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Escherichia coli ATCC 11230 ve Staphylococcus aureus
ATCC 6538-P Bakterilerinin Tipta Kullanilan Bazi
implant Metallerine Karsi Affinitelerinin incelenmesi

Gagrihan UTLU', D. Ekin TASATAN', Tansel OZTURK?,
D. Seyfettin ALDAG', ismail KARABOZ®

Ozet

Bu calismada implant hammadeleri (endustriyel isimleri 316L, 14T6, 0.5T6, Normal
aliminyum ve Duraliminyum) Uzerinde E. coli ATCC 11230 ve S. aureus ATCC 6538-P
bakterilerinin Uremesi ve bu metallere kargsi affiniteleri incelenmistir. Normal aliminyum
ve duraliminyum Uzerinde E. coli 'nin ¢ok rahat ve saglam bir bigimde tutunabildigi,
S.aureus 'un ise 0.5T6 metalinde yikama sonrasinda ¢ok daha ylksek miktarda implant
uzerinde kalabildigi sonucu bulunmustur. Bu durum bize normal aliminyum ve
duraliminyumdan yapilan implantlarin E. coli enfeksiyonu igin, 0.5T6 metalinden yapilan
implantlarin ise S. aureus enfeksiyonu i¢in riskli oldugunu gostermigtir.

Giris

implantlar; tipta, ézellikle ortopedi pratiginde (6rnegin kemik ve eklemlerin konjenital
anatomik bozukluklarinda, kompleks kemik kiriklarinda vb.) sikga kullanilan, genellikle
metal alagsimh protezlerdir. Metal implant kullanilan hastalarda, implantin yerlestiriimesi
ya da kullanilmasi sirasinda sikga karsilasilan bir sorun, metal implantin bakterilerce
kontamine edilip, hastada enfeksiyona ulagmasidir. implanta bagli bakteriyel
enfeksiyonlardan en sik sorumlu iki ajan Staphylococcus aureus ve Escherichia coli
olarak izole edilmigtir (1, 2, 3).
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Staphylococcus aureus, genellikle, iltihap olusumuyla seyreden lokal enfeksiyonlara
neden olur (6rnegin; fronkul, karbonkll, yara enfeksiyonlari, sintzit, orta kulak iltihabi,
mastitis puerperalis gibi enfeksiyonlar). Hemotojen (nadiren) veya posttravmatik (siklikla)
osteit/osteomyelit, kalp ameliyatlarindan sonra Ulseroz endokardit (6rnegin protez kalp
kapakgig takilanlarda); hastanede oksijen cihazina bagli hastalarda veya grip sonrasi
pndmoni; bagisiklik sistemi yetmezliklerinde septisemiden sorumludur. Hastanede yatan
hastalarda gorulen septisemilerin yaklasik yarisinda etken olarak Staphylococcus aureus
ve Escherichia coli hemen hemen esit sorumludurlar (3, 4, 5, 6, 7).

Damar ici kateter, protezler, "shunt" ventilleri gibi yabanci cisimler Staphylococcus
aureus bakterileri ile kolonize olabilirler. Bu bakterilerin bu cisimlere yerlesmeleri, implant
yabanci cisimlerin yuzeylerini ¢ok kisa surede kaplayan fibrinojen, fibronektin ve ya
laminin gibi konaga ait matriks proteinlerine spesifik olarak baglanmayla baglar. Bu
baglanmayi izleyerek olusan biofilmle birlikte etken yayilir (1, 2, 5, 8, 9).

E. coli, insanda bagirsak hastaliklari ve bagirsak digi enfeksiyonlara neden olur. E coli,
uygun kosullarda endojen enfeksiyonlara neden olan fakultatif patojen veya firsatgi
patojen bir bakteri olarak kabul edilmektedir. En sik rastlanan bagirsak disi Escherichia
coli enfeksiyonu idrar yolu enfeksiyonudur. Escherichia coli 'ler, ayrica, safra kesesi,
safra yollari iltihaplanmalari, yara enfeksiyonlari, apandisit, peritonit, yeni doganda
menenjit ve sepsis etkenidirler. Nozokomiyal enfeksiyon kavrami, hastanede yatmakta
olan hastanin hastanede kaldigi sure icinde edindigi enfeksiyonu tanimlar. Es anlamh
diger terimler "hastanede kazanilan enfeksiyonlar", "hastane enfeksiyonu", "enfeksiyoz
hospitalismus"dur. Bu enfeksiyonlar, hastanede tedavi edilmekte olan hastaligin
komplikasyonu olarak ortaya cikan ikincil enfeksiyonlardir. Nozokomiyal enfeksiyonlarin
bayuk bir bolumunden fakultatif patojen, yani firsat¢i mikroorganizmalar sorumludurlar.
Nozokomiyal enfeksiyonlar, hastanin kendi florasindan (endojen enfeksiyonlar) veya
digaridaki baska kaynaklardan (ekzojen enfeksiyonlar) kaynaklanabilir. Endojen
enfeksiyonlar daha sik gorilir. Hasta, enfeksiyon etkenini kendisi disaridan hastaneye
getirebilir. Fakat siklikla, hastaneden yatmakta olan hastanin deri ve mukozalari kisa
zamanda genellikle cogul direngli, hastane tipi belirli bakteriler tarafindan kolonize edilir.
Hastaya takilmis olan tUm implant ve benzeri protezler de bu kolonizasyona maruz
kalabilir. Bu bakteriler hastaya ait florayi baskilarlar. Endojen enfeksiyonlarin ¢ogu da
hastaneye 6zgu flora tarafindan olusturulmaktadir. Ekzojen enfeksiyonlarin enfeksiyon
kaynagi olarak hastane personelinin énemi buyulktir. Genellikle, mikroorganizmalarin
hastadan hastaya tasinmasi tibbi bakim sirasinda ellerle gergceklesmektedir. Personelin
kendisinin enfekte olmasi veya hastane tipi mikroorganizmayla kolonize edilmis olmasi
enderdir. Nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nemli nedenleri arasinda enfeksiyon etkeni
mikroorganizmalarin vucut igine girebildigi medikoteknik girisimler de sayilabilir. Bu tip
girisimlere idrar torbasi, vendz ve ya diger kateterlerin kullaniimasi, yapay solunum,
organ nakli, implantlar/protezler vb. 6rnek olabilir. Tim invaziv tani yéntemleri de
enfeksiyon riskini birlikte getirmektedir. Hasta odasinin havasi, yeri ve duvarlari gibi
hastanin diger cevresinin enfeksiyon kaynagi olarak roli hayli 6nemsizdir(5, 6, 9, 10).

Ortopedi pratiginde kullaniimakta olan metal alasimli implantlar hakkinda, bugin igin bir

cok degerli bilgiye sahibiz. ilk paslanmaz gelik olan 18-8 (glinimiiz siniflandirmasinda
302), korozyona karsi vanadyum celiginden daha dayanikhdir. Bundan sonra da
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vanadyum celigi kullanimindan vazgecilmistir. Daha sonra 18-8s Mo paslanmaz celigi
uretilmis ve bu gelikte, korozyona karsi dayanikhligi arttirmak i¢cin az miktarda molibden
de kullanilmigtir. Daha sonra bu gelige 316 L adi verildi ve 1950 'lerde c¢elikteki karbon
oranl, klorlu ¢ozeltilere ve korozyona kargi dayaniklihdi arttirmak icin %0.08 'den en fazla
%0.03 'e dugurulmustur. Korozyona kargi dayanikliligl saglayacak en kiuguk krom orani
%11'dir. Kromun reaktif bir metal olmasina ragmen, alagimlarn %30 'luk nitrik asit
testinden olumlu sonug almayi bagsarmistir. implant yapiminda en genis kullanim alanina
sahip paslanmaz celikler 316 ve 316L'dir.Isil yontemlerle sertlestiriimez fakat soguk
islemlerle sertlestirme saglanabilir. Bu grup paslanmaz cgelik teller, manyetik degildir ve
digerlerinden daha iyi bir korozyon direncine sahiptir. Molibden igerigi, tuzlu sudaki
korozyon direncini arttinr. 316 ve 316L paslanmaz celikleri arasindaki tek fark,
yapilarindaki maksimum karbon igeriginin farkh olmasidir(%0.03- %0.08) ( 11, 12, 13,
14).

Lokal doku tepkileri ve hatta potansiyel metabolik, immunolojik ve bakteriyolojik etkiler,
paslanmaz c¢eligin implantasyonuyla dizenlenir. Bundan sorumlu ajanlar, metallerin
kendileri degil korozyona bagl olarak ortaya g¢ikan urunlerdir. Bu elementlere kargi
yuksek duyarliliklar goérulebilir fakat implantlarda ¢ok sik gorulen bir durum degildir.
Titanyum implantlarin kullanimina iligkin ilk denemeler 1930'larin sonlarina dayanir.
Titanyum kedi femurlarindaki tolere edilme orani, paslanmaz celik veya vanadyumundaki
ile aynidir. Titanyum (yogunlugu 4.5g/cm) mekanik ve kimyasal Ozellikleri, implant
uygulamalari igin idealdir(12, 13, 14).

1985-1988 ddneminde ABD'den Horan ve arkadaslarinin yaptidi calismada, cerrahi
igslemler sirasinda meydana gelen nozokomiyal enfeksiyonlarin %9.8'inden E. coli,
%17.3 'Unden S. aureus 'un sorumlu oldugu goésterilmistir (1) Tum bu bilgiler géz dninde
bulunduruldugunda; bu enfeksiyon tablolarinin olusmasinda s6z konusu bakterilerin
patojen suslarinin metal implantlara karsi olan affinitesinin arastirilmasi; bu
enfeksiyonlarin nedeninin anlagilip 6nlenmesinde yeni kapilar agabilecektir.

Materyal ve Metot

Bu calismada test organizmasi olarak Escherichia coli ATCC 11230 ve Staphylococcus
aureus 6538 P tip turleri kullaniimistir.

Calismamizda implant hammaddelerinden 316 L, 16 T6, 0.5 T6, Normal aliminyum ve
Duraliminyum kullaniimigtir.

Kullanilan implant hammaddeleri nutrient broth besiyerine yerlegtirilerek sterilize
edilmistir. Her bir metal turU igin iki bakteri turUnUn Uremesini ve metal Uzerine
tutunmalarini  gbézlemlemek igin, sterilizasyondan sonra besiyerine organizmalar
asilanmis ve 37 °C de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Hem metal yiizeyinde Gremis
olan bakterileri, hem de o metale tutunmus olanlari gézlemlemek igin, ayni bakterinin bir
tur metalle olan preparatlarindan 2 adet hazirlamigtir. Bu preparatlardan bir tanesi direkt
mikroskobik inceleme.; digeri ise sadece tutunan bakterileri gérmek amaciyla distile suda
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yikandiktan sonra mikroskobik inceleme yapmak amaciyla kullaniimigtir. Bakteri
sayimlari Leitz Wetslan Ortoplan Polarize tip mikroskopta yapilmis olup; bakteri
sayiminda Breed Yontemi kullaniimigtir. Sayimda kullanilan mikroskobun Mikroskobik
Faktorii 3600 olarak hesaplanmistir. Bakteri sayimlari: MF x n formiili ile (adet/cm?)
olarak hesaplanmigtir (MF=mikroskobik faktor; n=goris alanindaki ortalama
mikroorganizma sayisi) (15, 16, 17).

Sonuglar

Hazirlanan besiyeri icinde inklibasyona birakilan implantlarin, yikama yapilmadan direkt
IStk mikroskobik incelemeleri sirasinda yapilan Breed sayimlarinin sonuglari Tablo 1'de
gosterilmistir. Tabloda yer alan de@erler her bir gorlus alaninda tespit edilen bakteri
sayisidir. Buna gore elde edilen goruntuler icin mikroskobik faktor 3600 olarak
hesaplanmigtir. Toplam 10 adet gorus alani incelenmistir.

Tablo 1. Yikama yapilmayan preparatlarda bakteri sayimi (adet/gérus alani)

05T6 14T6 316 L Normal Al. | Duraliminyum

S.a. |[Ec. [Sa. |[Ec. [Sa. |[Ec. |[Sa. |E.c. |S.a. E.c.
1 12 10 8 15 11 18 23 25 17 20
2 17 8 6 6 13 8 19 18 18 25
3 11 15 10 8 12 14 17 23 20 19
4 10 11 6 12 9 13 20 27 16 13
5 18 20 12 16 11 17 22 15 23 21
6 15 13 10 12 15 0 26 28 16 26
7 14 12 15 7 12 11 21 26 21 18
8 12 4 9 11 10 18 25 24 19 20
9 14 16 11 2 11 12 18 19 15 24
10 10 14 16 9 17 19 20 25 23 20
Toplam | 133 | 123 | 103 | 98 121 | 130 | 211 | 230 188 206
Ort. 13,3 12,3 { 10,3 | 9,8 | 121 13 | 21,1 | 23 18,8 20,6

0.5T6,14 T 6, 316 L, Normal Al. ve Duraliminyum kullanilan metallerin isimlerini belirtmektedir.
S.a. : Staphylococcus aureus, E.c. : Escherichia coli
1,2,3,... : Gorus alani sayisi

Sayim sonuglari, Breed yodntemine goére degerlendirilip 1 cm? deki bakteri sayisi
bulunmustur. Bu veriler; Tablo 2'de belirtilmistir.

Tablo 2. Yikama yapilmayan preparatlardaki bakteri sayilari

'rt‘i‘;':r?t 05T6 14T6 316 L Normal Al. | Duraliiminyum

Bakteriler | S.a. E.c. S.a. E.c. S.a. E.c. S.a. E.c. S.a. E.c.
Adet/cm? | 47880 | 44280 | 37080 | 35280 | 43560 | 46800 | 75960 | 82800 | 67680 | 74160
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Hazirlanan besiyeri iginde inkibasyona birakilan implantlarin yikama yapilarak direk 11k
mikroskobik incelemeleri sirasinda yapilan Breed sayimlarinin sonuglari Tablo 3'te
gOsterilmistir.

Tablo 3. Yikama yapilmis olan preparatlarda bakteri sayimi (adet/gorusg alani)

05T6 14T6 316 L Normal Al. | Duraliminyum

Sa. | Ec. | Sa. | Ec. | Sa. | Ec. | Saa. | Ecc. | S.a. E.c.
1 8 5 5 2 9 9 20 15 16 19
2 11 6 0 3 5 10 17 19 14 17
3 10 6 6 8 7 8 19 21 14 19
4 9 10 8 5 6 9 24 14 18 13
5 7 4 4 6 7 7 18 19 15 21
6 5 0 6 5 8 10 20 24 16 18
7 14 8 1 9 6 4 21 25 14 17
8 10 6 3 6 8 8 20 27 16 15
9 12 5 3 5 7 10 17 21 20 20
10 15 8 2 2 6 7 18 20 19 14
Toplam | 101 58 38 51 69 82 194 | 205 162 173
Ort. 10,1 | 5,8 | 3,8 | 5,1 6,9 | 82 | 194 | 20,5| 16,2 17,3

0.5T6,14 T6. 316 L, Normal Al. ve Duraliminyum kullanilan metallerin isimlerini belirtmektedir.
S.a. : Staphylococcus aureus, E.c. : Escherichia coli
1,2,3,... : Gorus alani sayisi

Tabloda yer alan degerler, her bir gorus alaninda tespit edilen bakteri sayisidir. Bu
g6zlemde sadece metale kimyasal olarak tutunmus mikroorganizmalari ayirt etmek igin,
ornekleri incelemeden once distile suda yikama islemi uygulanmigtir.

Sayim sonuglari, Breed yontemine gore degerlendirilip 1 cm? deki bakteri sayisi
bulunmustur. Bu veriler; Tablo 4'de belirtilmistir.

Tablo 4. Yikama yapilan preparatlardaki bakteri sayilari

'rt?;':r?t 05T6 14T6 316 L Normal Al. | Duraliiminyum
Bakteri S.a. E.c. S.a. E.c. S.a. E.c. S.a. E.c. S.a. E.c.
Adet/cm? | 36360 | 20880 | 13680 | 18360 | 24840 | 29520 | 69840 | 73800 | 58320 | 62280

istatistiksel calismalarda Non-parametrik testler kullanilmis olup sonuclar Ekte
goOsterilmisgtir.

Tablolar arasinda istatistiksel bir farklihk olup olmadigi Mann-Whitney U-Testi ile
incelenmistir. Buna gore Tablo-1 ve Tablo-3 arasinda bir farklilik olmadigi saptanmistir.
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Daha sonra organizmalar arasindaki farkhlik Kruskal Wallis testi ile sinanmigtir. Buna
g6re de gruplar arasinda farkhliklar oldugu belirlenmistir.

Yaptigimiz sayimlarda beklenen bir sonug, yikama yapilmis olan preparatlarda bir gorus
alanindaki bakteri sayisinin azligi olmustur. Bu sonug¢ o ortamdaki bakteri
populasyonunu sadece belirli bir kismindaki metale kimyasal bir bicimde yapisabildigini
gdstermektedir. implant operasyonu sonrasinda gériilen enfeksiyon tablosunda bu
yapisan bakterilerin daha etkili olabilecek seklinde yorumlanabilecek olan bu sonug; tim
implant metallerinde ayni bicimde gézlenmektedir. Duraliminyum ve normal aliminyum
metallerinde hem de yikamasiz grupta Ureyen E. coli miktarinin ¢ok fazla oldugu dikkat
cekicidir (5,8'e karsin 20,5 ve 17,3 gibi). Ote yandan ayni metal gruplarindaki
(duraliminyum ve normal aluminyum) E. coli popullasyonunda, diger gruplara nazaran,
ylkamayla ¢ok daha dugsuk miktarda bir azalma gozlenmektedir. Hatta normal
aliminyum gruplari arasindaki yikama farki sadece 0.1'dir. Bu sonu¢ E. coli 'nin
duraliminyum ve normal aliminyum (zerinde ¢ok rahat ve saglam bir bigcimde
tutunabildigi seklinde yorumlanabilir. Ote yandan S. aureus 'un 0.5 T 6 metalinde yikama
sonrasinda ¢ok daha yuksek miktarda implant Uzerinde kalabildigi sonucu da gergekten
ilgingtir.

Tartisma

Yikama yapilan gruplarda metalin Uzerinde kalan bakteri miktarinin azalmasi
beklenebilecek bir sonugtur. Ote yandan metalin Uizerinde yikamaya ragmen iyice
tutunabilen bakterilerin enfeksiyon olusturma potansiyeli acgisindan daha tehlikeli
olacaklari agiktir. Duraliminyum ve normal aliminyum metallerinde E. coli 'nin yikamaya
ragmen dremesi, yilkamadan diger metallerde oldugu kadar etkilenmemesi, gergekten de
¢cok dikkat cekicidir. Bu sonug, s6z konusu iki metal tdrlerinden yapilan implant
materyallerinde E. coli enfeksiyonu riskinin ¢ok buyuk oldugu seklinde yorumlanabilir (1,
13).

0.5 T 6 metalindeyse sadece S. aureus 'un yilkamaya ragmen fazla miktarda kalabilmesi,
bu metalden yapilan implantlarin S. aureus enfeksiyonu igin gayet riskli oldugu seklinde
yorumlanabilir (11, 12).

Bakteriyel patojenitenin artigiyla, bu bakterilerin bulunduklari ortamdaki sayilarinin
fazlalagmasi arasindaki dogru oranti géz 6nune alinarak; yapilacak daha ileri boyutta
arastirmalarla, hangi metal implantta hangi bakterinin daha rahat Uredigi bilgisi
edinilerek, implant sonrasi karsilasilan hastane kaynakli enfeksiyonlarin 6nlenmesinde
yeni adimlar atilabilecektir.
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Ekler

NPar Tests Mann-Whitney Test

VAR00002 Mean Rank Sum Of Ranks

TABLO1 1,00 50 48,56 2428,00

2,00 50 52,44 2622,00

Total 100
TABLO2 1,00 50 50,58 2529,00

2,00 50 50,42 2521,00

Total 100
Test Statics®

TABLO1 TABLO3
Mann-Whitney U 1153,000 1246,000
Wilcoxon W 2428,000 2521,000
Z -,670 -,028
Asymp. Sig. -,503 -,978
(2tailed)
iki Degisken arasinda farklilik yoktur. Bundan dolay! bir biitiin olarak alinabilir
NPar Tests
Descriptive Statics
N Mean Std.Deviation Minimum Maximum
TABLO1 100 15,4300 5,92931 ,00 28,00
TABLO3 100 11,3300 6,55367 ,00 27,00
VARO00001 100 3,0000 1,42134 1,00 5,00
Kruskal-Wallis Test
Ranks
VARO00001 N Mean Rank

TABLO1 1,00 20 37,00

2,00 20 23,00

3,00 20 36,67

4,00 20 82,40

5,00 20 73,43

Total 100
TABLO3 1,00 20 37,42

2,00 20 17,63

3,00 20 37,00

4,00 20 86,10

5,00 20 74,35

Total 100
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Test Statics®®

TABLO1 TABLO3
Chi-Sqare 63,716 77,998
df 4 4
Asymp. Sig. ,000 ,000
a. Kruskal-Wallis Test
b. Grouping Variable: VAR00001
Gruplar arasinda farkhlik vardir
1 2 3 4 5

1 - Fark var Fark yok Fark var Fark var

2 - - Fark var Fark var Fark var

3 - - - Fark var Fark var

4 - - - - Fark yok
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