virulan bakterilerin implant yiizeylerine
yapismalari, onlar1 kimyasal bakterisid ve antiseptiklerden de korur (13). Ornegin P.
aeruginosa biyofilmlerinin biiyiik hiicre yiginlar gelistirdigi, i¢erdigi glukoprotein ve
musinin, bakterinin tobramisine karst direncini artirdigi belirlenmistir (84).
Yiizeylere yapisabilme 6zelligi hemen hemen biitlin bakterilerin ortak 6zelligidir ve
karmasik, ¢oziilmesi gilic, bazen de ¢ok spesifik olaylar dizisine baghidir. Yapilan
caligmalarda, enfekte biyomateryallerin yiizeyinde en sik Staf. Epidermidis ve Staf.
Aureus izole edilmistir (59, 56, 85) Bu organizmalara ek olarak E.Coli, Peptokoklar,
Pseudomonas Aeroginosa, Proteus Mirabilis ve Beta Hemolitik Streptokoklar izole
edilen diger mikroorganizmalardir (59, 56). Elde edilen mikroorganizmalarin

cesitliligi metotlar gelistikce ve ¢ogaldikg¢a artmaktadir. Staf. epidermidis, insan



cildinde bulunan nonpatojenik saprofitik bir bakteri olmasina ragmen implant
kaynakli enfeksiyonlarda ciddi bir patojen oldugu goriilmiistiir. Vaskiiler protezler,
kontakt lensler, total eklem protezleri gibi polimer ylizeylerde ya da biyomateryalin
kompleks yapisi igerisinde polimerlerin bulundugu implantlarda daha sik enfeksiyon
yapmaktadir (59). Staf. aureus ise daha c¢ok biyometallerde, kemik, eklem ve
yumusak doku enfeksiyonlarinda major etken patojendir. Flizyonun yapildigi, 6lii ya
da hasar gormiis kemik dokularinin bulundugu ortamlarda Staf. aureus en sik izole

edilen enfeksiyon ajanidir.

2.1.5. Osteomiyelit

2.1.5.1. Tanim ve Genel Ozellikleri

Osteomyelit, kemik ve kemik iligi mesafesindeki enfeksiyona verilen isimdir.
Osteomiyelit, akut ya da kronik olabilen ciddi bir hastaliktir. Akut piiriilan
osteomiyelitlerin biiyiikk cogunlugu bakteriler tarafindan olusturulur. Patojen

mikroorganizma {i¢ farkli yolla kemige ulasabilir;

1. Hematojen yolla

2. Dogrudan yayilimla (Komsu eklem ve yumusak dokulardaki akut ya da
kronik enfeksiyon odaklarindan)

3. Acik ya da komplike kirik veya cerrahi sonrasinda travmatik yolla.

Hematojen yolla gelisen osteomiyelit, en sik goriilen tip olup, hastalarin
cogunda onceden bilinen primer enfeksiyon odagi yoktur. Bir kisminda ise belirgin
bir enfeksiyon odagi mevcuttur. Staf. aureus, hematojen osteomiyelit yapan ajanlarin
basinda gelmektedir. Staf. aureus’un kemik dokusuna yerlesmeyi kolaylastiran ¢ok
sayida kemik matriks reseptoriine sahip olmasi, kemigi enfekte etme egilimini
aciklamaktadir. Diger sik goriilen patojenler arasinda pnomokoklar ve gram negatif
bakteriler vardir. E.Coli ve Grub B Streptokoklar yeni doganlarda osteomyelit etkeni

iken, Salmonella, 6zellikle orak hiicreli anemisi olanlarda 6nemli osteomiyelit



etkenidir. Anaeroblar1 da i¢ine alan ¢oklu bakteriyel enfeksiyonlar siklikla kemik
travmalarindan sonra olusan osteomiyelitlerde gozlenir. Ancak piyojenik
osteomiyelitli hastalarin %350’sinde etken patojen, dnceden uygulanan antibiyotik
tedavisi, uygunsuz alinan kiiltiir 6rnekleri ve uygun olmayan kiiltiir ortamlar1 nedeni

ile saptanamamaktadir.

2.1.5.2. Akut Osteomiyelit

Bakteriyel invazyon bolgesinde yogun nétrofilik enflamatuar infiltrasyonla
karakterizedir. Enfeksiyonun kemikteki yerlesim yeri biraz da yasa baghdir.
Cocuklarda, uzun kemiklerin metafizlerinde kan akimi kemigin diger bdlgelerine gor
daha fazladir, bu nedenle ¢ocuklarda akut osteomyelit, daha ¢ok uzun kemik
metafizlerini tutarken yetiskinlerde kemik enfeksiyonunun en sik goriildiigii bolge
vertebra korpusudur. Bu da yine bu bdlgenin yogun kanlanmasma baglidir.
Enfeksiyon, kemik iligi mesafesinde basing artisina neden olur, sonucta vaskiiler
mesafe daralir ve kemigin kanlanmasi bozulur. Bu duruma, akut enflamatuar
reaksiyon esnasinda salinan enzim ve diger toksik maddelerin yiiksek
konsantrasyonu da eklenince kemikte nekroz meydana gelir. Enfeksiyon, uzun
kemiklerde, kortikal kemik boyunca ilerleyerek periosta ulasir ve bazen subperiostal
abse olusturur. Subperiostal abse, ¢cocuklarda yetigkinlere oranla daha fazla goriiliir
clinkli periost kemige daha gevsek tutunmustur. Yetigkinlerde periost, eklem
kenarina sikica bagl oldugundan enfeksiyonun eklem bosluguna ulagmasi ¢ok sik

rastlanilan bir durum degildir.

2.1.5.3. Kronik Osteomiyelit

Kronik osteomyelit, temelde akut enfeksiyonun sekeli olarak ortaya cikar.
Enfeksiyonun devam etmesi, kronik iltihabi hiicrelerin osteomiyelit odagina gelmesi,
osteoklastik aktivasyon, fibroblastik proliferasyon ve yeni kemik olusumunu igeren

onarim reaksiyonunu baglatir. Genis periost parcalarinin kemikten ayrilmasi
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sonucunda sekestrum olarak bilinen irili ufakli nekrotik kemik fragmanlar1 olusabilir.
Sekestrum yani nekrotik kemik kalintilar1 osteoklastlar tarafindan rezorbe edilebilir.
Bazen enfeksiyon kendini sinirlayarak daha sonradan spontan sterilizasyona giden ya
da kronik enfeksiyon nidusu haline gelebilen lokalize bir apse olusturur ki bu durum
Brodi apsesi olarak bilinir. Bu kosullar altinda reaktif osteblastik aktivite yeni kemik
tireterek  enflamasyon  alanim1  oOrten  involukrum’u  olusturur.  Etken
mikroorganizmalar ilk enfeksiyondan sonra yillarca sekestrum igerisinde
canliliklarii siirdiirebilirler. Kronik osteomiyelit lezyon {izerindeki deriye acilan
drenaj siniisleri ile ve patolojik kiriklarla komplike olabilir. Ayrica kronik
osteomiyelitin daha nadir goriilen komplikasyonlar1 arasinda eski siniis hatlar
tizerinde yassi hiicreli karsinom ve daha nadir olarak da sarkomlar ve sekonder
amiloidoz sayilabilir. Omurga ostemiyelitinde de benzer reaksiyonlar goriiliir.
Komsu vertebra korpuslarina muhtemelen subligamentdz yolla yayilir. Psoas kasinin
invaze olmast ile inguinal bolgeye kadar uzanan enfeksiyonlar olusabilir.

Intervertebral diskler enfeksiyonlara kars1 sasirtic bir sekilde direnglidirler.

2.2. GUMUS
2.2.1. Giimiisiin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri ve Tarihcesi

Gilimiis, elementlerin periyodik tablosunda simgesi Ag olan, beyaz, parlak,
kiymetli bir metalik elementtir. Atom numaras1 47, atom agirligi 107,87 gramdir.
Ergime noktas1 961,9 °C, kaynama noktast 1950 °C ve o6zgil agirhigr da 10,5
g/cm?'tiir. Cogu bilesiklerinde +1 degerliklidir. Ag sembolii Latince argentum

kelimesinden gelir.

Glimiis metali, yiiz yillardir antibakteriyel o6zelliklerinden dolay1
kullanilmaktadir. Stimerler, sehirlerine su tasiyan borular1 giimiisten yaparak sularin
daha temiz kalmasin1 amacglamistir. Eski bati’da siit kaplarinin i¢ine atilan metalik
giimiis paralarin, siitiin daha uzun siire taze kalmasmi sagladigi bilinmektedir.
Glimiis metali, oligodinamik bir metaldir. Yani, dogalar1 geregi anti mikrobiyaldir.

Basta bakir ve ¢inko olmak lizere diger bazi metaller de oligodinamik 6zellige
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sahiptir ancak sahip olduklar1 antimikrobiyal etki ya giimiis kadar giiclii degildir ya
da bu metaller toksik metallerdir. Glimiis; inert bir metal olmasindan dolayi, toksik
veya alerjik 6zelligi bu grup icerisinde en az olan metaldir. Bu nedenle de giimiis,

antibakteriyel etki i¢in kullanilmaktadir.

Giimiisiin M.O. 3100 yillarinda Misirlilar ve M.O. 2500 yillarinda Cinliler ve
Persler tarafindan kullanmildigr belirtilmistir. Yunan tarihinde Atina'daki glimiis
madenlerine rastlanir. M.O. 800 yillarina dogru giimiis, Nil nehri civarinda yerlesmis
halk tarafindan para olarak kullanilmaya baslanmistir. Giimiisii ilk olarak
Romalilar’in islemeye basladiklar1 iddia edilmektedir. Endiistri ilerledik¢e daha
karisik ve saf olmayan giimiis filizleri {izerinde calisilmaya baslandi. Bugiin giimiis

bliytik bir oranda bakir, kursun ve ¢inko iiretimindeki yan iiriinlerden elde edilir.

2.2.2. Tip Tarihinde Giimiis

Miisliman tip okullarinda, 8.ylizyilda, terapotik amagh olarak gilimiis
tuzlarinin kullanildig1 goriilmektedir (20). ibni Sina, M.S. 980°de giimiisii, giimiis
iceren tabletler seklinde kullanmis ve kan temizleyici, ¢arpint1 giderici ve kotii agiz
kokusunu 6nlemek icin recete etmistir. Diger taraftan, oral giimiis alimi sonrasinda
sklerada mavimtrak renk degisikligi seklinde ortaya ¢ikan ve muhtemelen tarihteki
ilk arjiri vakasini da rapor etmistir (86). Simyacilara gore giimiis beyinle ve Ay’la
ilgilidir. Ay’in  beyin rahatsizliklar1 ile iliskli oldugunun diisiiniilmeye
baslanmasindan sonra giimiis epilepsi ve akil hastaligi tedavisinde kullanilmistir.
Glimiis nitrat, “lunar caustic” olarak anilmis ve kostik (caustic) etkisinden dolay1

koterizan olarak kullanilmistir.

Paracelcus, distile nitre ve vitriol (nitrik ve siilfirik asit) igerisinde ¢oziilmiis
glimiisiin sistemik olarak kullanilmasini tavsiye etmistir. On yedinci yiizyilda
yasamis bir doktor olan Angelo Sala, purgatif olarak ya da “zihinsel 1stirap verici
durumlarin” diizeltilmesi icin sistemik giimiis nitrat kullanimini Snermistir. Bu

amagla giimiis kullanimini takiben sistemik arjiri vakasi da tarif etmistir (20).
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Glimiis ve glmiislii bilesikler, 18. ylizyilin baslarinda artik eskisi kadar
kullanilmaz oldular. Diger taraftan glimiis nitratin epilepsi ve diger norolojik
rahatsizliklarin tedavisindeki kullanimi 19. ylizyilin sonlarina kadar devam etti.
Glimiis, arsefenamin ile bilesik halinde sifiliz tedavinde kismen bu yiizyilin ilk

yarisina kadar kullanildi (19).

Bu giin, giimiis bilesikleri sadece lokal etkileri i¢in kullanilmaktadir. Nitrat ve
giimiis-protein  kompleksleri, sahip olduklar1 anti-bakteriyel 6zellikler ig¢in
kullanilmaktadir. Glimis nitrat ise bu giin yliksek konsantrasyonda yakici (koterizan)

etki saglamak i¢in kullanilmaktadir (19).

Doku ve kandaki giimiis birikimi iizerine yapilan son arastirmalar, endiistriyel
maruziyetin olmadigi normal popiilasyonda bu metalin ng/g diizeyinde olmasi
gerektigi yoniindedir (122). Diger taraftan bazi ¢alismalar, normal popiilasyonda kan
ve dokulardaki giimiisiin, ng/g seviyesinden ¢ok daha fazla olabilecegi yoniindedir
(87). Bu farklilik, secilen popiilasyonun farkliligindan kaynaklaniyor olabilecegi
gibi, uygulanan analitik teknige bagli da olabilir. Medikal uygulama ya da mesleki
maruziyet sonrasi gelisen arjirinin patolojik manifestasyonlar1 pek ¢ok arastirmaci
tarafindan incelenmistir.  Gettler ve arkadaglar1 (88), daha Onceden giimiis
madeninde c¢alisan ve tiim viicudu gri-mavi renge biiriindiigii icin sirklerde “mavi
adam” olarak gosterilere ¢ikan 70 yasinda bir insandan bahsetmektedirler. Gerlachs
(89), cesitli nedenlerle altin ve glimiis metali verilmek suretiyle tedavi edilen
hastalarin dokularindaki ve kanlarindaki glimiis ve altin miktarin1 saptamak ig¢in
spektrografi kullanmistir. Gaul ve Staud (90, 91), giimiis arsfenamin ve diger organik
ve kollodial giimiis kullanim Oykiisii olan hastalarin biyopsi materyallerini
incelemistir. Blumberg ve Nelson (92), cilt rengi gri-mavi oldugu i¢in kursun
zehirlenmesi On tanisi ile incelenen bir hastada yaptiklar1 spektrofotometrik inceleme
sonrasinda hastanin kan giimiis miktarinin 0.5 ug /ml oldugu saptamis oysa ki normal
kanin glimiis iceriginin en fazla 5 ng/ml (ya da 5 ug/L) olmasi gerektigini
belirtmislerdir. Bu hastanin daha sonra derinlestirilen Oykiisiinde gastro intestinal
semptomlar1 i¢in giinde 3 defa 16 mg lik glimiis nitrat kapsiilleri almakta oldugu
Ogrenilmistir. Bir baska kaynakta ise (93) giimiisiin normal degerleri su sekilde

verilmistir:
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Serum: 2.1 + 1.5 pg/L (19.5 £13.9 nmol/L)
Plazma: 0.68 = 0.33 ug/L (6.3 = 5.8 nmol/L

Saf Platellet: 29 + 18 ng/gram (1slak agirlik) (269 + 167 nmol/gram 1slak
agirlik)

24 saatlik Idrar: <1 pg /giin (<9.3 nmol/giin)

Sag kili: 0.02-1.00 ug/gram (kuru agirlik) (0.2-9.3 nmol/gram) (kuru agirlik)

2.2.3. Bu Giin Tipta ve Teknolojide Giimiis

Glimiis, bu giin hala modern tipta ve teknolojide kendisine yer
bulabilmektedir. Aliiminyum, antimon, kadmiyum, bakir ve kursunla alagim halinde
endiistride, bu metallerin sertligini, korozyon dayanimlarini, kuvvetini ve
iletkenligini artirmak i¢in kullanilmaktadir. Havacilikta, ¢eligin kaplanmasinda ve
ayrica telefon ve telgraf iinitelerinin pargalarinda genis bir kullanim alani bulmustur.
Ancak oOzellikle son yillarda, giimiisiin fiziksel oOzelliklerinden c¢ok, onun
antibakteriyel ve antifungal etkilerinden faydalanilmak iizere ¢esitli teknolojik
uygulamalar goriilmektedir. Ozellikle yogun bakim iinitelerinde trakeostomili
hastalarda kullanilan giimiis kaniil’iin “giimiis kapli” olmasinin tek sebebi, giimiisiin
antibakteriyel ozelligidir. Pediatrik yogun bakimlar i¢in tasarlanmis glimiis kaplh
lavabolar, glimiis igeren pansuman materyalleri, giimiislii yara bantlari, carsaflar,
siitur materyalleri, diyabetik hastalarda basit yaralarina karsi glimils igeren
kumaslardan yapilmis ¢oraplar tip alaninda karsimiza c¢ikmaktadir.  Ag-ion
teknolojisi adi1 altinda piyasaya siiriilen ve gidalar1 daha uzun siire taze tuttugu
belirtilen buzdolaplari, giimiislii (ve dolayisi ile antibakteriyel) deodorantlar da

teknolojide giimiisiin kendisine tekrar yer bulmaya basladiginin gostergesidir.
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2.3. GUMUS ANOT UYGULAMASI

Metaller genel olarak pozitif yiikliidiirler, yani baska bir degisle, bir akim
kaynaginin pozitif ucuna baglandiklarinda ortama saldiklar1 iyon miktar1 artarken,
negatif kutba baglanmis metalde bu 6zellik tam aksine sinirlandirilmis olur. Bu
sekilde, bir akim kaynaginin pozitif kutbuna baglanmis glimiis elektrot i¢in “glimiis
anot” terimi, anti bakteriyel etki saglamay1 amaclayan bu uygulama i¢in ise “glimiis
anot uygulamasi” terimi kullanilmaktadir. Glimiis anot uygulamasinin anti
bakteriyel, anti fungal ve anti viral oldugu daha Onceki c¢alismalarca defalarca
gosterilmistir (22-29). Anti mikrobik etki, ortama difiizyon yoluyla yayilan serbest
giimiis iyonlarina ve giimiis bilesiklerine baglanmaktadir (26, 94). Giimiisiin spontan
iyon salabilme 6zelliginden otiirii, elektrik akimi uygulanmasa da saf glimiis metali
etrafinda zayif bir anti mikrobiyal etki zaten vardir. Giimiis anot uygulamasinda,
elektrot pozitif polarlandigl icin elektrot ylizeyinden serbestlesen iyon miktari
artmakta ve muhtemelen elektrik akiminin itici giictinden dolay1 da, serbestlesen
giimiis iyonlarinin bulunduklar1 ortamda daha uzaga ilerlemesi saglanmaktadir. Bu
durumda, glimiigiin anti mikrobiyal etkisi katlanarak artmaktadir. Uygulanan elektrik
akimi artirildiginda anti mikrobiyal etki bir yere kadar artmakta, ancak artan akim
miktariyla paralel bir artis gostermeyip 20 pA den yukarn ¢ikarilan akim
degerlerinde, anti mikrobiyal etkide bir artis olmamaktadir (sekil 1)
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Sekil 1: Glimiis anotun polarizasyon egrisi
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Bu olay, glimiis anot uygulamasinda elde edilen etkinin bir iyontoforez
olmadiginin kanitidir. Cilinkii iyontoforezde, artan akim miktartyla paralel olarak anti
mikrobiyal etkinin de artmasi beklenmektedir (120). Glimiis iyonunun elektrottan
ayrilmasindaki asil mekanizma diflizyondur ve pozitif kutuplu elektrik akimi
uygulamasi bu difiizyonu artirmaktadir.  Gilimiislin diger pek ¢ok metale gore
elektrot potansiyeli daha diistiiktiir. Bu da, diger metallere gére ¢cok daha diisiik akim
degerlerinde, daha fazla iyon emisyonuna izin vermesi ile sonuglanir. Gilimiis
elektrotlar 0.2 V ile kolaylikla polarlanabilirken, ayni polarlanma i¢in bakir, ¢inko,
celik ve titanyum 1.4 V’a ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle, giimiis metalinin elektrik
akimi ile kombine olarak biyolojik dokularda kullanilmasi diger metallerden ¢ok
daha giivenlidir. Ilk defa 1960 yilinda Becker tarafindan, canli dokuya elektrik akimi
uygulamasi tarif edilmistir. Calismalarinda, iyilesmekte olan yara dokusunda bir
akim olustugunu, yaranin iyilesmesini takiben de bu akimin yok oldugunu
gbzlemlemis ve buna “cilt bataryas1” adin1 vermistir (95). Bu ilk ¢calismay1 takip eden
diger c¢alismalarda, kroniklesen ya da iyilesmesi geciken yaralarda bu akimin
kayboldugu ya da azaldig1 gozlenmis, yara bolgesine disaridan akim uygulandiginda
ise iyilesmenin tekrar hizlandigi belirlenmistir (95-99). Giinliik sarj miktar1 2
coulomb’u gegmedigi siirece elektrik akiminin pozitif ve negatif kutuplarinin etkileri

sunlardir:
Negatif polarlanms giimiis metali (Ag-Katot)

1- Proteinler itilir, ¢linkii proteinler negatif yiikliidiir. Bu sayede onkotik
basing diiser, 6dem azalir.

2- Nekrotik dokuda lizis gozlenir.

3- Graniilasyon doku formasyonunun gelisimi hizlanir.

4- Lokal kan akiminda artis olur.

5- Fibroblast proliferasyonu artar (100)

6- Kollojen sentezi artar (100)

7- Epitelyum hiicreleri ve nétrofiller yara bdlgesine ¢ekilir (97)

8- Noral rejenerasyon hizlanir (101)

9- Osteoblastik aktivite artar (102-104)
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Pozitif polarlanmis giimiis metali (Ag-Anot)

1-  Epitelyal biiyiime ve organizasyon hizlanir.

2-  Vazokonstriiksiyon gelisir.

3-  Protein denatiirasyonu artar.

4-  Lipid peroksidasyonu engellenir.

5-  Mast hiicreleri itilir (98)

6-  Histamin salinimi azalir.

7-  Makrofajlar bolgeye cekilir.

8-  Antiviral (105), antibakteriyel (96, 99, 104), antifungal (106) ve
antitlimoraldir (107, 108)

9-  cAMP ve Prostoglandin E sentezi stimiile edilir.

10-  Osteolitiktir (109)

Glimiis anot ile saglanan anti bakteriyel etkinin bir 6zelligi de elektrik akimi
kesildikten ve hatta elektrotlar ortamdan uzaklastirildiktan haftalar sonra bile devam
etmesidir. Yapilan bir deneyde, saf bir giimiis tel elektrot olarak kullanilmis, 4 saat
boyunca 1 pA anodik dogru akimla polarlanmis ve elde edilen anti bakteriyel etki,
akimin kesilmesinden sonra 10 hafta kadar devam etmistir ve ¢calisma boyunca kiiltiir
vasat1 haftada 2 defa degistirilmistir (105). Bu deneyden de anlasilacagi iizere,

giimiis anot ile elde edilen anti bakteriyel etki uzun stire kalicidir.

Bir Petri kutusuna elektrotlar yerlestirilip bakteri iceren besi yeri dokiilse ve
elektrodlar bir dogru akim kaynagina baglanarak mikro amper (uA) diizeyinde akim
verilse, sadece 30-45 dakikalik bir akim uygulamasindan sonra bile anot etrafinda
bakterinin {iremedigi bir alan gdzlenmektedir. Inhibisyon zonu olarak da
tanimlanabilecek bu alanin ortalama genisligi 8-11 mm. dir (28, 110) ve akim
kesildikten sonra dahi yaklasitk 2 ay boyunca iireme olmamaktadir. Bu tiir
caligmalarda, besi yerinin Ozelliginin bozulmadan daha uzun siire saklanmasi
miimkiin olmadigindan etkinin “en az” 2 ay siirdiigii belirtilmektedir, belki de aslinda
cok daha uzun stirdiigii iddia edilebilir. Teorik olarak, bu uygulama i¢in agarda, doku
uygulamalar i¢inse uygulanan dokuda gilimiis iyonlar1 var olmaya devam edecegi

icin anti bakteriyel etkinin ¢ok daha uzun siire devam edecegi diisiiniilebilir. Tiim bu
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bilgiler 1s18inda, elektrik akiminin “glimiis anot” uygulamasinda mindr roliiniin
oldugu ve asil anti bakteriyel etkinin giimils iyonlarindan ve giimiis iyonlarinin
ortamdaki molekiillerle yaptig1 elektro kimyasal bilesiklerden kaynaklandig
sOylenebilir. Bu bilesiklerin ¢ok biiyiik bir kismi1 proteinat ve klorit komplekslerinden

olusmaktadir.

2.4. GUMUSUN ve GUMUS ANOTUN ANTIMIKROBIYAL ETKIi
MEKANIZMASI

Gilimiisiin, sadece proteinlere degil, bakteri DNA’sina ve bakteri RNA’sina
baglanma 6zelligi de vardir. Radyoaktif giimiis kullanilarak yapilan bir ¢alismada,
glimiisiin P. aeruginosa DNA’sina kovalent baglarla baglandigi ancak DNA’nin
yapisini degistirmedigi saptanmistir (111). Aym1 deneyde, giimiisiin ¢ok daha az
oranda olmakla birlikte bakteri RNA’sina ve diger komponentlere de baglandig
gosterilmistir. Hiicre i¢ine giren glimiis, bakterinin enerji metabolizmasini inhibe
eder. Siilfidril enzimlerini inaktive eder (19), Amino, imidazol, karboksil ve fosfat
gruplari ile bilesik yapar (19). Sonugcta; prokaryotlarda DNA replikasyonunu bozarak
mitozu engeller (19). Hiicre zarinin segici gegirgenligini bozarak hiicrenin sismesine
ve sonunda 6lmesine neden olur (112). Doku proteinleri ile reaksiyona girer, bu ise
proteolitik bakterilerin iiremesi i¢in gereken ortami bozar (112). Logaritmik iireme
fazindaki P.aeruginosa’nin DNA’sina baglanarak replikasyonu durdurur. E.coli’de,
glukoz, gliserol, fumarat, siiksinat, D-laktat ve L-laktat’'n oksidasyonunu
engelleyerek hiicrenin  oksidatif fosforilasyonunu ve dolayis1 ile ATP sentezini
etkiler (113). B-galactosidase enzimini inhibe eder ve bu sekilde solunum zincirini
durdurarak hiicre dliimiine neden olur (29). Glukoz, gliserol, fumarat, siiksinat, D ve
L-laktat oksitlenirken, serbest siilfidril gruplarin1 ve NADPH’1n oksidasyonu inhibe
olur (29, 113). Uygulanan elektrik akimi ise, bakteri hiicresinin membran
gecirgenligini artirarak hem ATP’nin hem de sitoplazmik igerigin hiicre digina
kagisina neden olmaktadir. Bu durumda bakteri metabolizmasi hizla kollabe olur
(114). Literatiirde giimiise direncli bakteri rapor edilse de, glimiis anot’a direngli bir

bakteri susu heniiz rapor edilmemistir.
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2.5. IMPLANT UZERINE GUMUS KAPLAMA YONTEMLERI
2.5.1. Elektrolitik Giimiis Kaplama Yontemi (Electroplating)
2.5.1.1. Klasik Yontemler

Elektrolitik metal kaplama yontemi, bir metali bagka bir metalle kaplamak
amaciyla kullanilan ilk yontemdir ve elektrik akiminin metal yiizeylerden iyonlari
itmesi ve ¢ekmesi prensibine dayanir. Uzeri baska bir metalle kaplanacak olan ana
metal, basit bir dogru akim kaynaginin negatif kutbuna baglanir ve bu elektrot
(katot), kaplanilmas1 diisiiniilen metalin (bizim c¢alismamizda bu metal glimiistiir)
tuzunu igeren bir sollisyona daldirilir. Anot olarak da tercihen yine kaplama metali
olarak belirlenen metal (6rnegin giimiis) se¢ilir. Kaplamanin olusum hizi ve kalinligs;
ortam 1s1s1, akim yogunlugu ve akim siiresi ile dogru orantilidir. Temel metalin
tizerine dogrudan giimiis kaplama yapmak c¢ok dayanikli kaplamalar elde edilmesini
engellemektedir. Bu nedenle ticari uygulamalarda, giimiis kaplama yapmak icin iki

tiir giimiis kaplama ¢ozeltisi kullanilir.

Ik ¢ozelti flash (strike) ¢dzeltisi ya da kisaca “flag” olarak adlandirilir. Bu
cozeltide glimiis derisimi olduk¢a azdir. Kaplanacak bir parca bu ¢dzeltiye
daldirildiginda, ortamda o kadar az giimiis iyonu vardir ki, daldirma sonucu glimiis
cok az kaplanir ya da hi¢ kaplanmaz. Cozeltinin i¢cinden bir akim gegtiginde, az

miktarda glimiis malzemeye kaplanir

Ikinci ¢ozelti normal giimiis kaplama ¢ozeltisidir. Bu banyo normal kaplama
derisiminde glimiis icerir ve bu banyoda parganin {lizerine kalin giimiis tabakalar

kaplanir. En yaygin olarak kullanilan ve en basit yontemdir.

Glimiis, cesitli glmiis tuzlari ve ilave bilesikler igceren birkag banyo
kullanilarak kaplanirken, ticari amacl kullanilan giimiis kaplama banyolar1 sadece
siyaniir banyolaridir.  Siyaniir ve giimiis iyonlar1 arasinda sekillenen kompleks
bilesikler dyle bir tabiata sahiptirler ki ¢ok az giimiis iyonlasir, bunun sonucu olarak
da kaplanan giimiis beyaz, kat1 ve yapisik olur. Giimiis, akim tarafindan ¢6zeltinin

disina ¢ikmaya zorlanirken, daha fazla giimilis iyonu olusur ve giimiis-siyaniir
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kompleksi, giimiis iyonlar1 i¢in bir depo gorevi gorerek onlarin yogun, siki bir
yapisikligi olan bir kaplama olusturmasina yetecek derecede iyonlagsmalarina izin

Verir.

2.5.1.2. Siyaniir icermeyen Yontemler

Yukarida bahsedilen siyaniirlii sistemlerin disinda, siyaniirsiiz kaplama
saglayan sistemler de vardir. Yakin zamanda gelistirilen ve satisa sunulan bu
sistemlerin en bilineni Silveron™dur. (Silveron AG-100 Wire Plating Application,
Rhom and Haas Electronic Materials L.L.C, USA). Asagidaki 1.tabloda uygulamanin
verileri, 2.tabloda ise 30 gram giimiis iceren 1 litre kaplama soliisyonu elde etmek

i¢cin gereken malzemeler belirtilmistir.

Tablo 1: SilveronTM AG-100 glimiis kaplama sistemi ile kaplama yapabilmek icin

gereken parametreler.

Parametre Aralik Optimum deger
Shipley Giimiis Soliisyonu 275 g/L 30-45 g/L Ag 30 g/L Ag
Ag

pH 9.5-10.0 9.8

Is1 20-40 °C 30°C
Katot akim degeri Max. 20 A/ dm”

Kaplama Hiz1 Max. 12 pm /dk
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Tablo 2: Silveron™ AG-100 giimiis kaplama sistemi ile kaplama yapabilmek igin

uygulanacak prosediirde kullanilacak malzemelerim miktarlari.

Gerekli Kimyasallar Hacim/Miktar
Deiyonize su 600 ml
Silveron AG-100 A 105 g
Potasyum Hidroksit 55¢g
Potasyum Nitrat 40¢g
Silveron AG-100 B 35¢g
Silveron AG-100 C 15 ml
Silveron AG-100 D 10 ml
Shipley Giimiis Soliisyonu 275 g/LL Ag 110 ml

Deiyonize su

1 litreye tamamlayacak

kadar

Prosediir (30 gram giimiis igeren 1 litre kaplama ¢dzeltisi elde etmek igin):

1- 20°C’deki temiz bir tankin igerisine 600 ml deiyonize su eklenir.

2- Silveron AG-100 A, Potasyum Hidroksit, Potasyum Nitrat ve Silveron

AG-100 B sirasiyla eklenir ve her biri tamamen ¢oziilene dek karistirilir.

3- Silveron-AG 100 C, Silveron AG-100 D, Shipley giimiis sollisyonu 275

g/ Ag eklenir ve karistirilmaya devam edilir.

4- pH kontrol edilerek “Solderon asit HC % 50” ya da Potasyum Hidroksit

soliisyonu eklemek suretiyle pH 9.8’e ayarlanir.

5- Cozelti hacmi 1 litre olana dek deiyonize su eklenir.

Calismamizda, siyaniir icermemesinden dolay1 Silveron ™ kullanimini uygun

gordiik. ik ¢alismalarimizda tiim kaplamalarimizi bu yontemle yaptik.
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2.5.2 Sol-Jel Yontemi

2.5.2.1 Genel Bilgiler

Sol-jel prosesi, diisiik sicakliklarda ve ¢ozelti ortaminda kimyasal tepkime
yoluyla anorganik yapilarin sentezlenmesidir. Bu tepkimenin en onemli 6zelligi s1vi
halden (¢ozelti veya kolloid ¢6zelti) kat1 hale (iki veya ¢ok fazl jel) gecis imkani
vermesidir. Sol-jel prosesinde, reaktif anorganik monomer veya oligomer
olusturacak herhangi bir baslangic malzemesi kullanilabilir (Sekil 2). Sol-jel
alanindaki c¢ogu c¢alismalarda baslangic maddeleri olarak M(OR), formundaki
alkoksitler (M: metal, n: degerlik, R: alkil, CxHj.1) kullanilmaktadir. Alkoksitler
uygun anorganik monomer kaynaklaridir ve bircok organik coziiciide ¢oziiniirler

(115).

Baslangic Reaktif
Malzemesi »| Monomer | Sol | Jel
Hidroliz Kondenzasyon Jelasyon
Farkli hizlara Farkli hizlara Ag yapisiin
sahip cesitli sahip cesitli yeniden
baslangic monomerler diizenlenmesi
malzemeleri

Sekil 2: Hidroliz, kondenzasyon ve hiz arasindaki bagintilar.

Sol-jel tepkime mekanizmalarinin ¢ogunun anlasilabilmesinde ge¢is metal
atomlarina kiyasla daha diisiik reaktiviteye sahip olan ve kontrollii ¢alisma imkani
verebilen silisyumlu sistemler esas alinmistir. Genelde, bir mineral asit (6rn. HCI)
veya baz (NHs;) katalizin varliginda dort fonksiyonlu silisyum alkoksit

monomerlerinin sentezinden silika jeller elde edilir.
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2.5.2.2 Sol-jel Prosesinin Kullanildig1 Kaplama Yontemleri

Sol-jel prosesinde, jellesme Oncesi akiskan sol veya c¢ozelti herhangi bir
ylizey iizerine boya sektoriinde yaygin olarak kullanilan daldirma, piiskiirtme,
dondiirme, akitma, serigrafik baski vb. kaplama teknikleriyle ince film seklinde
kaplanabilir. Fiziksel buhar biriktirme ve kimyasal buhar biriktirme gibi geleneksel
kaplama tekniklerine gore en Onemli avantajlar1 yiizeyde olusturulan kaplamanin
mikro yapisinin (gézenek boyutu ve hacmi, ylizey alan1 vb.) kontrol edilebilmesi ve

oda sartlarinda ¢alisabilmeye izin vermesidir.

2.5.2.3 Daldirma Yontemi ile Kaplama

Daldirma yontemi ile kaplama, homojen kaplamalarin elde edilmesinde
kullanilan ve en ¢ok bilinen kaplama yontemidir. Diiz camin sol-jel ¢ozeltisine
daldirip ardindan geri ¢ekilmesiyle cam yiizeyinde ince kaplamalar olusturulmasi

deneysel ve teorik olarak 30-40 yil 6nce Schroeder tarafindan incelenmistir.

Daldirma esnasinda alt malzemeye tutunan sivi film alt malzeme ile birlikte
kaplama ¢ozeltisinden digartya gekilir ve sivinin bir kismu kaplama ¢ozeltisine geri
akar. Ayn1 zamanda bu ¢ekis esnasinda ¢oziicli buharlasir ve ortaya cikan etkiler bir
dengeye ulagarak kaplama cekisi boyunca sabit kalinliga ulasir. Kaplama prosesi,
kaplama ¢ozeltisinin cam ya da metal ylizeyinde kondense jel olusturmasi ile baglar.
Kaplanmis camlar ya da metaller daha sonra uygun 1s1l islemler uygulanir. Isil islem

sirasinda cam ya da metal ile kaplama arasindaki tepkimeler devam eder (Sekil 3).

Daldirma Kaplama olusturmaCoziiciilerin uzaklagmast

Sekil 3: Daldirma yontemi
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Bu yontemin avantajlari:

1) Birislemle iki tarafli kaplama yapilabilmesi,
2) lyi derecede homojeniteye sahip kaplamalar elde edilmesi,

3) Cevreye kars1 iyi derecede kararliliga sahip kaplamalar elde edilmesi (dis

mekan kullanimi),
4) Kullanilan oksitlerdeki kimyasal cesitlilik,

5) Farkli sekillerdeki diiz pargaciklarin (gubuk, fiber, boru vb.) kolaylikla

kaplanabilmesidir.

Daldirma yonteminin avantajlarin  yaninda genis yiizeyler i¢in biiyiik
daldirma kaplarina ihtiya¢ duyulmasi ve fazla miktarda kaplama c¢ozeltisi

gerektirmesi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (116, 117).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. GUMUS KAPLI SPINAL iIMPLANTLAR iLE DiGER IMPLANTLARIN
IN VITRO VE IN ViVO KARSILASTIRILMASI

Sol-gel yontemi ile yapilan kaplamalarin bir dizi testten ge¢mesi gerekiyordu.
Oncelikle, daha énce yapilan elektrolitik giimiis kaplama ydntemindeki kaplamalar
kadar giiclii anti bakteriyel etkisinin olup olmadigi, elektrik akimi uygulamasina
verecegi cevap, fiziksel ve kimyasal dayanimi ve tabi ki biyo uyumlulugu ve

toksisitesinin test edilmesi gerekmekteydi. Bunun i¢in bir dizi deney planlanda.

3.1.1. Saf Giimiis Elektrotun ve Giimiis Icerikli Fiberlerin

Antimikrobiyal Ozelliklerinin Gosterilmesi (1. ¢calisma)
3.1. 1.1. Amagc:

Gilimiis anot uygulamasiin antibakteriyel ve anti fungal etkilerinin

gosterilerek, klinikte kullanilabilirliginin tartisilmasi.

3.1.1.2. Materyal ve Metod:

Ticari olarak temin edilen glimiis fiber igerikli pansuman materyalleri ve saf
glimiis metalleri anot ve katot elektrodu olarak kullanilmak iizere uygun ebatlarda
kesildi, mikroorganizmalarin glimiis iyonlarina veya giimiiglii preparatlara verdigi
dogal cevabr degerlendirmek icin ise elektrik akiminin uygulanmayacagr sham
elektrotlar hazirlandi. Tiim elektrotlar ilgili literatiirlerde belirtildigi sekilde Petri
kutulara vyerlestirildi. Once genel bir bakis acis1 saglayabilmek icin klinik
izolatlardan elde edilen E.coli, S.aureus ve C.albicans, S.epidermidis, P.aeruginosa,

K.pneumonia ve A.baumannii igeren besiyerleri  Petri kutularma  dokildd,
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elektrotlarin disarida kalan uglarina degisen siirelerle ve degisen degerlerde dogru
akim uygulanarak 37°C’de inkiibe edildi. Tiim veriler tablo 3’de ozetlendi. Bu
caligmayr takiben ayni sartlar altinda farkli mikroorganizmalarin glimiis anot
uygulamasma verdigi cevabi degerlendirmek i¢in, ilk c¢alismadan farkli klinik
izolatlardan elde edilen E.coli, S.aureus ve C.albicans birbirine paralel baglanmis
petri kutularinda, 8 saat boyunca 2,5 mikroamper dogru akim uygulanarak 37 °C’de
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi anot, katot ve sham elektrotlar ¢evresinde

gbzlenen inhibisyon zonlar1 degerlendirildi (tablo 4).

3.1.1.3. Sonuglar:

Tim anodik elektrotlarin etrafinda mikroorganizma iiremesinin olmadigi bir
inhibisyon zonu gozlemlendi (Resim 1). Baz1 bakterilerde sham ve / veya Kkatot
etrafinda da inhibisyon zonu oldugu ancak bunun bakteriye veya uygulanan akim
degerine spesifik bir sonug¢ olmadig1 goriildii (tablo 3). Ayni1 sartlarin saglanmasi igin
birbirine paralel baglanarak ayn1 akimin aym siireyle uygulandig1 2. calismamizda
ise katodik elektrotta, E.coli igeren besi yerinde inhibisyon zonu gozlemlenmezken

S.aureus ve C.albicans i¢eren besi yerlerinde belirgin inhibisyon zonu saptandi.

3.1.1.4. Karar:

Calismamiz, giimiis iyonlarinin bilinen antibakteriyel ve antifungal etkilerini
dogrularken elektrik akimi uygulamasi ile bu cevabin nasil degistirilebilecegini
gostermistir. Anodik uygulama giimiis iyonlarinin salinimini artirarak antimikrobiyal
etkiyi artirmakta, katodik uygulama, dogal iyon emisyonunu da azaltarak glimiis
iyonlarinin etkinligini azaltmaktadir. Sham elektrotlara verilen cevaplar ise mikro
organizmanin glimiise kars1 verdigi dogal cevabi yansitmaktadir. Bulgularimiz,
giimiis iyonu igeren yara bakimi {irlinlerinin elektrik akimi olmaksizin klinikte basi
yaralarina kars1 kullanilabilecegini, anodik akimla kombine edilerek bu etkinin

artirllabilecegini ancak katodik akimin uygun bir se¢im olmadigini gdstermistir. Bu

26



calismada kullanilan materyaller saf glimiis ve glimiis icerikli tekstil {irlinleri olup her

hangi bir kaplama yontemi igermemektedir.

Resim 1: Saf gimus anot (A) ve gumis igerikli pansuman materyalinin (Silveron ™ (B) zayif
elektrik akimi uygulandiginda gésterdikleri antibakteriyel etki. (Bakteri: Staf.epidermitis)
(k : katot, Ag: saf gimiss anot, S: giimusli pansuman materyali (anot), z: inhibisyon zonu)
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Tablo 3: Farkli mikroorganizmalarin, farkli elektrik akimi degerlerine ve farkl

uygulama stirelerine verdikleri farkli cevaplar

Deney Elektrot Microorganizma Zon Genigligi (mm) Akim Akim
Numarasi Tipi (CFU) Miktari(pA) Siiresi
Anot | Katot | Sham**
1 Silverlon A.baumannii 5 2 3 2,8 24 saat
3Bx10%
2 Silverlon C.albicans 3 0 0 2.0 24 saat
2x10%)
3 Silverlon E.coli 5 5 kullanilmad: 1.6 3 saat
(1x109)
4 Silverlon* | E.coli 3 0 0 22 24 saat
(5x10%)
5 Guimiis tel | E.coli 6 0 kullanilmadi 2.6 24 saat
2x10%)
6 Silverlon* | E.coli+ S.aureus (2 x 3 0 kullanilmadi 2.0 24 saat
10° CFU)
7 Silverlon* | K. pneumoniae 3 1 2 2.0 24 saat
4x10%
8 Silverlon* | P. aeruginosa 3 1 3 2.5 24 saat
3x10%)
9 Silverlon* | S.aureus 4 0 kullanilmad: 2.0 30
(1x109) dakika
10 Silverlon* | S.aureus 3 0 5 2.0 24 saat
(5x10%)
11 Glimis tel | S.epidermidis 4 0 0 4.6 1 saat
(1x10%)
12 Giimiis tel | S.epidermidis 4 0 0 4.6 24 saat
(3x10%
13 Giimiis tel | S.epidermidis 5 0 kullanilmad: 1.1 15
(1x10°% dakika
(*)  Silverlon; giimiis ve naylon (Silver-Nylon) iceren bir yara bakim iiriiniidiir. Icerigindeki

)

giimiisiin saflik derecesi yaklasik olarak % 91 dir. Calismada kullanilan giimiis tellerin ise
saflik derecesi yaklasik % 99’dur. Saflik derecesi, giimiisiin spontan emisyonunu engelleyen
bir faktordiir ve dolayisi ile emisyona ugrayan giimiis iyonu miktar1 azaldik¢a zon g¢ap1 da
azalmaktadir.

Sham; akim uygulanmayan giimiis elektrodu ifade etmektedir. Kullanim amaci,
mikroorganizmanin giimiise verdigi cevabi elektrik akimi olmaksizin degerlendirmektir.
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Farkli mikroorganizmalarin, farkli elektrik akimi degerlerine ve farklh

uygulama siirelerine verdikleri farkli cevaplar gosterilmektedir. Gilimiis anot

uygulamasma mutlaka cevap alindigina dikkat edin. Inhibisyon zonu genisligi

mikroorganizmanin ¢esidinden, akim degerinden ya da siiresinden bagimsizdir.

Tablo 4: Glimiis icerikli naylon fiberlerle yapilan ¢alismada, elektrodlar etrafinda

olusan inhibisyon zonlari goriilmektedir. Elektrot: Silverlon ™, Akim: 2.5

pA DC.
Mikroorganizma Zon Genisligi (mm)
Anot Katot Sham
MRSA (metisilin direngli S.aureus) 2.5 2.5 2.5
E.coli 3.5 0 1
C. albicans 3 1.5 0

3.1.2. Giimiis Kaph Implantlarin Saf Giimiis ile ve Normal Titanyum

Alasimh implantlarla Karsilastirilmasi (2. ¢calisma)

3.1.2.1. Amag:

Glimiis ile kaplanmis titanyum implantlarin anti bakteriyel etkilerinin, glimiis

kapli olmayan titanyum elektrotlarla ve saf glimiis elektrotlarla karsilastiriimasi.

3.1.2.2. Materyal ve Metod:

Klinigimizdeki bir dekiibit lilserinden izole edilen ve klinik olarak ¢oklu ilag

direnci oldugu saptanan S.aureus kullanilarak hazirlanan bakteri stok soliisyonu,

bakteri konsantrasyonu 1 x 10 6 CFU bakteri igerecek sekilde ayarlandi. Elektrolitik

giimils kaplama banyosu kullanilarak (Silveron™ AG 100) titanyum implantlar
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giimiisle kaplandi. Otoklavlanarak steril hale getirilen bu implantlara birer adet steril
bakir tel, kendi iizerine kivrilmak suretiyle, lehimsiz olarak tutturuldu. Steril petri
kutularina, birbirine paralel olacak sekilde yerlestirildi. Sogumakta olan, heniiz siv1
haldeki 40 cc besi yerine, besi yeri 1s1s1 30 °C ye geldiginde 10 cc bakteri soliisyonu
eklendi ve vortekslendi. Ug ayr1 petri kutusuna esit olarak bakteri ve besi yeri
karisim1 dokiilerek soguyup katilasincaya kadar beklendi. Petri kutularindan birincisi
anot olarak giimiis kapl titanyum implant ve katot olarak bakir tel igermekteydi.
Ikinci petri kutusu, anot olarak saf giimiis tel ve katot olarak da yine bakir tel
icermekteydi. Ugiincii petri kutusu ise anot olarak giimiis kapli olmayan titanyum
implant ve katot olarak da yine bir bakir tel igermekteydi. Glimiis anot ile ilgili
literatiir incelendiginde, katotta her hangi bir anti bakteriyel etki beklenmedigi igin,
katot elektrotunun cinsi dnemsizdir. Bu nedenle de bakir elektrot kullanilmistir. Bu
sekilde hazirlanan petri kutularindan digar1 ¢ikan bakir kablolar aracilig: ile {i¢ petri
kutusu birbirine paralel olarak baglandi ve 1,5 V pil ile ¢alisan bir dogru akim
kaynagina baglandi. Besi yerinin empedansi da 6lgiilerek ayarlanan direngler yardimi
ile tiim petri kutularina 2, 5 pA akim uygulandi. Akimin 2,5 pA seg¢ilmesinin 6zel bir
nedeni bulunmayp, literatiirde belirtilen 1-20 pA araliginda kalmak amaglandi. Iki
saat akim uygulandiktan sonra akim kesilerek petri kutular1 37 °C de 24 saat inkiibe

edildi.

3.1.2.3. Sonuglar:

Inkiibasyon sonras1 petri kutular1 incelendiginde sonuclar su sekilde idi:

1. petri kutusu, giimiis kapli titanyum implant (anot): 6 mm inhibisyon zonu.
2. petri kutusu, saf giimiis elektrot (anot): 6 mm inhibisyon zonu

3. petri kutusu, giimiis kaplanmamis titanyum implant (anot): inhibisyon

zonu yok.

Zon Olglimii, tek tarafli olarak yapildi ve elektrodun dis kenari ile zon siniri

arasindaki mesafe oOl¢iildii.
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3.1.2.4. Karar:

Olgiimler sonucunda giimiis kapli implantin anti bakteriyel etkisinin saf

giimiis elektrot kadar oldugu ve ayn1 amagla kullanilabilecegi saptandi.

3.1.3. Giimiis Kaph  Implantlarin  Antibakteriyel  Etkisinin
Konvansiyonel Titanyum Alasimhi Implantlarla Karsilagtirilmasi

(3. calisma)

Yapilan bu iki calismadan sonra, tavsanlar iizerinde bir ileri ¢alismanin

yapilmasi planlandi.
2.6.3.1. Amagc:

Glimiis kapl titanyum implantlarin ve zayif elektrik akiminin anti bakteriyel

etkisinin canli dokuda test edilmesi.

3.1.3.2. Materyal ve Metod:

Doksan alti adet standart titanyum vidanin (3 mm ¢apinda ve 20 mm
uzunlugunda) 48 adedi, ikinci g¢alismada anlatilan elektrolitik giimiis kaplama
banyosu (Silveron™ AG 100) kullanilarak giimiis ile kaplandi. Kalan 48 vidaya
kaplama yapilmadi. Her bir vidanin, tavsanin kemigine girecek kisminin yiizey alani
yaklagik olarak 1,84 cm’ olarak hesaplandi. Yapilan kaplamamin kalinhig 5-8 pm
olarak hesaplandi. Kaplamanin dayanikliligini test etmek ig¢in, bazi vidalar taze
koyun vertebrasina vidalanip tekrar ¢ikartilarak, 2. calismada anlatilan sekilde besi
yerinde test edildi. Vidalarin hala anti bakteriyel 6zellik gosterdigi, kaplamanin
styrilip dokiilmedigi gozlendi. Calismada kullanilmast planlanan Metisilin direngli
Stafilokokus aureus stok soliisyonu Ankara Unversitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon

Hastaliklar1 anabilim dalindan elde edildi ve + 4 °C de stoklanda.
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Yirmi dort adet Yeni Zelanda tavsani (10 haftalik ve ortalama 2250 gr
agirliginda), rastgele olarak 4 gruba ayrildi (Grup I, n=6; I1,n=6; III, n=6 ve IV, n=6).

Calisma, Ankara Universitesi Etik Kurulu tarafindan onaylandi.

Tavsanlar, ketamine hydrochloride (Pfizer, New York, NY, USA) ve 2%
xylazine hydrochloride (Bayer, Mannheim, Germany) kulanilarak saglanan
anestezinin yardimiyla opere edildi. Orta hatta yapilan vertikal bir insizyondan sonra
her iki iliak kanat ortaya konuldu ve her iki tarafa ikiser adet vida i¢in el matkabn ile
delikleri hazirlandi. Deliklerin ¢apt 2 mm ve derinlikleri 10 mm idi. Her bir vidanin
konulacagi delige 1 x 10° CFU bakteri ekildi. Elektrik akimi uygulanacak ve
uygulanmayacak gruplarda vidalara baglanan iyi izole edilmis kablolar, cerrahi

olarak kapatilan yaradan disar1 ¢ikartildi (Resim 2, 3).

Resim 3

Resim 2 ve 3: kullanilan vidalarin intraoperatif (resim 2) ve post operatif gérunttst (resim3) (v:
vida, (k: akim uygulanan kablo, e: ekartor)

Elektrik akim1 uygulanacak gruplarda kablolarin son uglar1 bir araya getirildi
ve  Ozel olarak hazirlanmis dogru akim kaynagimin pozitif ucuna baglandi. Bu
kaynak, 1,55 volt saat pili (317-SRS16SW; Sony Energytec, Fukushima, Japan) ile
caligmaktaydi ve tavsanin sirtinda, onun ulasamayacagi yerde kolaca muhafaza
edilebilmekteydi. Dogru akim kaynaginin negatif kutbu ise, devreyi tamamlamak

icin, tavsanin sirt cildine atilan bir metal siitura baglandi (katot elektrodun yiizey

32



alam 0,32 cm’ olarak hesaplandi). Elektrik akimi uygulanan gruplarda devreden
gecen akim 8 pA olacak sekilde ayarlandi. Operasyon sonrasinda, her bir tavsanin
direkt grafisi ¢ekilerek vida konumlar1 dogrulandi (Resim 3). Grup I’de, 8 pA dogru
akim ve giimilis kapli vidalar kullanilirken Grup II’de yine giimiis kaph vidalar
kullanildi ancak bu sefer elektrik akimi kullanilmadi. Grup III’de, yine 8 pA dogru
akim kullanildi ancak bu sefer kullanilan vidalar giimiisle kaplanmamisti. Grup
IV’de ise glimiisle kaplanmamis vidalar kullanilirken elektrik akimi uygulanmadi
(tablo 5). Bu asamada, iki elektrot arasindaki doku empedansi, iki terminal metodu
ile her bir denek i¢in ayr1 ayri Olciilerek ortalama degeri hesaplandi. Elektrik akimi
uygulanan gruplarda, akim siiresi giinde 2 saat ile sinirli tutuldu ve post op. ilk 3 giin
akim uygulandi. Devam eden sonraki 7 giin boyunca akim tekrar uygulanmadi.
Deneklere her hangi bir antibiyotik verilmedi. Onuncu giiniin sonunda, tiim denekler,
auricular ven yoluyla uygulanan 1 cc thiopental sodium yardimiyla sakrifiye edildi.
Cerrahi sterilizasyon kurallarina uyularak vidalar ¢ikartildi. Kemiklerdeki, vidalar ait
delikler, 10 cc steril serum fizyolojik ile yikandi, bu yikama suyundan 0,1 cc alinarak

yeni hazirlanmis Miieller-Hinton besi yerine ekildi.

Tablo 5: Tabloda gruplar, vida tiirleri ve elektriksel parametreler verilmistir. Sadece

1. ve 3. gruplara akim verilmistir (2 saat/giin)

Gruplar Vidalar Akim Siire Toplam Sarj Toplam Sarj
(mikroamper) | (dakika) (Amper/sn) Yogunlugu
(Clem?)
Ag-Ti | Ti
Grup I (n=6) 24 0 8 360 0.17 0.015
Grup II (n=6) 24 0 0 0 0 0
Grup III (n=6) 0 24 8 360 0.17 0.015
GruplV (n=6) 0 24 0 0 0 0

Ornekler, 37 °C de 48 saat inkiibe edildi. Bakteri kolonileri her bir vidadan
alinan Ornek icin ayr1 ayr1 hesaplandi ve CFU olarak rapor edildi. Her bir kiiltiir
plagmin safligi, plaklardan yapilan rastgele oOrneklemelerde Gram boyama ve
koagiilaz testi yapilarak dogrulandi. Gram pozitif, koagiilaz pozitif kok varlig

S.aureus olarak degerlendirildi. Kontaminasyon sliphesi olmayan durumlarda daha
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ileri incelemeye gerek duyulmadi. Her bir vida sahasini ayr1 ayri1 inceleyebilmek i¢in,
her bir iliak kemik tek bir vida deligi icerecek sekilde iki parcaya boliindii. Her bir
kemik pargasi, hemen % 10 formalin igerisine alindi ve % 20 formik asit ile
dekalsifiye edildi. Parafin kesitler, haematoxylin-eosin ile boyanarak 11k
mikroskobunda (Courtesy; Zeiss, Oberkochen, Germany) incelendi. Histopatolojik
inceleme, birbirinden bagimsiz iki ayri patolog tarafindan yapildi (Resim 4).
Inflamasyonun derecesi semikantitatif olarak belirlendi. Bu belirlemede, nétrofil
16kosit infiltrasyonunu, nekroz varligi ve yayginligi, devitealize kemik dokusu,
kemik iligi selliilaritesi, kemik dokudaki inflamasyon gibi parametreler dikkate

alindi.

[ ] ] ’

Resim 4: Deney gruplarina ait kemik doku ve komsu yumusak dokunun
histopatolojik goriintiisii. Grup I’e ait 6rnekte inflamasyon goriilmezken
(a) grup II’de 1liml1 inflamasyon mevcuttur (b). Giimiis kapli olmayan
vidalarin kullanildigi Grup III (c) ve IV (d)‘de ise ciddi inflamasyon

mevcuttu.

34



Veriler, Kruskal-Wallis varyant analiz testi kullanilarak degerlendirildi (118).
Multiple comparison test kullanilarak her bir grup bir digeri ile kiyaslandi. P

degerinin < 0.05 olmasi, istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

Cerrahi prosediir, tiim deneklerce kolay tolere edildi. Anot ve katot arasindaki
doku empedansi ortalama 74.4 kOhm olarak hesaplandi. Akim degereleri, her bir
denekte, uygulama siiresi oyunca diisme egilimi gosterdi. Bu durum, doku
proteinlerinin kondansatér gibi davranarak sarj olmalarina ve buna bagh olarak da
devrenin toplam direncini artirmalarina bagli bir durumdur. Uzun siireli akim
uygulamalarinda, kis siirelerle devrenin kutuplarimi degistirerek proteinleri desarj
etmek uygun yaklagimdir. Bizim ¢aligmamizda giinde 2 saat akim uyguladigimiz i¢in

boyle bir desarj prosediiriine gerek duyulmadi.

3.1.3.3. Sonuglar:

Grup I’de, ortalama bakteri sayis1 2.4 CFU, ortalama inflamatuar hiicre sayisi
3.0, kemik iligi selliilaritesi normaldi. Grup II’de, ortalama bakteri sayis1 76.0,
ortalama inflamatuar hiicre sayisi 3.0 ve kemik iligi selliilaritesi normal olmakla
birlikte minimal kemik dokusu inflamasyonu saptandi. Grup III’de, ortalama bakteri
sayis1 161.5 CFU, ortalama inflamatuar hiicre sayis1 10.29 olarak saptandi. Kemik
iligi selliilaritesi belirgin olarak artmist1 ve ciddi kemik dokusu inflamasyonu vardi.
Ayrica, iki denekte, kemik iliginde nekrotik degisiklikler saptandi. Grup IV’de,
ortalama bakteri sayis1 248.2 CFU, ortalama inflamatuar hiicre sayis1 13.0 olarak
saptandi. Bu son grupta, kemik iligi selliilaritesi ciddi olarak artmisti ve siddetli
kemik dokusu inflamasyonu ve eksuda formasyonu saptandi. Higbir grupta,
devitalize kemik dokusu veya yeni kemik dokusu olusumu gozlenmedi. Nekrotik
degisiklikler sadece Grup III’deki iki denekte birer vida deliginde gbzlendi. Coklu
kiyaslama (multipple comparison test) kullanilarak, her bir grup, bakteri sayisi
(bakteri sayisinin 300 CFU’dan fazla oldugu vidalarda bu sayis1 300 olarak alind1) ve
inflamatuar hiicre sayis1 acisindan diger gruplarla kiyaslandi. Grup 1 ve Grup II
arasinda, inflamatuar hiicre sayis1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark olmasa

da (p>0.05), diger tiim kiyaslamalarda anlamli farklilik saptand1 (p<0.001). Bakteri
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sayist Grup IV’de en yiiksekti ve en diigsiik bakteri sayist Grup I’de saptandi.
Ortalama bakteri sayilar1 bakimindan tiim gruplarin birbiri ile arasinda anlamli

farklilik bulundu (p<0.001).

Petri kutularinda yapilan in vitro dogrulama caligmasinda, giimiis kaplh
titanyum vida etrafinda, bir sinirdan digerine yapilan Sl¢limde 23 mm dlgiilen

inhibisyon zonu goézlendi (Resim 5). Aymi zon, giimiis kalpt olmayan vidada

gbzlenmedi (Resim 6).

Resim 5 ve 6: Giimis kapl titanyum implantin etrafinda net bir inhibisyon zonu gézlemlenirken (resim 5), ayni
zonun giimiis kaplanmayan titanyum implantta (resim 6) gézlenmedigine dikkat edin. (k: katot, Ag-Ti: Gumiis
kapli titanyum anot, Ti: Giimis kapli olmayan titanyum, 2: inhibisyon zonu) '

Akim uygulamadan yapilan ¢alismada ise ayni petri kabina birer adet giimiis
kapli olan ve olmayan vida konuldu. Giimiis kapli vidada inhibisyon zonu goriiliirken
normal titanyum vidada zon gozlenmedi (Resim 7). Zon sinirlart igerisinden alinan

mikrobiyolojik drneklerde ise lireme saptanmadi.
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Resim 7: Gumus kapl olmayan (Ti) ve gimus kapl olan (Ag) implantin ayni agarda ayni
bakteriye olan etkileri. GUmus kapl clmayan vidada inhibisyon zonunun (2) olmadi§ina ama
gumus kapl vidada belirgin bir inhibisyon zonu oldufuna dikkat edin.

3.1.3.4. Karar:

Yapilan bu calisma sonrasinda elde edilen veriler 1s18inda, giimiis kaph
titanyum vidalarin anti bakteriyel 6zellik gosterdigi saptanmis oldu (22). Ancak hala,
kullanilan kaplamanin biyo uyumlulugu, toksik olup olmadigi ve elekrik akimi
kullanilmadiginda nasil bir etkiye sahip oldugu gibi konular hakkinda ek ¢alismalara
ihtiya¢ duyulmaktaydi. Ayrica, bu ¢alisma sonrasinda giimiis anot ve glimiis kaplh

implantlarin avantajlar olsa da bazi dezavantajlara sahip oldugu da fark edildi.

Elektrolitik giimiis kaplama banyosu kullanilarak yapilan kaplamalarin
avantajlari:

1- Biyo uyumludur.
2- Antibakteriyeldir.

Elektrik akimui ile uyarildiginda glimiis salinimina izin vererek daha gii¢lii
antibakteriyel etki saglar.

4-  Elektrik akim1 uygulanmadan da antibakteriyel etki gosterir.
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Elektrolitik giimiis kaplama banyosu kullamlarak yapilan kaplamalarin

dezavantajlar:

1- Kaplama, mekanik olarak ¢ok dayanikli degildir.

2- Tekrarlayan otoklavlama islemleri sonrasinda kararma ve renk degisimi
olur.

3- Teoride, lizerindeki tiim giimiisiin salinimina izin verme potansiyeline
sahiptir.

4- Kaplamadaki giimiis miktar1 fazladir.

5- Vidalarin renk kodlar1 ve iizerinde yazan rakamlar, kaplamanin altinda
kaldig1 i¢in okunamaz.

6- Daha kalin kaplama ve daha instabil yapisi dolayisi ile arjiri riski

mevcuttur.

Diger taraftan, elektrik akimi uygulamasi klinige uyarlandiginda, devreden
gecen akim, devrenin empedansi, toplam sarj yiikii gibi parametrelerin l¢iilmesi ve
uygulama boyunca giivenlik sinirlari igerisinde oldugunun kontrol edilmesi temel
elektrik bilgisi ve 6zel ilgi gerektirdigi i¢in, her ndrosirurjyen tarafindan kolaylikla
uyum saglanamayabilecekti. Uygulamaya, bazi hastalarin psikolojik olarak direng
gosterecegi ve uygulamayr kabul etmeyecegi de goz Oniine alindiginda, elektrik
akimi uygulamasinin hekimin ve hastanin se¢imine birakilmasinin uygun olabilecegi

distiniildi.

Yukarida sayilan bu dezavantajlardan dolayi, alternatif bir kaplama yontemi

arayigina girilerek, kaplamalarin sol-jel yontemiyle yapilmasi konusunda karar

kilindi.
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3.1.4. Sol-Jel Yontemiyle Giimiis Kaplanan Vidalarin Besi Yerinde Test
Edilmesi (4. Calisma)

3.1.4.2. Amagc:

Sol-jel prosesi kullanilarak yapilmis kaplamalarla ilgili bu ilk calismada,
elektrik akimia yani “glimiis anot uygulamasina bu yeni kaplamanin verecegi

cevap arastirildi. Bu amagla, daha 6nceki glimiis anot ¢aligmasinda kullanilan metot

kullanildi.

3.1.4.2. Materyal ve Metod:
3.1.4.2.1. Vida secimi:

Bu amagla, standart titanyum pedikiil vidalar kullanildi. Imalat asamasindaki
6 X 45 mm ebadindaki 24 adet vida, poli aksiyel basliklar1 heniiz takilmamis
halleriyle temin edildi (Norm Medikal, Ankara). Vidalar iki esit gruba ayrildi (n=12),
ilk gruba sol-jel yontemiyle giimiis kaplanirken (bakiniz bir sonraki baslik) diger
gruptaki vidalara kaplama yapilmadi.. Tiim vidalara bakir kablolar1 6nceden baglandi

ve steril edildi.

3.1.4.2.2. Giimiis kaplama:

Kaplamalar, sol-jel prosesinin “daldirma teknigi” ile yapildi (119). Bunun
i¢in tiim vida ornekleri, daha 6nceden bu tiir kaplamalar yaptig1 bilinen bir merkeze
(Akdeniz Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii) gonderilerek, standart
yonteme uygun sekilde giimiis kaplanmasi saglandi. Ilk calisma igin % 10 giimiis
iceren soliisyonlar tercih edildi. Tiim vidalar, kaplama sonrasinda otoklavda steril

edildi ve deney giiniline dek bekletildi.
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3.1.4.2.3. Bakteri secimi:

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Klinigi’nden
saglanan ve klinik izolatlardan elde edildigi belirtilen E.coli ve S.aureus ile
hazirlanan bakteri stok soliisyonlar1 kullanildi. Bu iki bakterinin sec¢ilmesindeki ana
kriter, implant bagimli enfeksiyonlarda ve cerrahi sonrasi gelisen enfeksiyonlarda,

klinigimizde en fazla karsilasilan mikro organizmalar olmalariydi.

3.1.4.2.4. Bakteri Ekimi, Gruplarin Olusturulmasi ve Giimiis Anot

Uygulamasi

Sogumakta olan, sivi haldeki 120 cc Mueller Hinton besi yeri 60 cc’lik iki
esit erlene ayrildi. Bu erlenlerden ilkine 2 cc S.aureus soliisyonu digerine de 2 cc
E.coli soliisyonu eklendi. Bu soliisyonlar, yaklasik olarak 1 X 10 * CFU/cc bakteri
icermekteydi. On iki adet standart petri kutusu 6 sarli iki gruba ayrildi (I ve II).
Birinci gruba S.aureus, ikinci gruba da E.coli ekilmesi planlandi. Her bir grup da
kendi iginde 3 ayr1 gruba boliindii (Ia, n=2; Ib n=2; Ic, n=2 ve Ila, n=2; IIb, n=2 ve
Ilc, n=2). Grup I a (n=2) ve Grup II a’ya (n=2) giimiisle kaplanmamis standart
pedikiil vidalar1 konuldu. Grup Ib (n=2) ve Grup II b’ye (n=2) glimiis kaplh vidalar
konuldu. Grup I ¢ (n=2) ve Grup II c’ye (n=2) ise aym tiir bir ¢ift vida yerine birer
adet glimiis kapli olan ve olmayan vida konuldu, bu son grup, elektrik akimi
uygulanmayacak kontrol grubu olarak belirlendi. Bu sekilde yapilan diizenleme ile
ayni Petri kutusunda, ayn1 bakterinin elektrik akimi yoklugunda glimiis kapli olan ve
olmayan vidaya verdigi cevap kiyaslanabilecekti. Grup Ia, Ib ve Ic’ye S.aureus
igeren besi yerinden 10’ar cc eklenerek soguyup katilagmasi beklenildi. Grup Ila, IIb
ve Ilc’ye de E.coli iceren besi yerinden 10’ar cc dokiilerek soguyup katilagmasi
beklenildi. Ddokiilen besi yeri miktari, tim petri kutusunda yaklasik 3 mm bir
yiikseklik olusturmaktaydi. Vidalarin ¢apinin da 6 mm oldugu hatirlanirsa, besi
yerinin vidalarin tiim yilizeyini kaplamadigi goriilecektir. Besi yerleri katilastiktan
sonra kablolar seri halde bir devre olusturacak sekilde bir kalem pilin iki ucuna

baglanarak (Tablo 6) 48 saat boyunca 37°C de inkiibe edildi. Grup I ¢ (n=2) ve Grup
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IT c’ye (n=2) akim verilmedi. Devreden gecen akim 3,0 pA olarak olgiildi. (V:1,5

volt, R: 100 kOhm, empedans 400 kOhm, A: 3,0 pA)

Tablo 6: Calismadaki hi¢bir vidada inhibisyon zonu gozlnemedigine ancak buna
ragmen, giimiis kapli vidalardan aliman orneklerde bakteri iiremesi
olmadiginina dikkat edin. Bu ¢alisma, kullanilan giimiis kaplamalarin,
zon yapmasa da implant1 enfekte olmaktan korudugunu gostermesi
acgisindan 6nemli soniuglar vermistir.

Grup Alt Vida Bakteri Akim Zon Ureme
Grup
I a Ag S.aureus | 3,0 pA yok yok
b Ti S.aureus | 3,0 pA yok var
c Ag/Ti S.aureus 0 yok yok / var
II a Ag E.coli 3,0 pA yok yok
b Ti E.coli 3,0 uA yok var
c Ag/Ti E.coli 0 yok yok / var

3.1.4.3. Sonugclar:

Bu calismadan beklenilen sonug, glimiis anot uygulamasinin, daha 6nceki

calismalarda ve literatiirde oldugu gibi, anti bakteriyel etkiyi artirmasiydi. Ancak

calismada hicbir grupta anti bakteriyel etkinin bir ifadesi olan “inhibisyon zonu’na

rastlanilmadi. Teorik olarak basarili olmasi1 gereken bu prosediiriin neden basarisiz

oldugu, dahasi gergekten basarisiz olup olmadig1 acikliga kavusturulmaliydi. Bu

amagla, vidalar dikkatlice yerlerinden ¢ikartildi, 10 cc steril serum fizyolojik igeren

kaplara tek tek ve ayri ayri alinarak vortekslendi. Burada amag, vida tlizerindeki

bakterinin bu siviya gegmesini saglamakti. Islem sonrasinda her bir vidaya ait bu

sivilardan 1 cc alindi. Alinan bu 1 cc’lik 6rnek, 10 '6,10'5,10 '4,10'3 , 02 ve 107 lik

dilisyonlarda seyreltilerek steril agar plaklarinda tekrar kiiltiire edildi (37 °C, 48

saat). Sonuglar sasirtictydi. Cilinkii giimiis kapli vidalardan alinan Orneklerin hig
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birisinde lireme olmamisti. Oysa giimiis kapli olmayan vida drneklerinin tamaminda
ciddi iireme mevcuttu (ortalama 7 X 10 * CFU). Bu sonuglar yorumlandiginda,
giimiis kaplamanin anti bakteriyel oldugu ancak elektrik uyarisi ile etkisinin
artmadigr sonucuna varildi. Normal sartlarda, saf giimiis elektrotlarla ya da
elektrolitik giimiis kaplama banyosu kullanilarak yapilan kaplamalarda, elektrik
akimi uygulamasi olmasa bile, uygulama yapilan gruptan daha dar olmak sart1 ile
yine de bir inhibisyon sonu goézlemlendigi bilinmektedir (2, 4, 112). Bu olayin
sebebi, hi¢ bir stimulus gerektirmeden elektrot yiizeyinden ortama yayilan aktif
giimiis iyonlaridir (24, 26, 27). Bu calismada dikkat ¢eken bir diger nokta da, bdyle
bir zonun olmayis1 idi. Oysa anti bakteriyel etki saglanmigti. Bu durumun tek
aciklamasi, sol-gel yontemi ile yapilan giimiis kaplamalarin igerisindeki glimiisiin
spontan olarak salinmamasi yani komsu agar ortamina gegen giimiis iyonu olmamasi
idi. Vida ile temas halindeki bakteri {lizerine bakterisid etkisi vardi ancak hemen
yakinindaki besi yerinde ayni etkiyi gdstermemekteydi. Ilk bakista, elektrolitik
giimiis kaplama yontemine kiyasala daha zayif bir etki gibi goriinse de arjiri riskinin
sirf bu nedenle daha diisiik oldugu fark edildi. Uygulamada fark edilen bir diger
sonug ise, elektrik akimi uygulamasinin, sol-jel prosesiyle kaplanilan vidalarda

gerekli olmamasi idi. Bu durum, klinik kullanimda kolaylik saglayacakti.

3.1.4.4. Karar:

Sol-jel yontemi ile yapilan giimiis kaplamalarin anti bakteriyel etkisinin
tatmin edici boyutta olduguna karar verildi. Ancak, bu ¢aligmada, anti bakteriyel
etkiyi garantiye almak icin % 10 giimiis iceren sollisyonlar kullanilmisti. Bu glimiis
miktarinin kullanilabilecek en diisiik deger olup olmadigini anlayabilmek i¢in bir dizi

ek calisma planlandi.
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3.1.5. Sol-Jel Yontemiyle Yapilan Kaplamalarda Miimkiin Olan En

Diisiik Giimiis Konsantrasyonunun Belirlenmesi (5. calisma)
3.1.5.1. Amag:

Bu c¢alismada amag, yapilacak kaplamalardaki en diisii ve en etkili glimiis

miktarinin belirlenmesi idi.

3.1.5.2. Materyal ve Metod:

Boliim 2.5.2°de anlatilan sol-jel prosediirii uygulanarak, kare seklinde
titanyum plakalar ve 30 mm c¢apinda silindir seklinde titanyum bloklar farkli
konsantrasyonlarda (% 2,5 ve % 5 lik cozeltiler) glimiis iceren soliisyonlar
kullanilarak glimiis ile kaplandi. Calismada {ic ayr1 test yontemi kullanildi.

Calismanin Ozeti asagida verilmistir.

I. test yontemi: Bu yontemde kati besi yerleri iizerine bakteri ekimi

yapilarak, giimiis kaplanmus érnekler petri kutularina yerlestirildi. Ornekler, 37°C de

12 saat inkiibe edildikten sonra plakalar yilizeylerden alinarak Petri kutularinin
fotograflar ¢ekildi (Resim 9, 10).

Resim 9: % 5’lik soliisyonla kaplama Resim 10: %2.5’luk soliisyonla kaplama
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II. Test Yontemi: Bu yontemde, bakteri ekimi, ilk ¢alismanin aksine, Petri
kutularma dokiilmiis agar plaklarina degil, dogrudan kaplanmis ve kaplama
yapilmamis plakalar iizerine yapildi. Kaplamadaki giimiisiin ve kaplama yapilmayan
grupta da titanyumun bakteri ile temasinin ve eger olacaksa etkilesiminin saglanmasi
icin 15 dakika beklenildi. 15 dakika sonra plakalardaki bakteri sayisinin tespiti igin
plakalar agar iizerine kapatildi. Bu sefer de, plakalardaki canli bakterilerin agara

gecmesi amagclanarak 15 dakika daha beklenildi. Bu siire sonunda plakalar agar

ylizeyinden alinarak petri kutular1 37°C de 24 saat inkiibe edildi ve fotograflari
cekildi (Resim 11, 12).

Resim 11: Kaplama yapilmamis plaka. Resim 12: Giimiis kapl plaka (% 2.5)

III. Test Yontemi: Bu son calismada ise, kare seklinde plakalar yerine 30
mm ¢apinda titanyum silindirler kullanildi. Sol-jel yontemiyle, daha 6nce belirtildigi
sekilde kaplamalar1 yapildi ancak bu sefer, disklerin yiizeyinin sadece bir yarisi
kaplanirken, diger yaris1 giimiisle kaplanmadi. Diskler, steril agar iceren steril Petri
kutularma yerlestirildi ve hem disklerin {izerine hem de agara bakteri ekim yapildu.
Yine 37°C de 24 saatlik inkiibasyonun ardindan Petri kutularindaki agarin ve
titanyum disklerin fotograflar1 ¢ekildi (Resim 13).
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Resim 13: Sag yaris1 glimiis ile kaplanmig titanyum silindir.

3.1.5.3. Sonugclar:

I.test yontemi: Plakalar kaldirildiginda, agarin giimiis kaplh plakalara temas
eden boliimlerinde liremenin olmadigr gozlendi. Hem % 2,5 hem de % 5 lik
cozeltilerle hazirlanan kaplamalarin, ayn1 antibakteriyel etki gosterdigi belirlendi. Bu
sonug, en diisilk konsantrasyonu belirlemede bir fikir olusturdu. Atibakteriyel etki

saglamak i¢in %2,5 luk soliisyonla hazirlanan kaplamalar yeterli gibi gériinmekteydi.

Il.test yontemi: Giimiis kapli olmayan plakalarin kapatildig petri kutularinda
bakteri tiremesi oldugu, ancak, giimiis kapli plakalarin kapatildig1 petri kutularinda

hi¢ tiremenin olmadig1 gozlendi.

Bu sonuglar, % 2,5 glimiis iceren sollisyonlarla yapilan kaplamalarda,
kaplama yapilmig yiizeye, bakterinin sadece 15 dakikalik temasinin bile

antibakteriyel etki i¢in yeterli oldugunu gostermistir.
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IIl.test yontemi: Ayni titanyum silindirin giimiis kapl olan yarisinda bakteri
tiremesi yokken, kaplamanin olmadigi diger yarisinda zemindeki agar yiizeyinde
oldugu kadar bakteri liremesi mevcuttur. Bu son calisma, giimiisiin antibakteriyel
etkisinin varligin1 oldugu kadar, titanyumun antibakteriyel etkisinin yoklugunu da

gorsel olarak ayn1 karede ortaya koydugu i¢in dnemlidir.

3.1.5.4. Karar:

Tiim bu testler sonrasinda, % 2,5 luk soliisyonla yapilan kaplamalarin, % 5
lik ve % 10 luk soliisyonlarla (bakiniz 5. ¢aligma) yapilan kaplamalardan farkli
olmadigin1 géstermistir. Bu nedenle, fazla glimiis kullanarak arjiri riskini artirmamak
icin en diisiik glimiis konsantrasyonu olan % 2,5’luk soliisyonla yapilan kaplamalarin
bundan sonraki uygulamalarda secilmesine karar verildi. Bu caligma sonrasinda
alinan bir diger karar ise, elektrik akimi uygulamasinin bu prosediirde gerekli bir

komponent olmadig: seklindeydi.

3.1.6. Sol-Jel Yoéntemi fle Yapilan Kaplamalarin Antibakteriyel
Etkisinin Elektrik Akimn Olmaksizin Test Edilmesi (6.Calisma)

3.1.6.1. Amac:

Bu c¢alismada amag, daha 6nce in vitro olarak anti bakteriyel 6zellikleri
tarafimizca ispatlanan giimiis kapl vertebra implantlarinin bu etkisinin elektrik akimi

kullanilmayan bir hayvan modelinde test etmek idi.

3.1.6.2. Materyal ve Metod:

Kirk sekiz adet standart titanyum vidanin (2 mm ¢apinda ve 8 mm
uzunlugunda) 24 adedi, daha dnce anlatilan Sol-jel yontemi kullanilarak giimiis ile

kaplandi. Diger 24 vidaya kaplama yapilmadi. Calismada kullanilmasi planlanan

46



Metisilin Direngli Stafilokokus aureus stok soliisyonu Ankara Unversitesi Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji anabilim dalindan elde edildi ve + 4 °C de stoklandi. Bu
caligmada Ozellikle biyofilm yapma kapasitesi olan suslar se¢ildi. Bakteri se¢imi su

sekilde yapildi:

Ibn-i Sina hastanesinin farkli kliniklerinde yatmakta olan hastalardan izole
edilen 20 S.aureus O0rnegi alindi. Bakterilerin S.aureus olduklar1 klasik yontemlerle
belirlendi (Gram boyamadaki morfolojileri, katalaz ve DNAz iiretimi) ve pihtilagsma
faktorii tiretimi ve protein A’ya kars1 poliklonal IgG antikoru ve kapsiiler polisakkarit
olusturabilmelerine bakilarak dogrulandi (Staphytec test; Oxoid Ltd. Basingstoke,
Hampshire, England) Metisilin direnci, PCR ile MecA genine bakilarak belirlendi ve
klasik metod olan oxacillin disk difiizyon testi ile dogrulandi. Metisilin duyarh ve
direncli suslarin standart kontrolleri i¢in ise sirasiyla S. aureus ATCC 25923 ve S.

aureus ATCC 700699 (Mu50) suslar1 kullanildi.

Triptik soy agar kullanilarak bu bakterilerin glokoz’dan slime faktor liretme
yeteneklerine bakildi. Bunun i¢in ise tiip yapigsma metodu kullanildi (121). Yapilan
testin sonucunda suglar slime faktor tiretim seviyelerine gore 1+, 2+, 3+ ve 4+ olarak

siralandi. Calismaya sadece 4+ oldugu belirlenen suslar dahil edildi.

Yirmi dort adet Yeni Zelanda tavsani (12 haftalik ve ortalama 2500 gr
agirhiginda), rastgele olarak 3 gruba ayrildi. (Grup I, n=10; Grup II, n=10; ve Grup
III, n=4). Grup I: giimiis kaph vida ve bakteri, Grup II: titanyum vida, Grup III: vida
olmaksizin bakteri igerecek sekilde planlandi. Calisma, Ankara Universitesi Hayvan

Etik Kurulu tarafindan onaylandi.

Tavsanlar, ketamine hydrochloride (Pfizer, New York, NY, USA) ve 2%
xylazine hydrochloride (Bayer, Mannheim, Germany) kulanilarak saglanan
anestezinin yardimiyla opere edildi. Orta hatta yapilan vertikal bir insizyondan sonra
her iki iliak kanat ortaya konuldu ve her iki tarafa birer adet vida i¢in el matkabi ile
delikleri hazirlandi. Deliklerin ¢ap1 2 mm ve derinlikleri 8 mm idi. Her bir vidanin
konulacag1 delige 1 x 10> CFU bakteri ekildi. Deneklere her hangi bir antibiyotik
verilmedi. Yirmisekizinci giiniin sonunda, tiim denekler, auricular ven yoluyla

uygulanan 1 cc thiopental sodium yardimiyla sakrifiye edildi. Cerrahi sterilizasyon
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kurallarina uyularak vidalarin bulunduklar1 kemikler 1 x 1 x 1 cm boyutunda kiipler
seklinde cikartildi, takiben vidalar bu kemiklerden ¢ikartildi. Cikarilan vidalar ve
vida deligi i¢eren kemikler uygun sekilde kodlanarak, ayri ayri steril tiiplere alindi,
her tiiplin igerisine 2 cc steril serum fizyolojik eklendi, tiim tiipler bekletilmeden
laboratuara gonderildi. Laboratuara gonderilen, i¢inde kemik veya vida olan tiipler
vortex ile 1 dakika kanstirildiktan sonra, suspansiyonlardan 100’er mikrolitre
almarak 1:10, 1:100 ve 1:1000 sulandirim i¢in esit hacimde tamponize fosfat
bulunan 3’er tiipe arka arkaya aktarildi ve her bir sulandirimdan 100’er mikrolitre
ayr1 ayr1 kanli ve adi agar besi yerine ekilerek tek koloni diisiiriildii, 24 saat ve 48
saat sonra koloni sayimi yapildi. Bakteri kolonileri her bir vidadan ve kemikten
aliman 6rnek i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi ve CFU olarak rapor edildi. Her bir kiiltiir
plagmin safligi, plaklardan yapilan rastgele oOrneklemelerde Gram boyama ve
koagiilaz testi yapilarak dogrulandi. Gram pozitif, koagiilaz pozitif kok varlig
S.aureus olarak degerlendirildi. Kontaminasyon siiphesi olmayan durumlarda daha
ileri incelemeye gerek duyulmadi. Veriler, Kruskal-Wallis varyant analiz testi
kullanilarak degerlendirildi (118). Multiple comparison test kullanilarak her bir grup
bir digeri ile kiyaslandi. P degerinin < 0.05 olmasi, istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.

3.1.6.3. Sonugclar:

Grup I’de, daha 6nceki ¢alismalardan da beklenildigi gibi hi¢ ireme olmadi.
Grup II’deki 10 tavsana ait 20 vida’nin 16’sinda (%80) ve 20 kemik parcasinin
18’inde (%90) bakteri liremesi saptandi (60-2200 koloni / ml). Grup III’deki
tavsanlardan ¢ikartilan 8 vidanin 6’sinda (%75) kemik parcasinin 7’inde (%387,5)
bakteri itiremesi saptandi (84-2320 koloni / ml). Tiim veriler istatistiksel olarak
incelendi glimiis kapli vidalarin kullanildig1 grup ile diger iki grup arasinda anlaml

fark saptandi (p<0,001).
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3.1.6.4. Karar:

Grup I ve Grup III’de bakteri iiremesinin teorik olarak % 100 olmasi
beklenirken %75-90 arasinda saptanmasi, bazi deneklerin immdiin sistemlerinin mikro
organizmayla olan yarigta baskin geldigi ve enfeksiyon olusumunu engelledigi

seklinde yorumlandi.

Yapilan bu caligma sonrasinda elde edilen veriler 1518inda, giimiis kaph
titanyum vidalarin elektrik akimi kullanilmasa da, tipki in vitro deneylerde oldugu
gibi in vivo deneylerde de anti bakteriyel 6zellik gosterdigi saptanmis oldu. Bundan
sonraki planlarin, “sol-gel yontemi ile yapilan kaplamalarin elektrik akim

uygulanmaksizin kullanilmas1” {izerine kurulmasina karar verildi.

3.1.8. Giimiis Kaph Implant Kullanilan Deney Hayvanlarinin Viicut
Sivilarinda ve Bazi Onemli Dokularinda Giimiis Miktarinin Belirlenmesi

(7. CALISMA)
3.1.7.1. Amagc:

Bu calismada, implant bagimli enfeksiyonlarin azaltilmasi amaci ile
gelistirilen glimiis kapl vertebral implantlarin, igcerdikleri glimiis iyonlar1 nedeni ile
viicut sivilar1 ve bazi Onemli dokularda glimiis birikimi yapip yapmadiginin

incelenmesi amaglandi.

3.1.7.2. Materyal ve Metod

Bu calisma i¢in, bir 6nceki calismada Grup I’i ve Grup II’yi olusturan 20 adet
beyaz Yeni Zelanda tavsanindan elde edilen dokular (bobrek, karaciger, beyin,
kornea) ve periyodik olarak (operasyon sonrasi 0. giin, 7. glin, 14. glin, 21. giin ve

28. giinlerde) alinan kan ve idrar 6rnekleri kullanildi.
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3.1.7.2.1. Plazma ve Idrarda Giimiis Tayini

Serum ve idrar 6rneklerinden 0,250 ml alinarak 5 ml  %?2’lik nitrik asit ile
1/5 oraninda diliie edildi. Bu sekilde hazirlanan numuneler Perkin-Elmer Aanalyst
800 Atomik Absorbsiyon spektrofotometresinde 2,5; 5,0; 7,5 ve 10 mikrogram/L’lik
standartlara kars1 okunarak giimiis konsantrasyonlar1 belirlendi. Maliyeti diislirmek
amaci ile oncelikle giimiis miktarinin en fazla olacagi 6n goriilen 28. giine ait
numuneler ve bazal degeri saptamak i¢in operasyon Oncesi alinan numuneler

calisild.

3.1.7.2.2. Karaciger, Bobrek, Beyin, ve Kornea Orneklerinde Giimiis

Tayini

Sakrifikasyon sonrasi (28. giin) alinan karaciger, bobrek, beyin ve kornea
orneklerinden 100’er mg. alindi. Saf nitrik asit ile karistirilarak Berghof MWS-2
mikrodalga parcalama sistemi kullanilarak parcalandi ve deiyonize su ile diliie
edildi. Hazirlanan numuneler Perkin-Elmer Aanalyst 800 Atomik Absorbsiyon
spektrofotometresinde, grafit firin1 kullanilarak, 2,5; 5,0; 7,5 ve 10 mikrogram/kg’lik
standartlara karst okunarak giimiis konsantrasyonlar: belirlendi. Serum ve idrar
analizinde oldugu gibi, maliyeti diisiirmek amaci ile 6ncelikle giimiis miktarinin en
fazla olacagi 6n goriilen 28. gline ait numuneler ve bazal degeri saptamak igin

operasyon Oncesi alinan numuneler ¢alisildi.

Glimiis itrahi, genel olarak renal yolla oldugu igin bdbrek dokusunun;
detoksifiksyonda gorevli temel organ olmasi nedeni ile karacigerin; literatiirde
giimiisiin en c¢ok biriktigi bolge oldugu bilindigi i¢in korneanin ve uygulanmasi
amaclanan bolgenin merkezi sinir sistemi ile yakin iligkisi dolays: ile de beyin

dokusunun giimiis birikimi acisindan incelenmesi planlandi.
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3.1.7.3. Sonuclar

Plazma ve idrarda, c¢alisilan tiim numunelerde giimiis miktar1 0,005
absorbans’da < 0,125 mikrogram/L olarak belirlendi. Operasyon Oncesi alinan
oneklerle operasyondan 28 giin sonra alinan ornekler arasinda fark saptanmadi.
Olgiilen tiim degerler, 5 pug /L’nin altinda oldugu igin giivenli kabul edildi ve daha

onceki tarihlerde alinan numunelerde giimiis tayini yapilmadi.

Caligilan tim doku numunelerinde glimiis miktar1 0,005 absorbans’da <0,125
ug /L olarak belirlendi. Operasyon Oncesi alinan oneklerle operasyondan 28 giin
sonra alinan ornekler arasinda fark saptanmadi. Degerler, 5 pg/kg’nin altinda oldugu
i¢in giivenli kabul edildi ve daha onceki tarihlerde alinan numunelerde giimiis tayini

yapilmadi (insan i¢in normal kan giimiis seviyesinin 0-5 pg /L oldugu bilinmektedir

(122)).

3.1.7.4. Karar

Alman sonuglar, kullanilan giimiis kaplamali implantlardan canli dokuya her
hangi bir giimils salimimi olmadigim1 ya da mevcut salinimin saptanamayacak
degerde oldugunu gostermektedir. Giimiisiin bilinen dogal itrah yolu olan idrarda
dahi giimiise rastlanilmamasi, serumda degerinin artmamasi ve segilen dokularda

giimiise rastlanilmamasi, yontemin giivenli bir yontem oldugunu gostermektedir.

3.1.8. Dokularda Histopatolojik Olarak Giimiis Aranmasi (8. calisma)
3.1.8.1. Amacg

Bu calismada giimiis kapli implantlara maruz kalmis deneklerin glimiis
birikimi olmasi muhtemel bazi hayati organ ve dokularinin 151k mikroskopunda

incelenmesi amaglandi.
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3.1.8.2. Materyal —metod

Bu calisma i¢in, 6.calisma’da Grup I ve Grup II’yi olusturan 20 adet beyaz
Yeni Zelanda tavsanindan elde edilen dokular (bobrek, karaciger, beyin, kornea)
kullanildi. Sakrifikasyondan hemen sonra taze doku Ornekleri alinarak %10’luk
formalin igerisinde fixe edildi. Parafine gomiilii 5 pm kalinliginda seri doku 6rnekleri
haematoxylin-eosin (H&E) ile boyandi ve glimiis birikimi, hiicresel sisme ya da
nekroz varlig1 agisindan 151k mikroskobu altinda birbirinden bagimsiz 2 ayr1 patolog

tarafindan incelendi (Resim 14, 15, 16, 17).

Resim 14: (&) Gumiis kapl implant kullanilan gruba ait denek’in renal dokusu. Glomeriiler ve tiibiiler
yapinin nomal yapida oldugu gériilmektedir. Ornekte, metal birikimini isaret edecek her hangi bir
birikim de goriilmemktedir. Hematoksilen & Eozin x 200. (B) Ayni bobrege ait kesitin daha biiyiik
bilytitmesi (x 400)
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Resim 15: (A) Gumus kaplh implant kullanilan gruba it denek'in glial dokusu. Dokunun
tamamen normal oldugu garilmektedir. Gumuge ait olabilecek metalik depozit
gérulmemektedir. Hematoksilen & Eozin x200 (B) Ayni dokunun daha buyiik buyitmesi (x
400)

Resim 16: (A) Gumils kapl implant kullanilan gruba ait denek'in karaciger dokusu. Dokunun
histolojik olarak normal karaciger dokusu gérinimide oldugu gérilmektedir. Hematoksilen &
Eozin x 200. (B) Ayni dokunun daha buytk buyutmesi. Gimus depoztine dair bulguya bu
ormekte de rastlanilmadi. (x 400)
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Resim 17: (A) Gumis kaph implant kullanilan gruba ait denek'in kornea dokusu. Dokunun
histopatolojik alarak normal gériinimde oldugu gériimektedir. Hematoksilen & Eozin x
200. (B) Ayni dokunun daha blyik bluyitmesi. Gumls depoziti lehine
yorumlanabilecek her hangi bir birikim ya da yabaci cisim reaksiyonu gérilmemektedir
(x 400).

3.1.8.3. Sonuclar

Yukaridaki resimlerden de anlagilabilecegi gibi, glimiis kapli implantlara
maruz kalan deneklerin hig birisine ait bobrek, karaciger, beyin ve kornea dokusunda
giimiis birikimi lehine yorumlanacak bulguya rastlanilmadi. Incelenen tiin dokular,

histopatolojik olarak “normal doku” o6zellikleri gostermekteydi.

3.1.8.4. Karar

Bu bulgular, sol-jel yonteminin zararsiz ve giivenli bir yontem oldugunu, her

hangi bir doku hasar1 yapmadigini histopatolojik olarak ortaya koymustur.
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3.1.9. Elektron Mikroskop Calismasi (9. calisma)

3.1.9.1. Amacg

Bu caligmada, sol-jel yontemi ile giimiis kaplanan vertebral implantlarin
biyofilm olusumuna kars1 direnglerinin ve giimiise maruz kalan bazi hayati organ ve

dokularin ultrastriiktiirel degisikliklerinin incelenmesi amaclandi.

3.1.9.2. Materyal ve Metod

Bu calisma i¢in, 6.calisma’da Grup I ve Grup II’yi olusturan 20 adet beyaz
Yeni Zelanda tavsanindan elde edilen 40 adet vida (20 adet giimiis kapl ve 20 adet

normal titanyum vida) ve 40 adet kemik dokusu kullanildi.

3.1.9.2.1. Transmission Elektron Mikroskop Calismasi1 (TEM)

Alinan doku 6rnekleri % 2,5’lik gluteraldehit ¢ozeltisi i¢cinde 24 saat siire ile
fikse edildi. Daha sonra 6rnekler pH’1 7,4 olan SPB (Sorenson’s Phosphate Buffer)
tampon ¢ozeltisi ile yikandi ve %]1°lik osmium tetroksit ¢ozeltisi ile post-fiksasyon
islemi uygulandi. Bu islemi takiben Ornekler tekrar SPB tampon c¢ozeltisi ile
yikanarak dehidratasyon asamasina kadar gelindi. Dehidratasyon islemi diisiikten
yiiksege dogru degisen alkol konsantrasyonlarinda (% 25, % 50, % 75 ve saf alkol)
gerceklestirildi ve daha sonra ornekler iki kez propilen oksit ile yikanarak gémme
islemi hazirlik asamalarima baslandi. Gomme islemine hazirlik isleminin ilk
asamasinda 1/1 oraninda propilen oksit ve epoksi rezin gomme materyali
karigtirilarak ornekler bu karisimin igerisinde 1 saat siireyle bekletildi ve 1 saatin
sonunda bu karigimin iizerine ayni miktarda epoksi rezin gomme materyali ilave
edilerek karisimin oranmi1 1/3’e ¢ikarildi. Bu islemi takiben 6rnekler 1 gece boyunca
rotatorda bekletildi ve gomme islemine hazirlik asamasi bu sekilde sonlandi. Bunu
takiben epoksi rezin gomme materyaline plastik kapsiiller kullanilarak gomiilen

ornekler 48 saat siire ile 60 derece sicakliktaki etiivde bekletildi. 48 saatin sonunda
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ornekler etiivden alindi ve LKB Nova (Isve¢) marka ultramikrotom cihaz1 ile
orneklerin yar1 ince kesitleri alindi, 2 um kalinliktaki bu kesitler metilen mavisi ile
boyand1 ve 151k mikroskop altinda incelenerek ince kesit alinacak sahalarin tespit
edilmesi saglandi. Ince kesit alinacak sahalar doku yiizeyinin trimlenmesi ile
transmisyon elektron mikroskobik kesit alinabilecek doku yiizeyi biiyiikligi elde
edildi. Bunu takiben, orneklerin yaklagik 60 nm kalinlikta olan ince kesitleri ayni
ultramikrotom ile alindi. Alinan ince kesitler {iranil asetat ve kursun sitrat boyalari ile
cift kontrastlama yontemiyle boyandiktan sonra Jeol JEM 1400 (Japonya) marka
transmisyon elektron mikroskop ile incelendi. Orneklerin fotograflari elektron

mikroskobun Orius SC 1000 CCD kamerasi ile ¢ekildi.

3.1.9.2.2. Taramah (Scaning) Elektron Mikroskop Calismasi1 (SEM)

Alman vida 6rnekleri % 2,5’lik gluteraldehit ¢6zeltisi i¢inde 24 saat siire ile
fikse edildi. Daha sonra drnekler pH’1 7,4 olan SPB (Sorenson’s Phosphate Buffer)
tampon ¢ozeltisi ile yikandi ve %]1°lik osmium tetroksit ¢ozeltisi ile post-fiksasyon
islemi uygulandi. Bu islemi takiben oOrnekler tekrar SPB tampon c¢ozeltisi ile
yikanarak dehidratasyon asamasina kadar gelindi. Dehidratasyon islemi diisiikten
yiiksege dogru degisen aseton konsantrasyonlarinda gerceklestirildi. (%25, %50,
%75 ve saf asetonda sira ile 20°ser dakika bekletildi). Daha sonra 6rnekler BIO-RAD
kaplama cihazinda 100 Angstrom kalinlikta altin-palladyum karigimi ile kaplandi ve
orneklerin fotograflar1 Jeol SEM-ASID 10 marka taramali elektron mikroskop ile

alindi.

3.1.9.2.3. Sonuclar:

Grup I’de, hi¢bir vida ylizeyinde biyofilm tabakasina rastlanilmadi (resim
18). Tiim kaplama yiizeyleri hala biitiinliiglinii korumaktaydi. Yani kaplamalar
kemik dokusuna vidalanmaya dayanabilmisti. Grup I’e ait hi¢bir vidada bakteriye

rastlanilmadi, sadece bazi kemik dokularinin fokal bazi bolgelerinde birka¢ adet

56



bakteriye rastlanildi, bu bakterilerin 6rnek alindigi anda yasiyor olup olmadiklar
hakkinda yorum yapilamadi. Grup II’de, tiim vida yiizeylerinde biyofilm formasyonu
saptand1 (resim 19). Biyofilm tabakasi beklenildigi gibi pek ¢ok bakteriden ve ag
seklinde hifler ve yalanci hiflerden olugsmaktaydi (Resim 20). Grup II’ye ait kemik
orneklerinde ¢ok daha fazla sayida, ¢ok daha fazla 6rnekte ve her 6rnegin ¢ok daha
fazla alaninda bakteriye rastlanildi (Resim 21). Ancak bu bakterilerin de drnekleme

sirasinda yasiyor olup olmadiklar1 hakkinda yorum yapilamadi.

UKl ¥1200

Resim18: Gumiis kapli vidada SEM calismasiVida yilizeyinde biyofilm tabakasina
rastlaniimadigina, bakteri ya da hif yapisinin bulunmadigina dikkat ediniz. Goriildiigii
gibi, giimis iyonlar sadece antibakteriyel etki saglamakla kalmamis, biyofilm
olusumunu da engellemistir. Ok: eritrosit (Blyiitme: orijinal boyut x 1200).
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Resim 19: Giimis kapli olmayan vidalarla yapilan SEM ¢alismasina ait iki ayr 6rnek (A ve B). Her iki resimde de
glimissiiz ortamda geligen bakteri (oklar), hif yapisi (h) ve biyofilm (bf) formasyonu gériilmekte.

Resim 20 : Giimiis kapli olmayan titanyum vida ile yapilan SEM ¢alismasi. Bakteri {ok), maya {m)
ve hif (h) yapilar agikga gérillmekte.
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Resim 21: {A) Gumis kapl vidanin takildig kemik ile yapilan TEM c¢alismasi. Bakteriye {oklar) nadiren
rastlanmakta, bakterilerin 6l olduklari, yapilan kiiltiirlerle gosterilmigtir.(x 15.000) (B) Glmis kapli olmayan
titanyum vidalarin takildig kemik ile yapilan TEM ¢alismasi. Daha ¢ok alanda, ve daha fazla sayida bakterive
rastlanmakta (oklar). Bu bakterilerin canli oldugu yapilan kiiltiirlerle dogrulandi. (x 30.000). ¢: kollafen lifler,
n:osteosit nilkleusu.

Doku incelemelerine bakildiginda, Grup I ve Grup II’de tiim doku 6rnekleri
normal goriinlimdeydi. Ancak, Grup II’ye ait tek bir bobrek 6rneginin birkag fokal
alaninda 1limli, geri doniistimlii glomertiler hasar saptandi (Resim 22). Higbir 6rnekte
hiicresel sisme, nekroz, bakteri infiltrasyonu ve giimiis ya da titanyum birikimine

isaret edecek depozitler gozlenmedi (Resim 23, 24).
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Sekil 22: TEM calismasi. GamUs kapl vida kullanilan gruba ait &rnekte b&brek dokusunun
normal oldugu gérilmekte. n: tubdl hiicresi nikleusu, orjinal bUyltme X 4000 (A). Gumus kaph
olmayan vidalarin  kullanildigi gruba ait &rnekte fokal bir kag alandaki gecici glomertler hasar
dikkat c¢ekmekte. Bu durum, muhtemelen &rnegin fikse edilmesindeki gecikmeye bagh bir
durumdur. n: podosit hiicresi nikleusu, *: pedisitlerde hasar ve dejenerasyon, e: kapiller lumende
eritrosit, en: endotel hiicresi. Orjinal buyUitme x 12000 (B)

Resim 23: TEM galismasi. Guimis kaph vidalarnn kullanildigi grupta normal karaciger dokusu. n:
hepatosit nakleusu, m: mitokondri, r: graniiler endoplazmik reticulum. Orjinal blyutme x 20000 (A).
GlUmis kapli vidalanin kullamildigi grupta normal beyin dokusu. n; néron hiicresi nlkleusu, ok;
normal myelinli aksonlar. Orijinal biyitme x 12000 (B).
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Resim 24: TEM calismasi. Gumis kapli vidalarnin kullanildigi grupta normal kornea gorintasi.

Ok: kornea endoteli, dm: descement membrani, s:stroma.Orjinal bUyUtme x 5000 (A) ve x30000 (B)

3.1.9.2.4. Karar:

Bu caligsma, 6n goriildiigii gibi, giimiis kapli implantlarin biyofilm olusumunu
engelledigini gostermistir. Calisilan higbir dokuda patolojik degisikligin olmamasi
ise sistemin en az giimiis kapli olmayan titanyum vidalar kadar giivenli oldugu
sonucunu ¢ikarmamizi saglamistir. Diger taraftan, Grup II’deki glomeriiler hasarin,

ornegin fiksasyonundaki gecikmeyle iligkili olabilecegi diisiiniildii.

4.1.10. Mekanik Dayamikhilik Deneyi (10. Calisma)

2.6.10.1. Amac:

Yapilan tiim bu calismalardan sonra, kaplamalarin tekrarlayan vidalama
islemlerine ve el aletleri ile yapilacak maniiplasyonlara dayanip dayanamayacagi,
kaplamalarin bu islemlerden sonra ne durumda olacagi hakkinda bir c¢alisma

yapmaya karar verildi.
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3.1.10.2. Materyal ve Metod:

On adet standart pedikiil vidas1 (Norm medikal, Ankara, Tiirkiye), daha once
anlatilan yontemle % 2,5 glimiis iceren soliisyonlar kullanilarak giimiis ile kaplanda.
Tiim vidalar, siyrilma deneyinin yapilabilmesi igin Akdeniz Universitesi Fen
Fakiiltesi Kimya Boliimiine gonderildi. Burada, vidalar 6nce uygun ebattaki ahsap
bloklara vidalanarak ¢ikartildi. Her bir vida, 5 ayr1 ahsap bloga sirasiyla vidalandi ve
geri ¢ikartildi. Yapilan elektron miksroskop ¢alismasinda kaplamalarin hala yerinde
oldugu saptandi, bunun iizerine bu tiir siyrilma (abrazyon) deneylerinde kullanilan
standart yontem olan Silisyum Karbiir (Si C) kullanilarak vidalarin iizerindeki
kaplamalarin aginmaya / siirtinmeye olan direngleri incelendi. Asindirma islemi

sonrasinda tiim vidalarin elektron mikroskop fotograflar1 ¢ekildi (Resim 25).

3.1.10.3. Sonuclar:

Ahsap bloklarla yapilan tekrarlayan vidalama islemlerine tiim kaplamalarin
dayandig1 gozlendi. Si C ile yapilan zorlu asindirma deneylerinde ise kaplamalarin
yer yer siyrildig1 ancak hala yeterli miktarda kaplanmis yiizeyin var oldugu belirlendi
(Resim 25).
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1m
EHT = 20.00 kV WD= 12mm Zone Mag = 11.82 KX |—

Resim 25: Silisyum Karbiir (SiC) kullanilarak yapilan deneylerden sonra kaplamada
yer yer dokiilmler olsa da hala yeterince kaplama yiizey alan1 mevcuttur. Normal bir
vidalama isleminde vidanin, biyolojik dokuda, bu denli bir zorlamaya maruz kalmasi

neredeyse imkansizdir.

3.1.10.4. Karar:

Sol-jel yontemi ile yapilan kaplamalarin, kemik sertliginde bir yiizeyin ve el
aletlerinin uygulayabilecegi asindirma kuvvetinin ¢ok iizerindeki asindirma
kuvvetlerine dayanabildigi, klinikte hicbir zaman bu denli kuvvetlere maruz

kalinmayacagi i¢in de giivenle kullanilabilecegi sonucuna varildi.
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3.2. GUMUS KAPLI TRANSPEDIKULER VIDA — ROD SiSTEMI iLE
YAPILAN KLINIiK CALISMA VE iLK 50 HASTANIN 1 YILLIK
TAKIP SONUCLARI

Yapilan in vitro caligmalar, glimiis kaplh titanyum implantlarin saf glimiis
metali kadar etkili bir anti bakteriyel 6zellige sahip oldugunu gostermistir. Yine tiim
bu caligmalar, kullanilan glimiigiin hayati organlarda birikim yapmadigini, bu dokular
tizerinde toksik bir etkide bulunmadigini, kandaki degerinin artmadigini ve dahasi
idrarda giimiise rastlanilmadiini yani itrahinin yok ya da saptanamaz diizeyde
oldugunu gostermistir. Glimiisiin itrah1 normalde renal yolla oldugu i¢in, idrarda
giimiis saptanmasi olasidir. Ancak, ¢alismamizda boyle bir saptamamiz olmamastir.
Bu durum da, kullanilan glimiisiin titanyumdan ayrilarak dokulara ve kana
karismadigint yani gilivenli oldugunu gdstermektedir. Yapilan en son calisma ise
(calisma 10), tekrarlayan otoklavlama islemleri sonrasinda ve cerrahi sirasinda
vidanin kemik dokuya birden fazla sayida takilip ¢ikartilmasi durumunda tizerindeki
kaplamanin zarar gormedigini, ¢izilip dokiilmedigini yani mekanik olarak da

dayanikli oldugunu gostermistir.

Tiim bu calismalardan alinan sonuglar, bizi klinik ¢alisma yapma konusunda
cesaretlendirmistir. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Insan Etik Kurulu’ndan aliman
onay belgesi sonrasinda goniillii 50 hasta {lizerinde klinik c¢alisma yapilmasina karar

verildi.

3.2.1. Amag¢

Glmiis kapli transpedikiiler vida-rod sisteminin post operatif donemde
implant bagimli enfeksiyon oranini degistirip degistirmediginin incelenmesi ve viicut

stvilarinda glimiis tayini yapilmast.
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3.2.2. Materyal ve Metod
3.2.2.1. Giimiis kaph implantlar

Klinikte rutin olarak kullanilan standart transpedikiiler vida —rod sistemi,
ortalama 50 hastaya yetecek sekilde, daha once anlatilan Sol-jel yontemi kullanilarak
giimiis ile kapland1 (Norm Medikal, Ankara ve Mikron Makine, Ankara). Operasyon

sabahi otoklavlanarak operasyon odasina alindi.

3.2.2.2. Hasta se¢imi

Cinsiyet ayrimi yapilmaksizin, 25-80 yas arasi, posterior lomber
stabilizasyoon endikasyonu olan, ASA I-II, calismaya gonillii olarak dabhil
olduklarin1 yazili olarak beyan eden toplamda 50 hasta calismaya dahi edildi.
Calismaya alinan hastalarin implant bagimli enfeksiyon gelisimi agisindan 6zellikle
yiiksek riskli olmasi tercih sebeplerinin basinda geliyordu. Bu amagcla, daha 6nce
klinigimizde ya da dis merkezde opere edilmis, daha 6nce cerrahi enfeksiyon nedeni
ile implant1 ¢ikartilmig, pre operatif MRG’de enfeksiyon siiphesi ya da klinik olarak
enfeksiyon kanit1 olan ve diyabetik hastalar c¢alismaya Ozellikle dahil edildi.
Calismada, yukarida sozii gecen risk gruplarmin hi¢ birisine sahip olmayan hastalar

da mevcuttu. Hastalarin demografik bilgileri tablo 7°de 6zetlenmistir.

3.2.2.3. Uygulanan yaklasim ve yontemler

Calismaya kabul edilen ve imzali onaylar1 alinan hastalardan operasyon
sabah1 kan ve idrardaki glimiis miktarinin bazal degerini saptamak {izere biyokimya
tiipline 5 cc kan ve 5 cc idrar alinarak stoklandi. Yine tiim hastalardan, operasyon
sonrast donemde gelismesi muhtemel enfeksiyonun takibi ve tespiti amaci ile

eritrosit sedimentasyon hizi (ESR) ve CRP 6rnekleri alinarak laboratuara gonderildi.

Titanyum alasimdan yapilan ve iizeri sol-jel yontemi ile nanopartikiiler
glimiis iyonu ile kaplanan “transpedikiiler vida — rod sistemi” kullanilarak gereken
stabilizasyon operasyonu gerceklestirildi (her hasta i¢in kullanilan vida sayisi, tablo

7’de belirtilmistir.).
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Tablo 7: Tabloda ¢alismaya dahil edilen tiim hastalarin verileri 6zetlenmistir.

Hasta | Yas | Cinsiyet | Risk Vida Hasta | Yas | Cinsiyet | Risk Vida
No Faktorii | sayisi No Faktorii | sayis1
1 48 | K N 4 26 48 | E PB 4
2 55 | K N 12 27 53 | K - 6
3 65 | K D 9 28 66 | K B,N 6
4 65 | K D 4 29 62 | K EN 4
5 66 | K - 4 30 38 |E - 8
6 30 |E - 4 31 57 | K D 8
7 63 | K E(?) 8 32 68 | K T/E(?) 4
8 53 | K D 8 33 61 | K N 10
9 45 | K - 4 34 50 | K B,N 6
10 29 |E - 4 35 57 | E E 6
11 50 |E D 4 36 57 |E - 4
12 43 | E D 4 37 60 | K E(?) 8
13 65 | K E,N 4 38 64 | K Ds 4
14 64 | E B,N 4 39 65 | K PB 4
15 69 | K Ds, N 6 40 65 | K - 4
16 64 | K D 4 41 54 | E D 6
17 63 | E E(?) 6 42 50 | K N, PB 4
18 48 | E PB 4 43 53 | K - 8
19 67 |E - 8 44 52 | K D 4
20 48 | K N, B 4 45 67 |E - 4
21 80 | E TE@®?) |6 46 65 | K D 6
22 37 | E - 4 47 65 | K N,D 6
23 28 | E Tr, N 9 48 66 | K D 4
24 74 | E D 6 49 49 |E - 4
25 71 | E D 4 50 59 |E - 8

(N: Niiks, D: Diabet, B: Bos gelisi pre op donemde var olan (kesi yeri akintisi olan), PB: Per op
donemde BOS gelisi gozlendigi icin ¢alismaya dahil edilen, E: Enfeksiyon, E(?): Radyolojik olarak
enfeksiyon stliphesi olan, T/E(?): Tiimor / Enfeksiyon ayrimi yapilamayan, Ds: Diskitis, Tr: Travma.)
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Tablo 8: Tabloda, ¢alismaya dahil edilen hastalarin zaman bagl kan degerlerinin,

idrar ve kandaki giimiis miktarlarinin ortalamalar1 verilmistir.

Zaman | Sedim | CRP | BUN | Cr | Leu PIt ALT | AST | GGT | Giimiis | n

0.giin 13,9 3,75 10,2 | 0,9 | 14,900 | 380,000 | 17,3 | 14,2 | 16,7 | <0,125 | 50

10. giin | 45,8 23,65 | 11,8 | 1,1 | 17,870 | 893,000 | 17,0 | 21,5 | 19,3 | <0,125 | 50

l.ay 24,2 14,16 | 12,0 | 0,8 | 13,220 | 568,000 | 16,8 | 18,9 | 18,9 | <0,125 | 47

3.ay 19,1 9,08 |11,9 | 1,0 | 11,300 | 370,000 | 17,2 | 13,2 | 22,8 | <0,125 | 49

6.ay 21,3 3,80 |93 1,2 | 11,450 | 390,000 | 19,5 | 17,6 | 19,3 | <0,125 | 45

12.ay 10,9 2,57 |89 0,9 | 9,700 | 345,000 | 21,4 | 14,6 | 20,2 | <0,125 |41

(Sedim: Eritrosit sedimentasyon hizi, CRP: C-reaktif protein, BUN: Kan {ire azotu, Cr: Kreatinin,
Leu: Beyaz kiire, Plt: Trombosit, ALT: Alanin transaminaz, AST: Aspartat transaminaz, GGT: Gama
glutamil Transaminaz, Giimiis: Kan ve idrardaki giimiis degeri).

Her hastadan post op 10. giin, post op 1. ay, post op 3. ay, post op 6. ay ve post
op 12. ayda kan ve idrardaki glimiis konsantrasyonu tayini i¢in biyokimya tiipiine 5
cc kan, yine ayr1 bir biyokimya tiipiine 5 cc idrar almarak Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Fizyopatoloji Anabilim Dali Laboratuarina gonderildi. Buradaki
laboratuarda, atomik absorbsiyon spektrofotometresinde kan ve idrardaki glimiis
miktar1 belirlendi. Ayrica her hastadan kan ve idrarda giimiis tayini i¢in 6rnek alinan
tarihlerde, tam kan sayimi, kan biyokimyasi, ESR ve CRP bakilmasi gerekmekteydi.
Bu tetkikler i¢in hastalarin kan aldirip klinigimize gondermelerini istemek, ayni
laboratuarda c¢alisilmasini saglayacagi i¢in en uygun yaklasimdir ancak, her hastanin
kan 0rnegini zamaninda ulagtiramama ihtimali, gecen siirede degerlerin degismesi ve
hemoliz ihtimali gibi sorunlar diisiintildiiglinde her hastanin tetkikleri kendi sehrinde
yaptirmasi ve sonuglar1 bize gondermesi daha ugun bulundu. Ankara’daki tiim
hastalarin tetkikleri, hastanemizde yapildi. Burada, her laboratuarin standardizasyonu
birbirinden farkli oldugundan degerler i¢in her hangi bir minimum ve maksimum
deger aralig1 belirlemek miimkiin olmadi. Yine de, gonderilen her 6rnegin, ¢alisildig

laboratuar i¢in normal degerelerin disinda olup olmadigi 6zellikle kontrol edildi.
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Tablo 8’den de anlagilabilecegi gibi, her hasta, ilgili tarihte telefonla aranmasina
ragmen, caligmaya katilim ilk 10 giin % 100 iken 12. ayin sonunda % 82’ye (41/50
hasta) diistii.

3.2.2.4. Kan ve idrarda giimiis tayini

Daha oOnceki in vitro ¢alismada anlatildigr gibi hastalarin serum ve idrar
orneklerinden 0,250 ml almmarak 5 ml %2’lik nitrik asit ile 1/5 oraninda diliie edildi.
Hazirlanan numuneler Perkin-Elmer Aanalyst 800 Atomik Absorbsiyon
spektrofotometresinde 2,5; 5,0; 7,5 ve 10 mikrogram/L’lik standartlara karsi

okunarak giimiis konsantrasyonlari belirlendi.
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5. SONUCLAR

Calismaya dahil edilen 50 hastanin 2’sinde diskitis, 3’iinde daha Onceki
operasyonlarina bagli BOS kacagi, 3’linde radyolojik ve klinik ya/ ya da
mikrobiyolojik olarak kanitlanmis enfeksiyon, 3’iinde radyolojik olarak enfeksiyon
sliphesi, 14 hastada diyabet mevcuttu. Hastalarin 13’{i daha 6nce klinigimizde ya da
dis merkezde opere edilmis vakalardi. Pre op donemde tiimor /enfeksiyon ayrimi
yapilamayan 2 hastanin her ikisi de tiimor metastazi olarak rapor edildi. Bir hasta ise
travmatik vertebra fraktiiri neden ile dis merkezde opere edilmisti. Yetersiz
dekompresyon yapilan ve stabilizasyon yapilmamis olan bu hasta da klinigimizde
opere edilerek stabilizasyon yapildi. Sadece 3 hastada per op BOS gelisi oldu, bu
hastalardaki dura defekti primer olarak siitiire edilerek onarildi ve doku yapistirici
kullanildi. Bu 3 hastadan 1 tanesi, post operatif donemde yara yerinden BOS kacagi
devam ettigi icin lomber eksternal drenaja alinarak 10 giin takip edildi. Bu hasta
disinda ¢alismaya alinan hicbir hastada post operatif donemde cerrahi yara yeri
problemi olmadi. Sadece 2 hastada post op 2.glin, 1 hasta da post op 3. giin tek
olgiimde fark edilen ve 38°C’yi gegen ates yiiksekligi saptandi. Bu hastalara soguk

uygulama disinda miidahale edilmedi.

Caligilan tiim numunelerde glimiis miktar1 0,005 absorbans’da < 0,125
mikrogram/L olarak belirlendi. Operasyon Oncesi alinan 6neklerle operasyondan 12
ay sonra alnan Ornekler arasinda fark saptanmadi. Olgiilen tiim degerler, 5

mikrogram/L’nin altinda oldugu i¢in giivenli kabul edildi (122)

Calismaya dahil edilen hastalar 1 yil boyunca takip edildiler. Post op ilk 12
ay, periyodik olarak tam kan sayimlari, bobrek ve karaciger fonksiyonlari, ESR ve
CRP degerleri takip edildi. Tablo 8’de, hastalara ait laboratuar tetkiklerinin bir 6zeti
gorilmektedir. Tablodan da anlasilacagr gibi, 12 aylik takip siiresi boyunca hi¢ bir
hastada kemik iligi supresyonunu diisiindiirecek tam kan sayimi sonucu saptanmadi.
Post op donemde enfeksiyon belirtisi olan beyaz kiire yiiksekligi de mevcut degildi.

Tim hastalarda, post op ilk 3 ay siliren ve operasyona sekonder oldugu bilinen reaktif
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trombosit yiiksekligi ve bazi hastalarda ilk ay sonunda normale dénen ilimli beyaz
kiire yiiksekligi saptandi. Takip siiresi igerisinde tiim bu degerler normale dondii.
Calismaya dahil edilen higbir hastada, operasyon dncesi doneme kiyasla bobrek ve
karaciger fonksiyonlarinda bozulma olmadi. ESR ve CRP degerlerinde ise
beklenildigi iizere post op donemde ani artis oldu ancak ilk 1 aylik siirede tiim

hastalarda bu degerler normale dondii.

Calismaya dahil edilen hi¢bir hastada klinik ve laboratuar olarak enfeksiyon
bulgusuna rastlanilmadi. Tiim hastalar ortalama 5 giin igerisinde taburcu edildi. Post
operatif donemde 2 x 750 mg oral seftriakson kullanmalar1 6nerildi. Bu uygulama,
klinigimiz i¢in yillardir uygulanan rutin uygulamadan farkli degildi. Retrospektif
olarak son 5 yilin ortalamasi alindiginda lomber stabilizasyon operasyonlarinda
klinigimize ait enfeksiyon oranimiz % 3 olarak belirlendi. Bu yeni uygulama ile bu

oran % 0’a diistirildii.

Hastalar kontrole geldiklerinde kesi yerleri inspeksiyon ile kontrol edildi.
Literatiirde, glimiis implant uygulanan bolge tizerindeki ciltte gri-mavi renk degisimi
olabilecegi belirtilmekteydi. Bu kontroller de ayni durumun varligint ya da
yoklugunu belirlemek amaci ile yapildi. Hi¢ bir hastanin cildinde renk degisimine
rastlanilmadi. Literatiirde, oOzellikle sasilik operasyonlarinda okiiler kaslarin
kisaltilmasini takiben bu kaslarin kemige tekrar tutturulmasinda glimiis metalinin
kullanildigin1 ve bu metale bagli olarak da sklerada gri-mavi renk degisimi
olabilecegi bildirilmekteydi. Bu durum, her ne kadar implantin sistemik degil lokal
etkisi sonrasinda gelisse de, kontrole gelen her hasta bu agidan da tekrar
inspeksiyonla muayene edildi. Daha ileriki takiplerde (6. ve 12. ayda) Ciltte ve
sklerada renk degisimi olup olmadig1 her hastaya telefonla ya da e-mail ile ulagilarak
soruldu. Hastalar 12 ay boyunca takipte tutuldu. Higbir hastada glimiis

akiimiilasyonunu diisiindiirecek dermal ve skleral renk degisikligi olmadi.

Kontroller sirasinda bazi hastalarda tekrar lumbosakral MR goriintiilemesine ihtiyag¢
duyuldu. Cekilen MR’larda artefakt diizeyinin klasik titanyum vidalardan farkl
olmadig1 goriildii. Giimiis kaplamanin bu agidan da gilivenli oldugu ve post op

kontrol goriintiilemelerde sorun yaratmadigi saptandi.
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5. TARTISMA

Omurga cerrahisi operasyonlarindan sonra uygun cerrahi sartlara ve
profilaktik antibiyotiklere ragmen antibiyotiklere direncli, implant yiizeylerinde
biyofilm tabakalarin olustugu enfeksiyonlar giiniimiizde ciddi bir sorun olmaya
devam etmektedir. Literatiire bakildiginda bir metal implantin kullanilmadig1 omurga
cerrahisi girisimlerinde enfeksiyon oranlari %1 civarinda iken bir metal implantin
kullanildig1 omurga cerrahisinde enfeksiyon oranlar1 %2.1-8.5 arasindadir (6,7).
Metal implantlarin kullanildig1 omurga cerrahisi operasyonlarinda enfeksiyon riski 3
kat daha artmaktadir (46, 123). Medikal tedaviye yanit vermeyen hastalarda revizyon
cerrahisi kagiilmaz olur. Tekrarlayici veya siirekli drenajlar, uzun siireli antibiyotik
tedavisi, gereginde enfekte implantin ¢ikarilmasi, uzun siireli hospitalizasyon ve
hastalarin fonksiyonel durumlarinin kdtiilesmesi, kemik ve kemikle iligkili implant
enfeksiyonlarinda kaginilmaz katastrofik sonuglardir. Yapilan yillik ameliyat sayilar
g6z Oniine alindiginda omurga cerrahisi sonrasi ortaya ¢ikan enfeksiyonun medikal
boyutunun yaninda ekonomik boyutu da ciddi bir problemdir. Enfekte
biyomateryallerin yiizeyinde en sik Staf. epidermidis ve Staf. aureus izole edilir (56,
59, 85). Bu organizmalara ek olarak E.coli, Peptokoklar, Pseudomonas aeroginosa,
Proteus mirabilis ve Beta-hemolitik streptokoklar da sik¢a izole edilen diger
mikroorganizmalardir (56, 59). Biyometallerde, kemik, eklem ve yumusak doku
enfeksiyonlarinda major etken patojen Staf. aureus’tur (59). Ozellikle fiizyonun
yapildig1 6li ya da hasar gérmiis kemik dokularinin bulundugu ortamlarda Staf.
aureus en sik izole edilen enfeksiyon ajamidir. Tahmin edilebilecegi gibi, implant
bagimli enfeksiyonun tedavisini giliclestiren unsur, implant yilizeyinde gelisen
biyofilm tabakasidir. Teorik olarak her bakterinin biyofilm olusturma potansiyeli
varken, klinikte en sik biyofilm yapan bakteri olarak karsimiza Staf.epidermitis
cikmaktadir. Zaten, biyofilm gelisiminden sorumlu slime faktor de ilk defa bu
bakteride bulunmustur. Bu giin ise Staf. epidermitis disinda daha pek ¢ok bakterinin
slime faktor iiretebildigi bilinmektedir. Biz de calismamizda, slime faktor iirettigi
bilinen Staf. aureus susu kullandik. Slime faktér; protein, hekzoaminler, notral

sekerler ve fosforlu bilesikler gibi bir¢ok maddenin olusturdugu karisik bir yapidir
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(64, 65). Bu faktor %40 karbonhidrat ve %27 protein iceren glikokaliks yapisinda,
hiicre dis1 bir maddedir. Slime faktorii mikroorganizmalarin konak hiicreye ve yapay
yiizeylere adezyonundan sorumludur. Bu yiizeylerde fibrin, fibronektin ve slime
faktori ile bir biyofilm tabakasi olusmakta ve bu biyofilmden yayilan

mikroorganizma ¢ogu kez sepsise yol agmaktadir (66, 67).

Biyofilmler, bir yiizeye yapisarak kendi iirettikleri polimerik yapida jelsi bir
tabaka icinde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk olarak
tanimlanabilir (124). Bu jelsi tabaka, bakteri hiicreleri tarafindan {iretilen
terminolojide “hiicre dis1 polimerik yap1”, “ekzopolisakarit” ya da “ekzopolimer
(EPS)” adi verilen polisakkarit bazli bir ag yapisidir (125). Bir bagka tanimlamaya
gore biyofilm, birbirine ya da bir ylizeye yapisik bakterinin organik bir polimer
matriks icine gOmiilmesidir (126). Biyofilmler bakterileri nem, 1s1 ve pH
degisiklikleri gibi ¢evresel kosullardaki degisimlerin ve ultraviyole 1s18a maruz
kalmanin doguracagi zararlardan korur. Besinlerin depolanmasinin ve atiklarin
uzaklagtirilmasinin  kolaylastirilmasi da biyofilm olusumunun getirdigi diger
avantajlardir. Bakterilerin kiimeler halinde ve ekzopolisakkarit matriks igerisinde

bulunmalar1 sonucu fagosite edilmeleri giiclesir ve hiimoral immiin sistem

bilesenlerinin bakterilere ulasmalar1 engellenmis olur (127).

Deney hayvanlarinda omurga enfeksiyonu modeli bugiine kadar sadece
Poelstra ve arkadaslar tarafindan tavsan omurgasinda yapilmistir (17). Bu modelde
ayni hayvanin {i¢ fakli omurga bolgelerinde calisilmis, cerrahi 6lii bosluk ve doku
hasar1 olusturulmus ve bu sahaya MRSA inokiile edilmistir. Implant olarak
paslanmaz celik Kirschner teli kullanilmistir. Ancak glinlimiizde omurga cerrahisinde
paslanmaz celigin kullanimi ¢ok smirlidir. Bir¢ok merkezde paslanmaz g¢eligin
kullanimi terk edilmistir. Paslanmaz celik yerine titanyum bugiin tiim omurga
cerrahisi girisimlerinde tercih edilen metaldir. Yapilan ¢alismalar titanyumun
enfeksiyon oranlarinin daha diisiik oldugunu ve ayni zamanda biyo-uyumlulugunun
da daha yiiksek oldugunu gostermistir (128). Bizim bu tezi olusturan in vivo
deneysel caligmalarimizda ise vertebra yerine, manuplasyonu daha kolay olan ve
histolojik yap1 olarak vertebra ile aymi yapida oldugu bilinen iliak kemik

kullanilmigtir. Bakteri olarak ise slime faktor Ttretebilme kapasitesinde olan
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Staf.aureus se¢ilmistir. Staf aureus secgilmesinin sebebi, bu bakterinin 6zellikle kemik
enfeksiyonlarinda 6n plana ¢ikmasi ve kendi klinigimizde de enstriimantasyonlu
vertebra cerrahisi sonrasinda en sik goriilen enfeksiyon ajan1 olmasidir. Segilen susun
slime faktor iiretebilen bir sus olmasinin sebebi ise c¢alismanin daha sonraki
asamalarinda giimiis kapli implantlarin  biyofilm olusumunu engelleyip

engellemediginin incelemesinin planlanmasindandir.

Literatiire bakildiginda bugiine kadar Lucke ve arkadaslarinin sican tibia
kemiginde yapmis olduklari enfeksiyon modeli disinda diger arastirmacilarin akut
osteomiyelit olusturabilmek igin 10*-10° CFU miktarlarinda bakteri ektikleri
goriilmektedir (3, 129-132). Lucke ve arkadaslar1 (133) calismalarinda 10%/10 plt
CFU bakteri miktar1 ile enfeksiyonun olustugunu belirtmislerdir. Poelstra ve
arkadaslar1 (17) ise tavsan omurgasinda MRSA ile yapmis olduklar1 implant iligkili
enfeksiyon modelinde en uygun bakteri sayisim 10° olarak belirtmisler, 10* bakteri
ekimi yaptiklar1 gruptaki bazi kemik Orneklerinde {iremenin olmadiginm
gostermislerdir. Arastirmacilar aym zamanda 10° sayida bakteri ektikleri gruplarda
da piiriilan akintinin oldugunu ve yer yer abse formasyonuna doniistiigiinii ifade
ederek 10° sayisinin da fazla oldugunu yazmislardir. Ancak bu ¢alismada hayvanlar
bir hafta sonra sakrifiye edilmis, sadece mikrobiyolojik degerlendirme yapilmais,
patolojik inceleme yapilmamustir. Bizim calismamizda 1 x 10 ® CFU / ml’lik stok
soliisyon kullanilmigtir. Bu soliisyondan 100 pl alinmis ve bu sekilde her bir vida

i¢cin 10° CFU bakteri kullanilmustur.

Glimiis metali, antibakteriyel etkilerinden dolayr ¢ok wuzun yillardir
kullanilmaktadir. Yaniklarda ve konjonktivitte giimiis siilfat, giimiis nitrat ve giimiis
stilfadiazin seklinde topikal kullanim1 ¢ok iyi bilinen 6rneklerdir. Son 10 yilda, ¢esitli
firmalar tarafindan basi yaralarinin tedavisi i¢in glimiis i¢eren pansuman malzemeleri
ya da tekstil {iriinleri {iretilmis ve kullanima sunulmustur. Ik ¢alismamizda
kullandigimiz Silverlon ™ (Argentum Medical Co. USA) da yine boyle bir
malzemedir. Yogun bakim hastalarinda kullanilan plastik trakeostomi kaniillerinin
bir siire sonra giimiis kaniille (aslinda bakir iizerine giimiis kaplama seklinde
hazirlanmaktadirlar) degistirildigini, degistirilmek zorunda olundugunu biliriz ancak

¢ok azimiz bu kaniilin neden ¢elik ya da bakir degil de gilimiis oldugunu
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sorgulamisizdir. Sorunun cevabi giimiisiin antimikrobiyal 6zellik gostermesidir. Bu
kaniiliin yapildigr malzeme saf giimiis degildir ¢iinkii bu durumda maliyeti yiiksek
olacaktir. Celik degildir ¢iinkii c¢elik antimikrobiyal degildir, bakir degildir ¢linkii
bakir antibakteriyeldir ancak inert degildir, doku reaksiyonu yapar. Bu durumda
bakirt glimiisle kaplamak tiim sorunlara ¢oziim olmustur. Goriildiigii gibi, sadece
yogun bakimlarda rutin kullanilan glimiis kapli trakeostomi kaniillerine dahi dikkat
edilip lizerinde diisiliniilse, titanyum vertebra implantlarinin glimiisle kaplanmasinin
hastaya ve hekime kazandiracaklar1 goriilebilirdi. Glimiis, bu antimikrobiyal etkisini,
mikroorganizmanin DNA, RNA ve ATP sentezindeki pek ¢ok enzimi bloke ederek
gerceklestirmektedir. Bilindigi gibi, bir biyofilm yapisinin saglamligi da hidrolaz,
liyaz, glikozidaz, esteraz gibi enzimlerin ¢alismasina baghdir (134). Buradan yola
cikarak, glimiisiin bu enzimleri de olumsuz yonde etkileyebilecegi ve bu sekilde
biyofilm yapisini engelleyebilecegi diisiiniilebilir. Biyofilm yapisinin, kabaca, EPS
matriks igerisine gomiilii iki kathi fungal yap1 (hif-pseudo hif ve maya) igerisinde
yerlesmis bakteri toplulugu oldugu diisiiniiliirse, hem antibakteriyel hem de
antifungal olan glimiisiin yine biyofilm tabakasi olusumunu engellemesi beklenebilir.
Bu iki nokta, calismamizdaki beklentimizin temelini olusturmaktayd: ve aldigimiz

sonuglar, diistincemizin dogru oldugunu gosterdi.

“Glimiis anot” terimi, bir akim kaynagmin pozitif kutbuna baglanmis saf giimiis
elektrodu ifade etmek i¢in kullanilmaktadir ve gerek anti bakteriyel ve gerekse de
antifungal olduguna dair ¢ok sayida c¢alisma mevcuttur (24-29). Biz de
caligmalarimiza giimiis anot uygulamasi ile basladik ve literatiirdeki sonuglara benzer
sonuglar aldik (22, 23). Burada elektrik akimi, hiicre zarinin segici gegirgenligini
bozarak ve ATP’nin hiicre disina kagisina neden olarak gilimiisiin antibakteriyel
etkisini artirmaktadir. Calismalarimiz devam ettik¢ce, 6nce kaplama yontemimizi
degistirdik. Baslangigta kullandigimiz yontem (electroplating), istedigimiz kadar
dayanikli kaplamalar yapmamiza olanak saglamiyordu. Kaplama yapilmis
implantlar, tekrarlayan otoklavlama islemlerinden sonra karariyor, kaplamalarinda
yer yer dokiilmeler ve catlamalar oluyordu. Bu durum, kaplamadaki giimiisiin
dolasima karigmasi, arjiri yapma riski ve antibakteriyel o6zelliginin azalmasi ile
sonuglanabilirdi. Bu nedenle ¢alismamizin belli bir noktasindan sonra kaplamalari

sol-jel yontemi ile yapmaya karar verdik ve ilk yontemden tamamen vazgectik ancak
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elektrik akimi kullanma konusunda hala 1srarciydik. Sol-jel yontemi ile yapilan
kaplamalarin elektrik akimi ile yapilan in vitro deneylerinde daha onceki
caligmalarimizin aksine inhibisyon zonu géremedik. Oysa, vidalarda iireme yoktu.
Akim uygulamasi da zon olusumunu saglayamamisti. Bu durumun tek bir agiklamasi
olabilirdi: Sol-jel yontemi elektrik akimi ile stimiile edilse bile i¢erigindeki giimiisiin
serbestlesmesine izin vermiyor ancak igerdigi giimiis, implant yiizeyinde hala
antibakteriyel etki gosteriyordu. ilk yontemimizde, implant hem kendisini hem de
yaklasik 12-14 mm c¢apindaki bir daire icerisinde kalan komsu kemik dokusunu
enfeksiyona karst korumaktaydi. Yeni yontemde ise implant sadece kendisini
korumaktaydi, yani etki alani bir miktar daralmisti ancak hedef implant bagiml
enfeksiyonu engellemekse iki yontem de bu amaca uygun gériiliiyordu. Ustelik bu
yeni yontemle kaplama kolaylikla ¢izilip dokiilmiiyor, tekrarlayan otoklavlama
islemlerinden sonra kararmiyordu. Hepsinden daha ilgi ¢ekici olan ise, kaplamanin
tamamen seffaf olmas1 ve plastik yiizeylerin bile kaplanabilmesiydi. Bu durum,
operasyon sirasinda cerraha kolaylik saglayan c¢esitli yazi, rakam ve renklerin
kaybolmamasi anlamina geliyordu. Dahasi, bu yontem sayesinde sadece metaller
degil, PEEK, poliiiretan ve polipropilen gibi diger implant maddeleri de
kaplanabilecekti. Sol-jel yontemiyle yapilan kaplamalarda artik elektrik akimi
uygulamasi da gerekli degildi, implantin etki alan1 bir miktar daralmig da olsa toksik

acidan glivenilirligi artmist1.

Sol-jel yontemiyle yapilan daha ileri ¢aligmalarda, kullanilacak soliisyonun
giimiis konsantrasyonunun minimum degerinin % 2.5 olmas1 gerektigi sonucuna
varildi. Bu ¢alisma, gereginden fazla giimiis kullanilmasini engelleyerek, arjiri riskini
minimuma indirmesi bakimindan oldukc¢a 6nemliydi. Bu c¢aligmadan sonraki tiim

caligmalarda hep ayn1 konsantrasyon (%2.5) kullanildu.

Viicut sivilarinda ve dokularda giimiis tayini i¢in kullanilan pek ¢ok yontem
vardir. Notron aktivasyon analizi (135, 136), lazer mikroprob yontemi (139), alevli
(138-141) ve alevsiz (141) atomizasyonun kullanildigi atomik absorbsiyon
spektrofotometresi bu yontemlerden bazilaridir. Biz, daha yeni ve daha hassas
oldugu icin atomik absorbsiyon spektrofotometresi ile c¢alismayr uygun bulduk.

Yaptigimiz ¢alismada, cihazin kalibrasyonu miimkiin olan en alt seviye olan 0,125
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ug/L’a ayarland1 (dokular icin bu seviye 0,125 pg/kg olarak alindi). Bu
kalibrasyonun anlami, cihazin bu degerin altindaki giimiiy miktarini
algilayamayacagi idi. Bu deger, literatiirde toksik etkiye neden olmayan en yiiksek
giimiis degeri olan 5 pg/L’nin 1/40’ma esitti ve calisma igin yeterli glivenlik
araliginda oldugu diisiiniildii. Cesitli konsantrasyonlarda glimiis iceren kalibrasyon
standartlarint dogru okudugunu saptayarak kalibrasyonunu sagladigimiz cihaz,
giimiis kapl vida kullanilan grupta 0,125 pg/L’nin iizerinde her hangi bir deger
saptayamadi. Ayni ¢alismada, hi¢bir doku 6rneginde de kalibrasyonun alt sinirindan
daha yiiksek bir degere rastlanilmadi. Hem spektrofotometrik calisma, hem 151k
mikroskop calismasi, hem de elektron mikroskop calismasinda giimiis birikimine
dair bir bulguya rastlanilmamasi, sistemin son derece giivenli oldugu seklinde
yorumlandi. Ustelik giimiis kaplama sistemi, biyofilm olusumunu da engellemis
goriiniiyordu.  Ozetlemek  gerekirse, yeni gelistirilen “sol-jel ydntemiyle
nanopartikiiler giimiis iyonu kaplanmis titanyum implantlar” hem anti bakteriyel,
hem non toksik, hem giimiis salinimina izin vermeyen hem de biyofilm olusumunu
engelleyerek implant bagimli enfeksiyonlarin gelismesini engelleyen sistemler olarak
one cikmaktaydi. Ustelik kaplamalar, biyomekanik olarak da siyrilmaya Kkars:
dayanikli idi.

Etik kurul onayr alindiktan sonra baglatilan ve 50 hastayla sinirli tutulan
klinik caligmada hastalar 12 ay boyunca belirli araliklarla, tam kan sayimi ve
karaciger ve bobrek fonksyon testleri ile takip edildi. Bu ¢aligmada hastalar 6zellikle
enfeksiyon riski yiiksek olan gruptan sec¢ildi. BOS gelisi olan hastalar ve daha
onceden enfeksiyon Oykiisii nedeniyle implant1 ¢ikartilan hastalar da dahil olmak
tizere hicbir hastada post op implant enfeksiyonu gelismedi. Bu sistem, cerrahi
sahada enfeksiyon gelisimine karsi degil, implant bagimli enfeksiyon gelisimine
kars1 gelistirilmis bir sistemdir. Yani sistem, yumusak dokuda ya da cilt altinda
operasyon sonrasi enfeksiyon gelismeyecegini degil, enfeksiyon gelisse dahi bu
enfeksiyonun implant1  etkilemeyecegini savunmaktadir. Implant kendisini
enfeksiyona ve dolayistyla biyofilm olusumuna kars1 koruyacak, sonugta ¢ikartilmasi
gerekmeyecek ve hasta 2. defa opere olmak zorunda kalmayacaktir. Bilindigi gibi,

implant bagimli enfeksiyonlar, hastanede yatis siiresini ve tadavi maliyetini kat kat
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artirmaktadir. Bu sistemin bir baska avantaji da bu tiir sorunlar1 ortadan kaldiracak

olmasidir.

Calismanin ortaya koydugu tiim umut verici sonuglara ragmen, bu ¢aligmanin
da, yapilan her “ilk ¢alisma” gibi, ¢ok merkezli tekrarlara ve daha fazla hasta ile

calisilmaya gereksinimi vardir.
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6. OZET

Giimiis Anot Uygulamasi ve Giimiis Kaph Anti Bakteriyel Vertebra implantlan

Posterior lomber stabilizasyon endikasyonu olan, ASA I-II ve 25-80 yas
arasindaki 50 hasta ¢aligmaya dahil edildi. Hastalarin pek cogu, implant bagiml
enfeksiyon gelisimi ag¢isindan yiiksek risk grubundan secildi. Giimiisiin bazal
seviyesini belirlemek icin tiim hastalardan operasyon d6ncesi donemde 5 cc kan ve 5
cc idrar 6rnegi alindi. Gelismesi muhtemel enfeksiyonun takibi ve tespiti amaci ile
eritrosit sedimentasyon hizi (ESR) ve CRP 6rnekleri alinarak laboratuara gonderildi.
Titanyum alagimdan yapilan ve {izeri sol-gel yontemi ile nanopartikiiler giimiis iyonu
ile kaplanan “transpedikiiler vida — rod sistemi” kullanilarak gereken stabilizasyon
operasyonu gerceklestirildi. Her hastadan post op 10. giin, post op 1. ay, post op 3.
ay, post op 6. ay ve post op 12. ayda kan ve idrarda glimiis konsantrasyonu tayini igin
5 cc kan ve 5 cc idrar alinarak laboratuara gonderildi. Ayrica her hastadan kan ve
idrarda glimiis tayini i¢in 6rnek alinan tarihlerde, tam kan sayimi, kan biyokimyasi,
ESR ve CRP bakildi. Hastalarin serum ve idrar orneklerinin atomik absorbsiyon
spektrofotometresinde  giimilis  konsantrasyonlar1  belirlendi. Calisilan  tiim
numunelerde giimlis miktar1 0,005 absorbans’da < 0,125 mikrogram/L olarak
belirlendi. Operasyon Oncesi alinan Orneklerle operasyondan sonraki donemlerde
alman drnekler arasinda fark saptanmadi. Olgiilen tiim degerler, 5 mikrogram/L’nin
altinda oldugu i¢in giivenli kabul edildi. Tiim hastalarda, post op ilk 3 ay siiren ve
operasyona sekonder oldugu bilinen reaktif trombosit yiiksekligi ve bazi1 hastalarda
ilk ay sonunda normale donen 1liml1 beyaz kiire yliksekligi saptandi. Calismaya dahil
edilen higbir hastada, operasyon Oncesi doneme kiyasla bobrek ve karaciger
fonksiyonlarinda bozulma olmadi. ESR ve CRP degerlerinde ise beklenildigi iizere
post op donemde ani artis oldu ancak ilk 1 aylik siirede tiim hastalarda bu degeler
normale dondii. Calismaya dahil edilen higbir hastada klinik ve laboratuar olarak
enfeksiyon bulgusuna rastlanilmadi. Tiim hastalar ortalama 5 giin igerisinde taburcu
edildi. Retrospektif olarak son 5 yilin ortalamasi alindiginda lomber stabilizasyon
operasyonlarinda klinigimize ait enfeksiyon oranimiz % 3 olarak belirlendi. Bu yeni

uygulama ile bu oran % 0’a diisiiriildii.

Anahtar Kelimeler: Gilimiis, giimiis anot, biyofilm formasyonu,
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7. SUMMARY

Silver Anode Application and Silver Coated Antibacterial Vertebral Implants

Fifty patiensts who have endication of posterior lomber stabilization, ASA
grade I-II and ages ranged 25 to 80 were accepted for the current study. Most of the
patienst were in high risk of infection. Fort he purpose of detecting basal silver levels
both in blood and in urine, 5 cc blood and 5 cc urine were taken from all patiens
preoperatively. For the purpose of detecting and followin of any infectious process,
blood samples for ESR and CRP was taken from all paitents preoperatively.
Stabilization operations were done by the use of nanoparticular silver ion coated
transpdicular screw-rod systems which were coated by sol-gel methode. Five ml of
both blood and urine samples were taken from all patients for detecting the any high
levels of silver in urine and blood posoperative 10th day, 1sth month, 3.th mont, 6.th
month and 12.th month. On the other hand, at the dates of urine and blood samples
were taken for silver level detecting, additional blood samples were taken for
biochemistry, whole blood count, ESR and CRP for the purpose of detecting any
alteration in bone marrow functions, liver and kidney functions and detecting any
infectious process. Silver levels were evaluated in all blood and urine samples by the
use of atomic absorbtion spectrophotometer. Silver levels were lover than 0.125
microgram/L, at 0.005 absorband in all samples. No difference were detected in
samples between both preoperatively and 1 yera later taken. Results were counted as
safe, because the result were lover than 5 microgram/L. Reactive high levels of
platelet count were detected first 3 months and white blood levels for 1 month. No
alteration in liver, kidney and bone marrow functions were detected in any of the
patiens. CRP and ESR were found elevated post operatively as expected but all
results turned in to normal ranges after 1 month. No infection signs were developed
neither clinicaly nor laboratory. Patient were discharged after Sth days of operation.
Post operative Infection irates of our clinic were eveluated retrospectively and found
to be 3 % for the last 5 years, after lomber stabilization procedures. With the use of

this new system, the same rate was decreased to 0 %.

Key Word: Silver, silver anode, biofilm formation
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